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Objetivos

OBJETIVOS

Los objetivos particulares de esta memoria se engloban dentro de los objetivos
generales del Laboratorio de Investigacion en Litiasi Renal de la Universitat de les Illes Balears,
en el sentido de profundizar en los diferentes aspectos moleculares implicados en la formacion
de los calculos renales y calcificaciones patologicas. Debe tenerse en cuenta que Unicamente un
conocimiento profundo de estos mecanismos permitira el establecimiento de métodos de

diagnostico adecuados y medidas profilacticas realmente eficaces.

En esta Tesis Doctoral se pretende efectuar un estudio de la capacidad que presentan los
fragmentos residuales de calculos renales calcicos obtenidos a partir del tratamiento con
litotricia extracorpérea por ondas de choque para actuar como nucleantes heterogéneos, asi
como de diferentes sustancias (tales como fluoruro calcico, glicoproteinas, materia organica y
detritus celulares), con el fin de poder establecer dicha capacidad, ya que a pesar de ser
conocida, no existen estudios comparativos que valoren su diferente eficacia. Por otra parte
también se efectuara un estudio comparativo del efecto de diferentes inhibidores de la
cristalizaciéon en la nucleacion heterogénea del oxalato calcico sobre estos sustratos, ya que no
existe en bibliografia ninguin estudio en este sentido y sin duda el potencial profilactico de los

inhibidores en el tratamiento de la litiasis renal es de gran trascendencia.

Finalmente, conocida la importancia del fitato como inhibidor de la litiasis oxalocalcica
y después del hallazgo reciente de la posibilidad de ser administrado por via topica en animales
de experimentacion, uno de los objetivos de esta tesis doctoral consiste en el estudio por una
parte de la administracion por via tdpica en humanos y por otra, en el estudio in vivo del efecto
del vehiculo en la administracion topica de esta sustancia, ya que ademas de su interés practico,
permitira aportar importantes datos que posibilitaran conocer su mecanismo de absorcion

transdérmica.
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INTRODUCCION

Cuando un sistema contiene un soluto en cantidad superior a la permitida por su
producto de solubilidad se dice que el sistema esta sobresaturado. Por encima de ciertos valores
de sobresaturacion (sobresaturacion critica, S.) se produce la precipitacion de forma instantanea.
El intervalo entre la concentracidon de saturacion y la concentracion a partir de la cual se produce
la precipitacion instantanea se denomina zona metaestable. En esta zona, el medio se encuentra
en una situacion inestable desde el punto de vista termodinamico, es decir, en unas condiciones
en que el sistema tarde o temprano cristalizara (con la finalidad de llegar al estado de equilibrio

termodinamico).

El tiempo necesario para que en un sistema sobresaturado se inicie la cristalizacion
depende de varios factores, por lo que puede tardar desde décimas de segundo a afios. Estos
factores son determinantes [BaraJi, 1997; FLEISCH, 1978] para evitar cristalizaciones
indiscriminadas (en condiciones normales) dentro del organismo /GRASES, 1999a], a pesar de que
los diferentes fluidos bioldgicos se encuentran permanentemente sobresaturados respecto
algunas sustancias. Asi, la orina estd sobresaturada respecto al oxalato calcico [FINLAYSON,
1978a], y segiin el pH, puede encontrarse sobresaturada respecto al acido urico a pH < 5.5 o al
fosfato calcico en forma de hidroxiapatita (HAP, CasOH(PO,);) a pH > 6.0 [GR4SES, 1997]. La

sangre y los otros fluidos intersticiales se encuentran sobresaturados respecto al fosfato calcico.

De hecho, las cristalizaciones en el organismo suelen darse solo en situaciones
bioldgicamente controladas, tales como la formacion de los huesos y de los dientes. Aun asi, las

cristalizaciones patoldgicas descontroladas pueden ser abundantes y tener naturaleza diversa:

- Formacioén de calculos: en los rifiones (nefrolito), en las vias urinarias (urolito), en
los conductos biliares (calculo biliar), en las glandulas o conductos salivales
(sialolito), en las venas varicosas (flebolito), en el estémago (gastrolito), en las
orejas (otolito), en el intestino (enterolito), en les glandulas y la cisterna mamarias

(galactolito),...
- Calcificaciones cardiovasculares.

- Calcificaciones de tejidos asociados al cancer.
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- Condrocalcinosis: Enfermedad articular cronica que se produce a consecuencia de
un excesivo depdsito de cristales de pirofosfato calcico deshidratado en cartilago

articular o fibrocartilago.

- Podagra calcica: Consiste en la inflamacion aguda o subaguda del Dpie,
particularmente de la primera articulacion metatarsofalangica, causada por el
deposito de cristales de fosfatos basicos de calcio (hidroxiapatita carbonatada,

fosfato ortocalcico y fosfato tricalcico).
- Cristalizacion de uratos en enfermos de gota.

Para explicar la formacion de calculos renales se deben considerar tres aspectos
principales relacionados con la composicion del medio /BaraJi, 1997; Cok, 1997; FLEISCH, 1978;

GRASES, 1996a; GRASES, 1999a; GRASES, 2000a; MANDEL, 1996; ROSE, 1975; TISELIUS, 1997].

1.- La sobresaturacion: una disolucion sobresaturada es estable so6lo durante un periodo
de tiempo limitado, dependiendo de la sobresaturacion existente. Cuanto mayor sea ésta, menor
es el tiempo de estabilidad aparente. En condiciones fisioldgicas la sobresaturacion no se
mantiene constante sino que oscila dentro de unos limites. La sobresaturacion es la fuerza
impulsora de la cristalizacion, siendo un factor termodinamico [FINLAYSON, 1978a; MANDEL,
1996], aunque por si sola no es suficiente para el desarrollo del calculo. No obstante, los
elevados valores de sobresaturacion que presentan los pacientes formadores de calculos

coinciden con su composicion [PARKS, 1997].

2.- El déficit de inhibidores de la cristalizacion [S4rik4, 1997]: los inhibidores de la
cristalizacion son sustancias orgédnicas o inorganicas que evitan o dificultan el desarrollo de
cristales /LIESKE, 1996]. Pueden actuar en una o varias de las etapas fundamentales implicadas en
su formacion: a nivel de nucleacion, crecimiento cristalino y/o agregacion. Se trata de un factor
cinético. Su efectividad depende tanto de su propia concentraciéon como de la sobresaturacion de
las especies insolubles, siendo especialmente decisivos en aquellos casos en que no se alcanzan

sobresaturaciones demasiado elevadas.

Entre los inhibidores de la litiasis renal, de los cuales se hablard de forma detallada en el

Capitulo 2 de esta tesis, podemos destacar:

- Compuestos macromoleculares: glicosaminoglicanos y glicoproteinas.

- Compuestos de bajo peso molecular: fitato, citrato, pirofosfato y magnesio.
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3.- La presencia de nucleantes heterogéneos [Kony4, 2003]: los nucleantes heterogéneos
son sustancias promotoras de la cristalizacion. También se trata de un factor cinético. Su
presencia puede ser debida a la precipitacion de productos insolubles en la orina, dando lugar a
particulas que, cuando quedan atrapadas, constituyen nticleos heterogéneos sobre los cuales se
puede producir el crecimiento del calculo. Es importante que las pequenias particulas que se
formen sean eliminadas rapidamente como cristaluria para evitar el posible desarrollo de una
concrecion mayor que podria quedar retenida, originando asi la formacion del calculo /GRASES,
1998aj. Entre los nucleantes heterogéneos encontramos macromoléculas, restos celulares,
lesiones epiteliales, nucleos de acido trico en orinas muy acidas, ntcleos de fosfatos calcicos en
orinas muy basicas, ntucleos de farmacos y sus metabolitos (triamtereno) o de otras sustancias
insolubles (Si0,, CaF,) [CERINI, 1999; FASSANO, 2001; KHAN, 1995; KHAN, 1997; KHAN, 2002;
LIESKE, 1998]. El papel de los nucleantes heterogéneos en la formacion de calculos renales es un
tema que tiene que estudiarse con mayor detalle, lo que conformarad uno de los aspectos de esta
tesis. Ademads, es muy frecuente encontrar en bibliografia sustancias que han sido descritas en

unos casos como promotores y en otros como inhibidores de la litiasis calcica.

En condiciones fisioldgicas normales los factores promotores de la cristalizacion estan
compensados por los factores inhibidores evitando asi la formacion de cristales. Sin embargo,
cuando se produce una ligera modificacion de alguno de ellos llegan a producirse

cristalizaciones indiscriminadas que terminan provocando procesos patologicos.

De esta manera, la formacion de los calculos renales constituye un problema
multifactorial donde deben considerarse factores de riesgo relacionados con la composicion de
la orina (anteriormente explicados) y por otra parte factores de riesgo relacionados con la
morfologia renal [CHANDHOKE, 1999; GRASES, 1998b; GRASES, 2002; SCHULZ, 1989a; SCHULZ, 1989b;
SEE, 1992]-

a) Presencia de cavidades de baja eficacia urodinamica: son cavidades renales
donde queda retenida la orina durante largos periodos de tiempo. La orina
puede contener pequefios cristales y/o materia organica, que en condiciones
normales son eliminados como cristaluria asintomatica. Sin embargo, en
situaciones en que la orina queda retenida, esas particulas pueden inducir la

formacion de un calculo.



Capitulo 1. Introduccion general

b) Alteraciones que se pueden producir en el epitelio que recubre la papila
renal, como por ejemplo una reduccion de la capa antiadherente de
glicosaminoglicanos, ataques bacterianos, necrosis, renovacion del urotelio o
como consecuencia de heridas provocadas por la presencia de un calculo.
Estas alteraciones pueden inducir la formacion de un célculo papilar (calculo

unido a la papila renal).

Aunque la litiasis renal depende de la coexistencia de varios factores alterados (de los
dos grupos [GALAN, 1996; LANCINA, 1999, COE, 2005]), en la mayoria de ocasiones corrigiendo
solo algunos de estos factores (no necesariamente todos) se evita el desarrollo de nuevos

calculos [GRASES, 2000a].

1. Epidemiologia de la urolitiasis

La urolitiasis predomina clinicamente en la tercera y cuarta década de la vida, sin
embargo la edad de comienzo de la enfermedad se sitia entre la segunda y la tercera década,
descendiendo notablemente la frecuencia a partir de esa edad. Asimismo, se ha referido un

predominio en el sexo masculino sobre el femenino en una relacion de 2-3:1 [Kim, 1998].

Son numerosos los estudios realizados para conocer la frecuencia real de la litiasis en la
poblacion general. La medida de la frecuencia puede expresarse en forma de prevalencia, es
decir, el porcentaje de individuos que en el momento del estudio tienen o han tenido problemas
litidsicos, o bien en forma de incidencia, es decir, los casos nuevos que a lo largo del estudio

pasan de estar sanos a estar enfermos.

La litiasis urinaria tiene una prevalencia en Espafia del 4.16 % [Rousaup, 1986, siendo
en Mallorca del 14.3 % [GR4sSEs, 1994], una de las tasas mas altas a nivel de todo el estado
espaiiol. Este hecho se agrava debido a que entre el 50 y 70 % de los litidsicos recidivan en un
plazo de 5 afios [LJUNGHALL, 1987; SCHNEIDER, 1985; SHOKEIR, 2001], debido a que en la mayoria
de ocasiones, pese a la extraccion o expulsion espontanea del calculo, persiste la alteracion
urinaria causante de su formacion. En la Union Europea, el 12 % de la poblacion sufrird al
menos un episodio relacionado con esta enfermedad a lo largo de su vida /[SCHNEIDER, 1985], el
mismo porcentaje que se ha estimado en varones de Estados Unidos /MOE, 2006a/. No obstante,

la prevalencia de litiasis renal varia ostensiblemente entre distintos paises o zonas geograficas;

10
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asi, en los paises del tercer mundo esta por debajo del 1 %, mientras que en los paises mas
desarrollados comprende valores de entre el 4 y el 15 % [AkiNct, 1991; BorGHI, 1990;

INDRIDASON, 2006; ScoTT, 1985; STAMATELOU, 2003].

La incidencia de la litiasis urinaria también varia considerablemente, en Espafia
obtenemos valores comprendidos entre 0.245-0.51 %, en EEUU entre 0.14-0.331 % y en el
Reino Unido entre un 0.13-0.38 % [4L4PONT, 2001].

2. Mecanismos de formacion de los calculos

Un célculo urinario es una estructura solida que se forma en el tracto urinario superior
(s6lo excepcionalmente se forma en la vejiga urinaria) y que aparece en la orina a causa de las
alteraciones en el balance fisico-quimico y/o urodindmico del sistema urinario, desde los
tabulos colectores hasta la uretra. Puede tener un tamafio minimo de 1 mm y esta constituido
basicamente por elementos cristalinos, de una manera menos frecuente por elementos amorfos
orgdnicos y/o inorganicos, que pueden ser mixtos con sustancias no cristalinas de peso

molecular alto [SCHNEIDER, 1982].

La urolitiasis se puede clasificar en varias formas clinicas dependiendo de Ia
composicion quimica y estructura de los urolitos [CIFUENTES, 1984]. La mas frecuente de todas
ellas en los paises industrializados es la forma oxalocélcica, que representa el 60-70 % de todos
los casos [AHLSTRAND, 1981; BIHL, 2001; DELVECCHIO, 2003; GOLFARB, 1999; GRIFFITH, 1981;
LJUNGHALL, 1980; OTNES, 1983; ROBERTSON, 1984; URIBARRI, 1998]. La forma oxalocalcica puede

presentar diferentes hidrataciones en los calculos renales humanos /GRASES, 2002; Kim, 1982]:

- Monohidrato (COM), que pueden dividirse en: papilares (con un 12.9 % de todos

los casos) o no papilares, también llamados de cavidad (16.4 %).

- Dihidrato (COD), con un 33.8 % de los casos, siendo el de mayor prevalencia y

recurrencia [GRASES, 2003].

- Trihidrato (COT), hallados en muy pocas ocasiones debido a su inestabilidad

termodinamica [TomAzic, 1980].

11
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La transformacion de los calculos de COD y COT (termodinamicamente inestables) a

COM es un proceso lento que para completarse necesita un tiempo del orden de cientos de horas

[SKRTIC, 1987]. Los factores etiologicos que determinan el grado de hidratacion que presentan los

calculos renales de oxalato célcico son diferentes:

Los calculos de COM son mas frecuentes en pacientes que tienen una excrecion
normal de calcio asociada a una carencia en la capacidad de inhibicion de la

cristalizacion [BERLAND, 1999; GRASES, 2002].

Los calculos de COD se forman en pacientes que presentan hipercalciuria,
excrecion correcta de citrato y pH urinario superior a 6 [ASPLIN, 1998; CONTE, 1990;

GALAN, 1996; PARENT, 1999; PIERRATOS, 1994].

Los calculos renales pueden presentar otras composiciones [GRASES, 2002]-

Célculos de fosfato: hidroxiapatita (HAP) con un 7.1 %; estruvita (fosfato amoénico-
magnésico) que son de origen infeccioso, con un 4.1 %; brushita con un 0.6 %. Se
forman principalmente cuando el pH urinario es superior a 6.0 y cuando hay un

déficit en la concentracion de inhibidores.

Célculos de 4cido trico, con un 8.2 %; se forman principalmente cuando el paciente

tiene el pH urinario inferior a 5.5 junto con hiperuricuria.

Célculos mixtos, que pueden ser de COD/HAP (11.2 %) o de oxalato célcico/acido
urico (2.6 %). Se dan cuando se combinan o se alternan los diferentes factores que

determinan la formacion de cada uno de ellos por separado.

Calculos de cistina, con un 1.1 %; se forman a causa de una alteracion genética que

afecta al metabolismo de este aminoacido.

Calculos poco frecuentes (1.9 9%). Corresponden normalmente a calculos

medicamentosos (triamtereno, indinavir, sulfamidas,...).

Cada uno de estos tipos de calculos tiene un mecanismo de formacion y una estructura

diferente.

12
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2.1. Mecanismo de formacion y estructura de los calculos de oxalato

calcico

Al igual que para cualquier tipo de célculo, su formacion tiene lugar como consecuencia
de la desafortunada combinacion de varios factores, segin los cuales pueden considerarse dos
grandes grupos de céalculos de oxalato célcico como componente mayoritario: los de oxalato

calcico monohidrato (COM) y los de oxalato célcico dihidrato (COD).

2.1.1. Oxalato calcico monohidrato (Whewellita)

A su vez estos calculos pueden ser divididos en dos grupos: los papilares que presentan

un punto de union detectable a la papila y los de cavidad que no lo presentan (Figura 1.1).

COM
CoD
HAP
EBrushita
Acido drico

Figura 1.1.- Esquema general del mecanismo de formacion de los célculos renales: papilares (1); de

cavidad (2).
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2.1.1.1. Formacion y estructura de los calculos de COM papilares

Los calculos de oxalato calcico monohidrato (COM) papilares inician su formacion
sobre la papila renal so6lo en zonas donde la capa antiadherente de GAGS que la recubre y
protege esta reducida o destruida como consecuencia de alguna disfuncion celular o ataque
externo [GEBHARDT, 1973; GILL, 1979; GILL, 1981; GILL, 1982; GRASES, 1993a; GRASES, 1999b;
HIENZSCH, 1979; LIESKE, 1997; PIERAS, 2006; SEE, 1992; SOHNEL, 1993a]. En la Figura 1.2 se puede
ver su formacion de forma esquematica. Si el dafo y/o destruccion celular es considerable (por
ejemplo, necrosis causada por analgésicos), el detritus organico generado puede actuar como
inductor (nucleante heterogéneo) de los cristales de oxalato calcico que de esta manera iniciaran
el crecimiento del que sera el futuro corazén o nucleo del célculo. La capacidad del epitelio
necrosado para actuar como nucleante heterogéneo del oxalato calcico es en parte debida al
incremento de la concentracion de calcio que se produce durante la muerte celular [GRASES,

19964].

Aunque la composicion de la orina es idéntica en los dos rifiones, estos calculos se
forman principalmente en uno y siempre el mismo rifiién del enfermo /BRENNER, 1976]. De esta
manera se demuestra que la propension a la formacion de calculos papilares se encuentra mas
ligada al estado de los respectivos rifiones que a la composicion de la orina /GALAN, 1996]. En
general, las células renales epiteliales sufren alteraciones muy frecuentemente, por lo que
continuamente presentan procesos de apoptosis y/o necrosis, iniciando asi una cascada de
acontecimientos que conducen a la formacion de cristales, que al quedar anclados constituiran
los gérmenes de los futuros calculos [KHAN, 2004]. Estos hechos nos dan una idea de la
importancia que tiene la capa antiadherente de GAGS en la prevencion del desarrollo de
concreciones solidas sobre el urotelio /GILL, 1979; GRASES, 1996a; GRASES, 1996b; GRENABO, 1988;

SEE, 1992].

Es importante tener en cuenta que, aun cuando cualquier orina esta sobresaturada
respecto al oxalato calcico, las concentraciones normales de estas sustancias no son suficientes
por si mismas para inducir la formacion de cristales de oxalato calcico (nucleacion homogénea)
[BROWN, 1991; FINLAYSON, 1978a; FINLAYSON, 1978b; LIESKE, 1997], de forma que se necesita un
nucleo previo, que tendra diferente composicion que el resto del calculo. La nucleacion
homogénea sélo tiene lugar a partir de valores muy elevados de sobresaturacion (exige un
producto de concentraciones entre 80 y 100 veces mayor al valor de Kps del oxalato célcico) a
los que las velocidades de nucleacion son muy elevadas y los periodos de induccion muy breves

(fracciones de segundo) /S4rIG, 1973], hecho que no sucede en el caso de la litiasis oxalocalcica.
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l CAPA ANTIADHERENTE DE GLUCOSAMINOGLICANOS

PARED CELULAR QUE RECUBRE LA PAPILA RENAL (UROTELIO)

CAPA DE GLUCOSAMINOGLICANOS
DANADA O REDUCIDA

MICROCRISTALES
DE ACIDO URICO,
FOSFATO CALCICO

ESTRUCTURA COLUMNAR
----- COMPACTA DE CRISTALES
DE OXALATO CALCICO

MONOHIDRATO

Figura 1.2.- Esquema del mecanismo de formacion de los calculos de COM papilares. la) Tejido epitelial
sano (con capa antiadherente sana de GAGS recubriendo el epitelio de la papila). Ib) Tejido epitelial
daflado o mal protegido (factor de riesgo litidsico). II) Aparicion en estas zonas de microcristales de
fosfatos calcicos (pH urinario superior a 6.0), acido turico (pH urinario inferior a 5.5), detritus
organicos,... que favorecen la formacion sobre ellos de cristales de COM. III) E1 COM crece sobre el
ntcleo heterogéneo, comenzando la formacion del calculo. IV) En ausencia de una inhibicion adecuada se

acaba generando el calculo de COM.
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Cuando la destruccion o dafio celular no es lo suficientemente considerable como para
inducir la formacion de cristales de oxalato calcico, pueden existir otras sustancias que en
condiciones adecuadas se depositen sobre las zonas débiles de la papila, actuando después como

inductoras del crecimiento del oxalato calcico. Entre estas sustancias se deben destacar:

- Los fosfatos calcicos (principalmente brushita e hidroxiapatita) para valores de pH

urinario superiores a 6.0.

- El acido urico para valores de pH urinario inferiores a 5.5 [GRASES, 2006].

- Otras: mucina y otras glicoproteinas, GAGS, compuestos inorganicos (carbonato

calcico, fluoruro calcico,...), firmacos.

De esta manera se va constituyendo una pequefia agrupacion desordenada del orden de
0.5 mm de cristales de oxalato calcico, rodeados generalmente por una capa sin estructura de

materia organica unida a la pared papilar que formara el llamado corazén del célculo.

A partir de aqui, es practicamente imposible parar el proceso puesto que sobre esta masa
se inicia el crecimiento de cristales en direccion perpendicular a su superficie (zona columnar
del célculo), que mas pronto o mas tarde acabaran formando el calculo. La zona columnar se
encuentra parcialmente interrumpida por acumulaciones de materia organica, aproximadamente

cada 100 wm [IwATA4, 1985; IwATA4, 1992], materia que constituye alrededor del 2 % del calculo.

La formacion del corazoén representa la primera y posiblemente la etapa mas importante
en el desarrollo del calculo de COM papilar. Los calculos frecuentemente contienen mas de un
corazon, sin embargo siempre se puede distinguir uno situado cerca de la region de unidn con la
papila, siendo éste el corazon alrededor del cual empieza el desarrollo del calculo /GRASES,
1993b; SOHNEL, 1993b]. Se han podido observar (Figura 1.3) cuatro estructuras diferentes del

corazon primario [GRASES, 1998¢].
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Organic
Matter

core ii

Hydroxyapatite

Organic Matter Hydroxyapatite

core iii

Figura 1.3.- Esquema de la estructura interna de los calculos de COM papilares.

(@)

(i)

Formados por cristales de COM asociados y gemelos dispuestos libremente, adoptando
una forma ovo-esférica. El centro del corazén normalmente suele ser la region con
menor densidad de cristales, la cual aumenta gradualmente hacia sus extremos. Pueden
presentar fragmentos de materia orgdnica, pero en menor proporcion que en el tipo de
corazén (ii). La formacion de estos tipos de corazones es fruto de la union de una

particula (o particulas) al epitelio papilar.

Formados por un corazon central vacio con materia orgdnica a su alrededor. Su
formacion se puede explicar por la disminucion o dafio de la capa de GAGS que cubre
el urotelio, formando un hemisferio. Las proteinas y los detritus orgénicos constituyen

un sustrato efectivo para la nucleacion de COM [GRASES, 1992].
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(ii1))  Formados por materia organica calcificada por hidroxiapatita (HAP) situado en el fondo
del calculo. Su formacion se explica asumiendo la mineralizacion de una parte del
epitelio papilar severamente dafiado, donde encontramos frecuentemente una capa

densa de materia organica que recubre esta parte lesionada.

(iv) Corazon central de HAP y algunos fragmentos de materia organica adoptando forma
ovo-esférica. Su formacion se explica como consecuencia de la presencia de varias
alteraciones en el epitelio renal, que en combinacion con unas condiciones urinarias
adecuadas para la cristalizacion de HAP (pH > 6, baja excrecion urinaria de Mg,...)

produce un deposito considerable de este material en el epitelio dafiado.

En resumen, podriamos decir que para la formacién de un célculo de COM papilar es
necesario el desarrollo de un germen integrado por particulas unidas a la papila; a partir de aqui,
se formaran cristales de COM que constituirdn el corazén del calculo, cuyo desarrollo
proseguira a través del crecimiento columnar de cristales de COM, originando asi el cuerpo
principal del calculo [GR4SEs, 1993¢]. Muchos calculos papilares presentan una forma tipica,
mostrando una zona concava que corresponde al punto de union con la papila [CIFUENTES, 1987;

GRASES, 1993¢], como puede verse en la Figura 1.4.

Figura 1.4.- Calculos de COM papilares. La flecha indica el punto de union con la papila.
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2.1.1.2. Formacion y estructura de los calculos de COM de cavidad (no papilares)

Los calculos de COM de cavidad presentan, en general, una estructura interna
totalmente diferenciada a la de los calculos de COM papilares. Presentan una zona central
ocupada por el nucleante heterogéneo responsable de su formacion (materia organica,
hidroxiapatita, acido urico, restos medicamentosos, etc.). Sobre este corazén central, cuya
retencion en una cavidad renal permite que actiie como nucleante heterogéneo, crece el COM en

estructura columnar que acabara constituyendo el correspondiente calculo (Figura 1.5).

Figura 1.5.- Imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido (SEM) de calculos de COM

donde puede apreciarse el crecimiento de los cristales en estructura columnar.
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Una zona del rifidon con baja eficacia urodinamica (como pueda ser el caliz renal inferior
o una cavidad), contiene constantemente orina durante un tiempo de residencia que supera el

valor promedio de residencia en el rifidon en global.

Como ya hemos mencionado, las concentraciones urinarias de calcio y de oxalato no
son suficientes para justificar la formacion de los cristales de COM [BROWN, 1991; FINLAYSON,
1978a; FINLAYSON, 1978b], circunstancia que hace imprescindible la existencia de promotores
(nucleantes heterogéneos) de dicha estructura cristalina. Los nucleantes heterogéneos pueden
ser los mismos que en los calculos de COM papilares (fosfatos calcicos, acido urico,
detritus,...). Por otra parte, los inhibidores de la cristalizacion pueden realizar una labor muy
importante en la prevencion del desarrollo del céalculo, de manera que su déficit constituye un
factor de riesgo clave para dicho desarrollo. No obstante, es importante observar que en muchos
casos la presencia de inhibidores de la cristalizacion no pueden detener completamente el

desarrollo del calculo /Liu, 1970].

2.1.2. Oxalato calcico dihidrato (Wheddellita)

La forma dihidratada es una fase termodinamicamente inestable del oxalato calcico,
que en disolucion se transforma gradualmente en la forma estable monohidratada /Nakar, 1996;
SKRTIC, 1987]. Por tanto, los factores cinéticos son los que permiten explicar la formacion de
cristales de COD. Asi, la presencia de hipercalciuria y/o hiperoxaluria, fuerza idnica elevada,
cantidades notables de citrato y la presencia de coloides de fosfato calcico a pH > 6.0 [GRASES,

1990] hacen que la formacion de COD sea cinéticamente mas favorable que la de COM.

Generalmente son calculos formados por cristales de COD (Figura 1.6) y cantidades
variables de COM que proviene de la transformacion de cristales de COD (su proporcion
dependera del tiempo de residencia del calculo en el organismo). También pueden presentar
pequenas cantidades de HAP distribuida de forma irregular o materia organica. Para la
formacion de estos calculos se requiere la presencia de particulas solidas (materia organica o
HAP) en cavidades de baja eficacia urodindmica, que promoveran el desarrollo de cristales de

COD debido a la composicion particular de la orina.
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Figura 1.6.- Imagen obtenida con el SEM de la superficie de un célculo de COD donde pueden

observarse los tipicos cristales de COD piramidales.

2.2. Mecanismo de formacion y estructura de los calculos mixtos

COD/HAP

Tienen una composicion andloga a los calculos de COD, pero con cantidades mas
importantes de HAP y materia organica (Figura 1.7), que frecuentemente se disponen
alternadamente formando capas diferenciadas. Suponen el 11.2 % de los casos [GRASES, 2002].
Las modificaciones en la dieta provocan cambios en la composicion de la orina, que
condicionan dicha existencia alternante de capas de HAP y COD [CIFUENTES, 1984]. Para
formarse requieren también una cavidad de baja eficacia urodinamica, hipercalciuria y pH

urinario superior a 6.0.
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Figura 1.7.- Imagen obtenida con el SEM de la superficie de un calculo mixto de COD y HAP, donde

pueden apreciarse los cristales con estructura piramidal correspondiente al COD vy los esferulitos de HAP.

2.3. Mecanismo de formacion y estructura de los calculos de fosfato

En los calculos renales humanos se han encontrado, de forma mayoritaria o minoritaria,
hasta 5 tipos de fosfatos: la hidroxiapatita (HAP) Ca;o(OH),(PO,)s, la brushita (BRU)
CaHPO42H,0O, la  estruvita (FAM) MgNH,PO46H,0O, carbonato de  apatita
Ca;o(OH,CO5,P04)s(OH), y whitlockita (TCP) Ca;(POy4), [MURPHY, 1962; PRIEN, 1947], siendo

las Gltimas dos composiciones mas minoritarias.

La fase termodinamicamente estable en contacto con un sistema acuoso con calcio,
fosfato y magnesio es la brushita a valores de pH inferiores a 5 y la HAP para valores de pH
superiores a 5 [KEMENADE, 1987; NANCOLLAS, 1980]. En condiciones fisiologicas se ha observado

la conversion de brushita a HAP [SPENCER, 1978], aunque también el caso inverso [PAK, 1981].

En general, podemos distinguir dos grandes grupos de calculos que contienen fosfatos:
los calculos de fosfato calcico propiamente dichos, formados principalmente por HAP o
brushita y los calculos infecciosos de estruvita (fosfato amonico-magnésico, FAM) /D4UDON,

1993].
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2.3.1. Calculos de hidroxiapatita (HAP)

La formacion de este tipo de calculos requiere la existencia de cavidades de baja
eficacia urodinamica, combinadas con valores de pH > 6, hipercalciuria e hipomagnesiuria
[BUSHINSKY, 2000; GAULT, 1991; PARKS, 2004; PEACOCK, 2002]. En estas condiciones se generan en
la orina microcristales de HAP que, juntamente con materia organica, van sedimentando en la
cavidad. La entrada posterior de mas material, unido al crecimiento de los cristales ya
existentes, acaba generando el calculo renal, el cual presentara una morfologia externa que

dependera en gran medida de la morfologia de la cavidad donde se haya formado.

La estructura fina interior de estos calculos se caracteriza por una sucesion de capas de
material amorfo, las capas de HAP aspidinicas [CIFUENTES, 1984]. Macroscopicamente estas
capas no presentan estructura; sin embargo, al observar con mas detalle puede verse que estan
formadas por pequeiias esferas (esferulitos) de aproximadamente 0.1 pum, de material amorfo
unido (Figura 1.8). Las esferas de HAP se acumulan en gran parte en las cavidades como

entidades individuales o formando agregados de unos 50 um de diametro.

Figura 1.8.- Imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido (SEM). A) Detalle de la parte
interna de un calculo de HAP donde se observa la estructura con capas aspidinicas (aparentemente
amorfas). B) Estudio detallado de la capa aspidinica donde se ve que esta formada por esferulitos de

tamafio muy pequefio.
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2.3.2. Calculos de brushita (BRU)

Como en el caso anterior, la formacion de este tipo de calculo también necesita la
existencia de cavidades de baja eficacia urodinamica. Sin embargo, la brushita se forma en
aquellas situaciones en que el pH urinario oscila entre 6 y 7, las concentraciones urinarias de
magnesio suelen ser normales y frecuentemente se detecta déficit de inhibidores [GRASES,
1996¢]. En estas condiciones se pueden formar simultdneamente cristales de BRU y HAP. La

génesis de los cristales de BRU es lenta (debido a los valores de sobresaturacion), llegando a

tamafos considerables, de forma que pueden crecer paralelamente formando empalizadas

(Figura 1.9.A).

Figura 1.9.- A) Imagen obtenida con el SEM de cristales de brushita tipicos. B) Calculo real de brushita.

Los célculos de brushita no son compactos, sino que pueden contener cavidades
parcialmente ocupadas por particulas de HAP y materia organica. Los cristales de brushita se
pueden encontrar dispuestos de forma radial en formaciones mas grandes, las cuales estan
separadas por fisuras laterales microscopicas; cristalizan en sistema monoclinico. En general,
estos calculos son relativamente pequefios, de forma redondeada y no presentan ningun hueco

en el centro (Figura 1.9.B).
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2.3.3. Calculos de estruvita (FAM)

Estos calculos tienen como componente mayoritario la estruvita (20 - 60 %), que es
fosfato amonico-magnésico (FAM). Son célculos infecciosos. La infeccion bacteriana del tracto
urinario suele ser la causa mas comun de este tipo de litiasis. Los gérmenes ureoliticos (Proteus,
Klebsiellas, Pseudomonas,...) normalmente provocan un notable aumento del pH urinario (pH >
7) y de la concentracion urinaria de amonio, cambios que favorecen la precipitacion del FAM y
de la HAP [RiEU, 2005]. La masa cristalina formada, unida con detritus orgédnicos (residuos
celulares, bacterias, mucoproteinas,...) pueden formar depositos que se acabaran convirtiendo

en calculos.

Los célculos infecciosos no tienen una estructura interna regular. En general, tienen un
tamafio grande y son coraliformes /HEILBERG, 2006]. Los cristales de estruvita bien desarrollados
pueden llegar a las 100 um y se diseminan a través del volumen del calculo, presentando en su
superficie una estructura identificativa en forma de Y (Figura 1.10). Estos calculos, ademas de
FAM, también tienen HAP y materia orgénica, la cual se encuentra distribuida irregularmente

dentro del calculo.
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Figura 1.10.- Imagen obtenida con el SEM de la superficie de un cristal de FAM, donde se puede

observar la estructura tipica en “Y” que presentan las caras de estos cristales.
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2.4. Mecanismo de formacion y estructura de los calculos de acido

urico

Los factores mas importantes en la formacion de estos tipos de calculos son la excrecion
de grandes cantidades de acido urico y el pH < 5.5, siendo este ultimo el mas determinante
[MOE, 2006b]. La baja excrecion de amonio y peso elevado de los pacientes son dos de los
factores que pueden explicar los bajos valores de pH que presentan /MAALOUF, 2004; SAKHAEE,
2002]. Entre otras causas que favorecen la formacion de este tipo de calculos destaca la
existencia de cavidades de baja eficacia urodinamica que facilitan la sedimentacién y el
crecimiento de cristales de 4cido turico. Por otra parte, los inhibidores de la cristalizacion pueden

jugar un papel importante, retardando o ralentizando el proceso de formacion.

El 4cido urico es el principal producto final del metabolismo de las purinas en humanos.
El higado del hombre no posee la uricasa, la enzima necesaria para su metabolismo y
eliminacion urinaria. El acido urico que se encuentra en los célculos renales no se encuentra
siempre en la misma forma quimica, puediendo estar: en la forma anhidra (termodinamicamente
estable), en la forma dihidratada (se forma a elevadas sobresaturaciones) o en una mezcla de
ambas [BABIC-IVANCIC, 1987; GRASES, 2000b]. Sin embargo, la forma dihidratada es una fase muy
inestable, de manera que pierde con mucha facilidad el agua de cristalizacion, transformandose
en anhidra generando asi estructuras fragiles, con fisuras y grietas [HESSE, 1975; HESSE, 1979].

Los calculos de acido urico tienen una alta incidencia de recidiva.

Es muy frecuente detectar cristales de oxalato calcico (casi siempre monohidrato) entre
los cristales de acido trico, confirmando asi la capacidad que presentan los cristales de acido

urico para actuar como nucleantes heterogéneos del oxalato calcico.

2.5. Mecanismo de formacion y estructura de los calculos de cistina

La cistina es un aminoacido dibasico muy poco soluble en agua a valores de pH acido.
Por este motivo, cuando tiene lugar una eliminacion urinaria elevada de cistina juntamente con
un pH acido (pH < 5-5.3), esta sustancia alcanza valores elevados de sobresaturacion, por lo que

precipita y puede acabar formando un célculo.
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Como ya se ha comentado, los calculos de cistina representan el 1.1 % de los céalculos

urinarios, sin embargo pueden llegar a representar el 6-8 % de los calculos en edad pediatrica.

La cistinuria (eliminacion urinaria elevada de cistina) se debe a un trastorno hereditario
(de caracter autosdmico recesivo) en el transporte intestinal y reabsorcion tubular renal proximal
de los aminoacidos dibasicos cistina, lisina, arginina y ornitina, estando localizado el gen

responsable en el cromosoma 2p [PRAS, 1994; SHEKARRIZ, 2002].

Este tipo de calculo se forma como consecuencia de procesos combinados de
sedimentacion y crecimiento cristalino. Un 30 % de los formadores de calculos de cistina

pueden hacer calculos mixtos de cistina y acido trico.

2.6. Mecanismo de formacion y estructura de calculos poco frecuentes

La ingesta abundante y constante de algunos productos (como farmacos) puede acabar
generando calculos a través de alguno de los mecanismos ya descritos. Asi, una elevada
excrecion del farmaco y/o sus metabolitos, una baja solubilidad del mismo, cambios en el
volumen de orina, en el pH, asi como la duracién del tratamiento puede jugar un papel
fundamental en el incremento de la saturacién del farmaco en la orina o pueden producir un
descenso de los factores que inhiben la formacion de dichos célculos, lo que finalmente tendra
como resultado su desarrollo. Entre los mas frecuentes cabe destacar los formados por

triamtereno, silice, indinavir, sulfamidas, etc.

El triamtereno es un diurético que se usa en asociacion con furosemida, en el
tratamiento de la hipertension arterial y de los edemas de cualquier etiologia, presentando una

incidencia de formacion de calculos muy baja.

Los calculos de silice (dioxido de silicio o SiO,) se han relacionado en cuanto a su
etiologia con la ingesta cronica de farmacos antiacidos, especialmente en aquellos que contienen
trisilicato de magnesio. La formacion de silice en orina estaria facilitada y condicionada a la

presencia de valores de pH acidos /Cruz, 2000].
Otro farmaco que puede dar origen a la formacion de calculos renales es el Indinavir

[DIELEMAN, 2001; HORTIN, 2000]. El Indinavir es el farmaco mas usado en el tratamiento de

pacientes afectos por el Virus de la Inmunodeficiencia Adquirida (HIV), apareciendo problemas
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litidsicos en torno a un 10-20 % de los pacientes que lo toman /BLAKE, 1998; KALAITZIS, 2002;

SCHWARTZ, 1999; TRAINOR, 1998].

El Indinavir es metabolizado por el higado, y eliminado en un 81 % por las heces y en
un 19 % por la orina (el 10-12 % de forma inalterada). El sulfato de Indinavir tiene una baja
solubilidad en la orina a pH fisioldgico, por lo que precipita y cristaliza en forma de “cristales
de monohidrato de indinavir”. La eliminacion de Indinavir puede actuar también como sustrato,
permitiendo la nucleacion heterogénea de calculos mixtos de oxalato calcico /BRUCE, 1997]. Sin
embargo se ha demostrado que el Indinavir precipita con menor facilidad en orinas sintéticas a

pH inferior a 6.0 /GRASES, 1999¢] y en presencia de escina [GRASES, 2004].

Otros calculos muy poco frecuentes pero de origen no farmacologico son los de
carbonato calcico (que sin embargo, son frecuentes en animales rumiantes) y los de urato
calcico. Algunos autores han descrito calculos cuya composiciéon mayoritaria era Silicio sin que
los pacientes tomaran farmacos que lo contuvieran [ICHIYANAGI, 1998; NISHIKAWA, 1991;
Yamamoto 1990]. Se ha descrito también un caso en que el componente mayoritario era sulfato

calcico dihidrato [CIFUENTES, 1983].
También vale la pena resaltar la formacion de calculos compuestos por purinas como la
Xantina [Pais, 2006] o la Dihidroxyadenina, que normalmente se originan debido a anomalias

metabolicas hereditarias.

Se han encontrado célculos desarrollados alrededor de cuerpos extrafios (grapas

metalicas, puntos de sutura,...); su composicion es mayoritariamente FAM o carbonato apatita.
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INTRODUCCION

1. Mecanismo de formacion de cristales

El conocimiento de los cristales se inici6 a través del estudio de su composicion
mineralogica y de su estructura cristalografica. Las bases cientificas de la cristalografia fueron
establecidas por Bravais en el siglo XIX; sin embargo, el proceso de formacion del cristal fue
ignorado durante un espacio mucho mayor de tiempo y, aunque los primeros conocimientos
sobre el tema datan del siglo XIX (cuando cientificos como Lowitz, Ostwald, Gibbs y otros
realizaron trabajos pioneros), el auténtico desarrollo del conocimiento sobre esta materia no

tuvo lugar hasta mediados del siglo XX.

La cristalizacion puede ser de distintos tipos: preparacion de cristales individuales
(denominados monocristales), cristalizacion en masa, produccion de capas delgadas,
biomineralizacion, etc. No obstante, todos ellos estdn gobernados por los mismos principios y

procesos que son basicamente idénticos.

El mecanismo de formacion de un cristal no se puede explicar s6lo desde el punto de
vista de la termodinamica, debiendo recurrir ademas al ambito de la cinética. Si consideramos
que, en cinética quimica, un choque simultaneo de tres especies en una disolucion es totalmente
improbable, resulta obvio que un cristal (constituido normalmente por miles de unidades) no se
pueda formar mediante un choque simultaneo de tantas especies. De esta manera, la teoria
actual sobre la formacion de cristales admite que éstos se forman a través de dos etapas
claramente diferenciadas, la nucleacion y el crecimiento cristalino (con los procesos de

agregacion) [GRASES, 2000a].

1.1. Nucleacion

La formacion de los nucleos cristalinos es la primera (y la mas importante) etapa en la
formacion de una masa cristalina. La nucleacion implica la formacion de una particula cristalina
minima estable (clister o germen), capaz de seguir creciendo y que con el tiempo alcanzara una
dimension macroscopica. Debe considerarse que las particulas con un tamafio inferior a cierto

valor critico son inestables y, a medida que se forman, se desintegran.
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Como solo una parte de los gérmenes llegan a una dimensiéon macroscopica, la
velocidad del cambio de fase depende de la cantidad de gérmenes (capaces de un crecimiento
posterior) que se formen por unidad de volumen del sistema en el que sucede la nucleacion, y

por unidades de tiempo. Esta magnitud se denomina velocidad de nucleacidon.

Los posibles mecanismos de la nucleacion se pueden dividir en:

< Nucleacion ,

Primaria Secundaria

| | |
C Homogénea) C Heterogénea) CVerdaderaD C Falsa )

1.1.1. Nucleacion primaria

La nucleacion primaria es aquella en la cual el origen de la fase solida nueva no se
encuentra condicionada ni influida por la presencia de la fase solida que se origina. Se trata, por
ejemplo, de la nucleacion de una fase solida en una disolucion totalmente libre de cualquier
clase de particulas de la fase solida o bien, que contenga so6lo particulas extrafas a la fase solida
que se forma. De acuerdo con este hecho, dependiendo si las particulas extrafas a la fase solida
influyen o no, distinguimos dos mecanismos de nucleacion primaria: nucleacion heterogénea y

homogénea respectivamente.

1.1.1.1. Nucleacion primaria homogénea

La nucleacion homogénea se ha estudiado con detalle a pesar de no ser un mecanismo
frecuente ni muy extendido. Es posible describirla con un modelo teoérico completo, que permite
la prediccion del comportamiento del sistema en unas condiciones dadas y de una forma

cuantitativa, pudiéndose comprobar su validez de forma experimental. El modelo de nucleacion
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homogénea elaborado por Farkas (1927), Becker y Doring (1935), Volmer (1939) y

perfeccionado por Zeldovich (1943), no ha sufrido cambios esenciales hasta nuestros dias.

Se trata de la nucleacion que se da en un sistema que no contiene ninguna particula en
absoluto de la fase solida. No se descarta que las particulas formadas de la fase s6lida puedan
estar presentes en el sistema cuando transcurre la nucleacion, pero no tienen que facilitar o

condicionar el origen de las nuevas particulas.

La formacion del germen se produce por la unién de las especies (a través de reacciones
bimoleculares) que constituiran los futuros cristales, en los cuales la composicion del nicleo
sera idéntica a la composicion del resto del cristal. Este tipo de nucleacion es un proceso dificil
y poco probable ya que requiere choques simultaneos y sucesivos de varias especies en el seno
de la disolucion (exige grados elevados de sobresaturacion), como puede verse en la Figura
2.1.A. Como ya se ha comentado, las condiciones de sobresaturacion de la orina real respecto al
oxalato calcico, incluso en individuos hipercalcitiricos y/o hiperoxalaricos, hacen que la
nucleaciéon homogénea del oxalato calcico sea practicamente imposible [Brown, 1991;

FINLAYSON, 1978a; FINLAYSON, 1978b].

Los inhibidores de la nucleacion homogénea seran aquellas sustancias capaces de unirse
a las microparticulas de tamafio inferior al critico (nticleo homogéneo), impidiendo asi que

alcancen el tamafo critico y comience la formacion de un cristal (Figura 2.1.B).

T
A A A v crecimienio crisialine
AN TR R L
A A \VAY

Micleo homogéneo (estable)

:
3
MEP Yetie
%we NAY AV
3

Figura 2.1.- Nucleacion homogénea. A. Formacion de un niicleo homogéneo. B. Accion de un inhibidor

en la nucleacion homogénea.
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1.1.1.2. Nucleacion primaria heterogénea

La nucleacion heterogénea es mucho mas sencilla que la homogénea; la formacion de la
nueva fase exige la presencia de particulas solidas preexistentes (los llamados nucleantes
heterogéneos) con capacidad de atraer y retener en su superficie las especies que constituiran el
futuro cristal (Figura 2.2.A), a través de la denominada etapa de crecimiento cristalino. La
superficie del nucleante heterogéneo facilita la formacion de la nueva fase, por lo que actua

como catalizador de la nucleacion y facilita la génesis de los gérmenes de la fase en nucleacion.

Sin embargo, si el nicleo heterogéneo es una sustancia cristalina, su formacion debera
haberse producido a través de un mecanismo de nucleacion homogénea. En este tipo de
nucleacion, el nucleo presenta una composicion diferente al resto del cristal. Al ser mas sencilla
se puede llevar a cabo con valores mas bajos de sobresaturacion. Los inhibidores de la
nucleacion heterogénea seran aquellas sustancias que eviten que los posibles nucleos
heterogéneos actiien como tales, ya sea impidiendo su formacion o bien dificultando la union

con las especies que constituiran el futuro nuevo cristal (Figura 2.2.B).

B

M

Figura 2.2.- A. Mecanismo de nucleacion heterogénea. B. Acciéon de un inhibidor en la nucleacion

heterogénea.
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Todos los sistemas (especialmente los liquidos) contienen particulas solidas extrafias
(polvo, particulas de las paredes del recipiente, etc.) muy dificiles y en muchos casos imposibles
de eliminar del sistema. Por esta razon, en condiciones normales, si no se utilizan medidas
especiales, los sistemas con sobresaturaciones menores que las correspondientes al valor critico
para la nucleacion homogénea, tenderan a formar particulas de la nueva fase mediante

nucleacion heterogénea.

Aunque la nucleacion heterogénea sea mas sencilla que la homogénea y sea un
mecanismo de iniciacion de la nueva fase ampliamente extendido, no se ha podido resolver el
tratamiento tedrico de este complicado mecanismo. La teoria supone que la nucleacion sobre la
fase solida se produce mas facilmente cuanto mas baja sea la incongruencia entre los parametros
reticulares de las dos fases; es decir, cuanto mas similares sean las dos redes. Esta incongruencia

estructural se expresa como:
8= | (a-av)/a|

donde a y a, son parametros estructurales de la fase en nucleacion y del nucleante
heterogéneo, respectivamente. Si este indice no supera un determinado valor (normalmente
centésimas), se facilitara la formacion del germen sobre la fase solida. La nucleacion se dara por
tanto a un nivel de sobresaturacion mas bajo que el que corresponderia a la nucleacion
homogénea. Cuanto menos se diferencien las estructuras de las dos fases, mas facil sera la

nucleacion heterogénea, y mejor catalizador de la nucleacion sera el sustrato (Tabla 2.1):

Tabla 2.1.- Sobresaturacion critica de la nucleacion heterogénea de NH,I en una disolucion acuosa sobre

la superficie de una fase solida a 30 °C.

Fase solida ) Se.het
Moscovita 0,0116 1,66
Zinwaldita 0,0266 1,85
Biotita 0,0340 2,17
Flogopita 0,0376 2,20
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Podemos ver claramente que al aumentar la incongruencia entre la estructura de la fase
en nucleacion y la del nucleante heterogéneo, aumenta la sobresaturacion critica necesaria para

el origen de la nueva fase solida.

Sin embargo, la teoria de la nucleacion heterogénea es dificilmente utilizable para la
descripcion cuantitativa de un sistema, incluso en los casos mas sencillos, como por ejemplo en
la formacion de los gérmenes de la nueva fase en la superficie de una fase solida
estructuralmente bien definida. Las particulas extrafas a la fase solida en formacion presentes
en el sistema, no solamente no se encuentran bien definidas, sino que, en la mayoria de
ocasiones no se conoce su composicion quimica, dimensiones ni origen. Muy frecuentemente se
trata de particulas de polvo, coloides, etc. La capacidad nucleante de estas particulas depende a

menudo de la sobresaturacion de la disolucion.

El nimero de particulas formadas de la fase nueva, para una cierta sobresaturacion, se
encuentra limitada por la cantidad de particulas activas extranas a la fase solida que se forma en
el sistema. Asi, la velocidad de nucleacidon disminuird hasta que se agoten las particulas activas

de nucleante heterogéneo.

1.1.2. Nucleacion secundaria

Se denomina nucleacion secundaria al proceso de formacion de cristales de la nueva
fase que esta condicionado por la presencia de particulas de la misma fase en el sistema
sobresaturado y que, a causa de éstas, existe. Se trata de un mecanismo muy extendido,
especialmente en la cristalizacion de sales muy solubles a partir de disoluciones sobresaturadas.
Los conocimientos adquiridos hasta ahora de este proceso tienen un caracter empirico e

incompleto. Los posibles mecanismos de nucleacion secundaria se indican a continuacion:

1.1.2.1. Falsa: liberacion de polvo, desintegracion de agregados y macroabrasion.

1.1.2.2. Verdadera: desintegracion de dendritas y nucleacion vegetativa.

1.1.2.3. De contacto: de contacto y por colisiones.
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1.1.2.1. Nucleacion secundaria falsa

- Liberacion de polvo (dust breeding): se manifiesta generalmente durante la siembra de

cristales (seeds) en una disolucion sobresaturada. El numero de cristales formados generalmente
es mayor que el nimero de cristales introducidos, debido a la presencia (en la superficie de los
cristales introducidos) de particulas microscopicas de la fase solida. Estas particulas diminutas
son arrastradas hacia la disolucion sobresaturada desde la superficie de los cristales de mayor
tamafio; cuando alcanzan un tamafio mayor que el germen critico correspondiente a la

sobresaturacion existente, comienzan a crecer y pueden llegar a una dimension observable.

- Desintegracion de agregados (polvcrystalline breeding): se produce por la

inestabilidad de los agregados cristalinos que se originan durante la cristalizacion a elevada
sobresaturacion. En una etapa posterior los agregados se pueden desintegrar en cristales por
(entre otras causas) la influencia de las fuerzas hidrodinamicas que actiian en una suspension
sometida a agitacion, aumentando asi el numero de cristales presentes. Las consecuencias
practicas de este mecanismo son pocas ya que, en las condiciones en que pueden darse, existen

otros mecanismos de nucleacion mas eficientes.

- Macroabrasion: a causa de la accion de las fuerzas mecanicas de mezcla intensa de la
suspension que cristaliza, se produce un redondeo de las esquinas y de las aristas de los cristales
mas grandes. Los fragmentos desprendidos en la disolucion sirven como nucleos de nuevos
cristales. La velocidad de nucleacion mediante macroabrasion es proporcional a la
concentracion de fase solida en suspension, a la dureza de los cristales y a la calidad de la

superficie cristalina.

1.1.2.2. Nucleacion secundaria verdadera

En la nucleacion secundaria verdadera los gérmenes de los cristales nuevos se pueden
originar en la superficie del cristal en crecimiento, en la capa limite del liquido contiguo al
cristal o en el volumen de la disolucion sobresaturada que se encuentra en las proximidades del

cristal.

- Desintegracién de dendritas: cuando los cristales crecen en un medio con una

sobresaturacion alta, su superficie no se desarrolla uniformemente y se pueden originar

dendritas. Debido a la accion de las fuerzas hidrodinamicas o de la recristalizacion espontanea,
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las dendritas se separan de los cristales y pasan al volumen del sistema sobresaturado, en donde

actiian como centros de cristalizacion (dendrite breeding).

- Nucleacion vegetativa (vegetative nucleation): supone la formacion, en la capa limite

del liquido contiguo al cristal, de agrupaciones de moléculas de la fase que cristaliza con una
estructura considerablemente ordenada. Estas agrupaciones se pueden dispersar en la disolucion
a causa de las fuerzas hidrodinamicas que actuan en el sistema que se mezcla, y luego sirven

como gérmenes para el origen del resto de cristales.

1.1.2.3. Nucleacion secundaria de contacto
En la nucleacion secundaria de contacto, las particulas microscopicas de la fase en
formacion se generan por la accion de una fuerza mecanica sobre los cristales que hay en la

disolucion sobresaturada. Segun el origen de esta fuerza mecanica hablamos de:

- Nucleaciéon de contacto: por el contacto de un objeto sélido con la superficie del

cristal.

- Nucleacién por colision: por choques mutuos entre cristales, entre los cristales y el

mezclador, o con la pared del recipiente en una suspension agitada.

Las particulas liberadas frecuentemente tienen una dimension igual o mayor a la del
nucleo critico, por lo que cuando llegan a la disolucidon sobresaturada circundante inician su
crecimiento. La nucleacion secundaria de contacto es un mecanismo muy eficaz para el origen
de nuevas particulas y, en la mayoria de los casos predomina sobre el resto de mecanismos de

nucleacion secundaria.
No se debe confundir la macroabrasion con la nucleacion secundaria de contacto, ya que

mientras que en la primera se desprenden fragmentos de cristales, en la segunda se liberan

gérmenes cristalinos, de dimensiones mucho menores que los fragmentos.
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Una vez se ha constituido el ntcleo, sea homogéneo o heterogéneo, el desarrollo
posterior de cualquier masa cristalina implica la combinacion de la Ilamada etapa de

crecimiento cristalino con los procesos de agregacion (primaria y/o secundaria).

1.2. Crecimiento cristalino

El crecimiento cristalino supone la incorporacion gradual de las unidades que
constituiran el futuro cristal sobre las caras del mismo, en zonas especialmente favorecidas:

escalones, terrazas,... (Figura 2.3.A).

e o
ku/ i ﬁ )i_k ) "

Figura 2.3.- A. Cristal en crecimiento. B. Accion de un inhibidor en la etapa del crecimiento cristalino.

En disoluciones sobresaturadas este proceso de crecimiento es muy favorable y se da
con mayor facilidad. Los inhibidores del crecimiento cristalino son sustancias que se adsorben
sobre las superficies del cristal ya formado, impidiendo o dificultando la incorporacion de
nuevas unidades cristalinas al mismo, y en consecuencia, impidiendo o dificultando el proceso

de crecimiento (Figura 2.3.B).

El proceso de crecimiento cristalino tiene lugar como resultado de la interaccion entre
dos fases: disolucion y solida. En la interfase hay un cambio brusco de las propiedades del
medio, lo que provoca que su estudio sea dificil. En el crecimiento de los cristales concurren

tres procesos cinéticos, que son:
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Transporte de materia (de unidades constructivas) desde el volumen de Ia

disolucion sobresaturada hacia el cristal por difusion y/o conveccion.

Incorporacion de dichas unidades al cristal, proceso denominado reaccion

superficial.

Evacuacion del calor de cristalizacion desde el cristal hasta el seno de la disolucion.

La diferencia de concentracion entre el seno de la disolucion y la superficie del cristal

representa la fuerza motriz del transporte de materia. La diferencia entre la concentracion en la

superficie del cristal y la concentracion de equilibrio representa la fuerza motriz de la reaccion

superficial. Desde el punto de vista cinético, el transporte de materia y la reaccion superficial

son reacciones consecutivas. Por este motivo, la velocidad global de crecimiento vendra

determinada por el proceso que tenga una velocidad menor; es decir, por el mas lento de los dos:

* Crecimiento dirigido por procesos de transporte: se da cuando el trasporte de

materia hacia el cristal es mas lento que la reaccion superficial; es decir, la
cantidad de materia que llega al cristal por transporte desde la disolucion es
menor que la materia que se podria incorporar al cristal; asi, la concentracion en
la superficie del cristal baja casi hasta la concentraciéon en equilibrio

(saturacion).

Crecimiento dirigido por reaccion superficial: es la situacion contraria a la

anterior, cuando el transporte de materia es mas rapido que la reaccion
superficial. La concentracion en la superficie del cristal es practicamente igual

que en la disolucion.

Si la velocidad de las dos acciones son comparables, es necesario considerar el
proceso de transporte y la reaccion superficial simultaneamente, ya que los dos

procesos se combinan en el crecimiento.

La incorporacion de la unidad constructiva a la red cristalina se puede dividir en

diferentes procesos consecutivos. Primero, la unidad constructiva llega a la capa de adsorcion en

la superficie del cristal desde la disolucion. Esta accion viene acompafiada por una

deshidratacion parcial de la unidad constructiva. Las unidades constructivas se mueven en la

capa de adsorcion sobre la superficie del cristal hasta que llegan a un lugar desde donde se

pueden incorporar al cristal o hasta que vuelven de nuevo a la disolucion. Si se incorporan al
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cristal, al mismo tiempo sufren una desolvatacion completa; inicamente después se forman
enlaces fuertes, con los que definitivamente se llega a la incorporacion total de la unidad

constructiva a la red cristalina.

Una misma sustancia puede adquirir hébitos de cristalizacion diferentes dependiendo de
las condiciones de su formacion. Durante el crecimiento del cristal, las caras se desplazan en
direccion a la perpendicular que va desde el centro del cristal hacia la superficie. La velocidad
de crecimiento de la cara depende especialmente de la sobresaturacion de la fase vecina con la
que esta en contacto. Las caras de un cristal con la misma direccion cristalografica crecen a
igual velocidad, mientras que las de direccion diferente pueden crecer a otra velocidad. El cristal
se encuentra limitado generalmente por las caras que crecen mas lentamente (las de mayor
densidad reticular), debido a que las que crecen rapidamente desaparecen durante el

crecimiento, como podemos ver en la Figura 2.4:

Figura 2.4.- Desaparicion de las caras (111) que crecen rapidamente.

La velocidad de crecimiento del cristal se puede expresar cuantitativamente como la
velocidad de desplazamiento de una cara dada en direccion perpendicular a la misma
(velocidad lineal de crecimiento) con relacion a un punto fijo en el cristal, o también como la

velocidad total, que no se encuentra relacionada con ninguna superficie del cristal en concreto.

1.2.1. Condiciones energéticas durante el crecimiento de los cristales

La estructura de la superficie del cristal para distintas caras del mismo es diferente. Su
estructura es bastante complicada, pero se considera que el cristal estd formado por pequefos
cubos con una longitud de arista igual al parametro de red. Se considera que el cristal tiene una
temperatura cercana al cero absoluto, de esta manera la estructura de la superficie no se
encuentra alterada como consecuencia de las fluctuaciones térmicas. Asi, las unidades de

crecimiento ocupan posiciones regulares en la celda cristalina.
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El orden en que las unidades constructivas se introducen en el cristal viene determinado
por las energias de enlace en cada una de las posiciones, que se ocuparan siguiendo un orden de
energia decreciente. Se ocupan primero los defectos de la superficie y los defectos de posibles
escalones que se pueden encontrar. Después las unidades se uniran a las fracturas de los

escalones. Posteriormente, se van formando nuevas capas en la superficie del cristal.

1.2.2. Dislocaciones en los cristales

La presencia de dislocaciones en los cristales fue postulada por Burgers en el afio 1939.
Las dislocaciones pueden clasificarse en helicoidales, de eje o mixtas. Las mas importantes en el
crecimiento cristalino son las helicoidales. La densidad de dislocaciones en un cristal se
determina por el nimero de las llamadas lineas de dislocacion que hay por unidad de area de la
superficie o dentro del cristal. En cristales perfectos, la densidad de dislocaciones se encuentra

entre 10% y 10° cm™; en cristales muy deformados entre 10" y 10" cm™.

En los cristales las dislocaciones pueden originarse a causa de diferentes factores. Los

mas importantes son:

X La presencia de impurezas incorporadas al cristal durante su crecimiento, y
sobre todo, la desigualdad de su distribucién que origina tension en la red, la

cual se libera con el desplazamiento de parte del cristal (dislocacion helicoidal).

* Por la accion de fuerzas externas sobre el cristal, que pueden ser debidas a las
corrientes de concentracion en la disolucion, al choque mecéanico del mezclador,

a la colision de dos cristales, etc. (dislocacion helicoidal).

%X Durante la incorporacion parcial de una particula solida extrana al cristal, se

originan en la frontera de contacto cristal-particula dislocaciones helicoidales.

* En el contacto de diferentes partes del cristal con ordenaciones cristalograficas

distintas, se puede originar una dislocacion.

Frecuentemente nos encontramos con que la dislocacién no se forma solamente por uno
de los mecanismos explicados, sino que en su origen participan al mismo tiempo mas de uno a

la vez.
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1.3. Agregacion

Durante la cristalizacion en masa o colectiva se forman principalmente agregados

(primarios y secundarios) en lugar de cristales individuales. Asi, podemos distinguir:

1.3.1. Agregacion primaria

La agregacion primaria implica la formacion de nuevos cristales (cristales hijos)
impulsada por los ya constituidos (cristales padres), que actan favoreciendo su crecimiento
sobre sus propias caras (Figura 2.5). Durante el proceso de su formacion los gérmenes nuclean
en las imperfecciones de las superficies cristalinas de los cristales padres o cerca de sus aristas,
pudiendo llegar a un tamafio similar al del cristal padre [JONEs, 1989]. Se forman asi los
aglomerados formados por cristales sin ninguna orientacion predominante sobre las caras de los

otros (Figura 2.6) y también los cristales gemelos colocados simétricamente.

Figura 2.5.- Formacion de un agregado primario de oxalato calcico monohidrato.
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Este tipo de agregacion no se da con la misma facilidad en los distintos tipos de
cristales, de modo que depende de la naturaleza del mismo, siendo por ejemplo, muy favorable
en el caso de los cristales de oxalato calcico [GRASES, 1992a; GRASES, 1992b; MILLAN, 1992]. Asi,
la agregacion primaria juega un papel muy importante en el desarrollo de calculos renales
[SOHNEL, 1993]. Existen muy pocos datos sobre los inhibidores de la agregacion primaria; sin
embargo, al ser este proceso fundamentalmente un caso particular del crecimiento cristalino,
presumiblemente los inhibidores del crecimiento cristalino también actuaran como inhibidores

de la agregacion primaria.

Figura 2.6.- Formacion de un agregado primario de oxalato calcico dihidrato.

1.3.2. Agregacion secundaria

La agregacion secundaria (también llamada von Smoluchowski) consiste en la union de
cristales ya formados entre si, como resultado de enlaces débiles que se establecen entre ellos.
En ocasiones, dichas uniones se encuentran favorecidas por la presencia de sustancias que
actian como puente de unioén entre cristal y cristal (Figura 2.7.A). Mediante este tipo de
agregacion se forman aglomerados débilmente unidos, frecuentemente casi desconectados,

dispuestos en estructuras desordenadas.
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Figura 2.7.- A. Agregacion secundaria. B. Accion de los inhibidores de la agregacion secundaria.

Para que los efectos de este proceso puedan llegar a ser importantes es imprescindible que
en el medio haya una cantidad elevada de cristales. Asi, en la litiasis oxalocalcica, donde Ila
cristaluria es escasa o incluso inexistente, la contribucion de la agregacion secundaria en la
formacion del célculo es despreciable [GRASES, 1993a; MILLAN, 1992]; mientras que, en la litiasis
infecciosa y de fosfatos calcicos (donde habitualmente hay una presencia muy notable de cristales)
los procesos de agregacion secundaria pueden ser importantes. Los inhibidores de la agregacion
secundaria son sustancias que se adsorben sobre las superficies de los cristales, dotandoles de carga
eléctrica del mismo signo, lo que genera repulsiones entre ellos, impidiendo o dificultando su

posterior acercamiento para formar el agregado secundario (Figura 2.7.B).
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2. Periodo de induccion de la cristalizacion

Ya desde el comienzo del siglo XX, se observo que entre el establecimiento de la
sobresaturacion y el origen observable de la nueva fase transcurria un tiempo determinado que
dependia sobre todo de la magnitud de la sobresaturacion y de la temperatura del sistema. Este
tiempo, durante el cual la disolucion homogénea sobresaturada pasa a ser un sistema
heterogéneo se conoce como periodo de induccion (induction time), tiempo de espera (waiting

time) o periodo de incubacion (incubation period).

Podemos determinar este periodo de diferentes maneras: observando la turbidez de la
disolucion, el descenso de la concentracion o de la conductividad de la disolucion, etc. Los
periodos de induccion de la cristalizacion de un mismo sistema, establecidos por diferentes
métodos, en condiciones idénticas no tienen porqué ser iguales. Pueden oscilar entre
milisegundos y afios, segun el tipo de sistema y las condiciones existentes (principalmente

sobresaturacion y temperatura).

El periodo de induccioén de la cristalizacion puede dividirse en tres intervalos de tiempo:
tiempo necesario para el establecimiento de una distribucion estacionaria del tamafio de los
gérmenes en la disolucion sobresaturada (#); tiempo necesario para el origen del germen critico
(t,) y el tiempo necesario para que el germen critico crezca hasta un tamafio detectable (¢,), que

depende del sistema usado para seguir el proceso de nucleacion. Asi, nos queda:

lind = f + ty + tg

Esta ecuacion supone la descomposicion del periodo de induccion en acciones
separadas sucesivas. Sin embargo, el origen de una nueva fase en una disolucion sucede de
forma gradual y continua, nunca a saltos, como podria deducirse de la ecuacion anterior. El
tiempo # es despreciable en la mayoria de cristalizaciones en disolucion; por tanto podemos
considerar f; = 0. De esta manera la ecuacion nos queda: fi,g = t, + £, por lo que pueden darse las

tres situaciones siguientes:

1. t, <<ty nos quedaria que tinq = Z,; este hecho significa que el periodo de induccion esta
determinado fundamentalmente por el crecimiento de los gérmenes; es decir, por el
tiempo necesario para que los gérmenes de los cristales presentes en la disolucion

crezcan hasta tener una dimension detectable.

62



Capitulo 2. Nucleacion heterogénea y litiasis oxalocalcica

2. t,>>ty; nos quedaria que f,q = t,; implica que el periodo de induccion esta determinado
por el origen de los gérmenes criticos. De esta manera el germen crece rapidamente
después de su origen hasta llegar a un tamafo detectable (s6lo puede producirse cuando
la estructura de la superficie del germen corresponde a la estructura de la fase que se

forma).

En muchas ocasiones, las dos estructuras no son idénticas, y por esta razéon el germen
critico formado no crece rapidamente desde el comienzo. El crecimiento rapido se
alcanza después del cambio en la estructura del germen, que sucede como consecuencia
del ordenamiento estructural repentino de todo el germen o de la unidn progresiva de las
unidades constructivas a la superficie, con lo cual se forma gradualmente la estructura

cristalina requerida.

3. t, = t,; en este caso no podemos simplificar y nos quedaria tinq = t, + ,; este hecho
significa que el periodo de induccion incluye tanto la formacién como el crecimiento de

los gérmenes. Este caso requiere un tratamiento matematico especial.

3. Inhibidores de la cristalizacion

Se han observado casos en que individuos con parametros urinarios casi idénticos, unos
generan calculos y otros no. La explicacion de este fendmeno puede efectuarse en parte
admitiendo la presencia en la orina de sustancias (inhibidores) que dificultan o impiden el
crecimiento y la agregacion de determinadas sustancias solidas. Su mecanismo de accion
consiste en la union (enlace) de los inhibidores a la superficie del cristal inhibiendo el posterior

crecimiento asi como ejerciendo una induccion epitaxial del crecimiento.

La inhibicion es mas efectiva cuanto mayor es la fuerza de adsorcion a los centros
activos de crecimiento del cristal y mayor la distorsion provocada en la red cristalina,

dificultando asi la incorporacion de nuevas unidades constructivas al cristal.

Las sustancias con propiedades inhibidoras pueden presentar simultineamente
propiedades complejantes respecto a alguna de las especies implicadas en el proceso de
precipitacion. De esta manera, disminuye la concentracion efectiva en el medio de una especie

precipitante, por lo que también disminuira el grado de sobresaturacion y, en consecuencia, la
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facilidad de precipitacion. Asi, uno de los factores mas importantes en el desarrollo de la

cristalizacion patologica es la ausencia de inhibidores.

A finales del siglo XIX se empez6 a intuir la existencia en la orina de sustancias que
podian actuar sobre la cristalizacion del oxalato calcico, carbonato calcico y acido trico, y que
en consecuencia se podrian relacionar con la formacion de sus respectivos calculos, como lo
demuestra el libro publicado por Ord en 1879. Sin embargo, no fue hasta la década de los 60
cuando se comenzo a conocer, valorar y entender el comportamiento de aquellas sustancias que
eran capaces de impedir o dificultar la cristalizacion de compuestos insolubles y que

actualmente conocemos como inhibidores de la cristalizacion.

Asi, en 1965 los trabajos de Bliznakov pusieron de manifiesto que determinadas
moléculas tenian la capacidad de disminuir la velocidad de crecimiento cristalino de ciertas
sustancias como consecuencia de su adsorcion (union) sobre la superficie en crecimiento y la
correspondiente alteracion que provocaba [BLIZNAKOV, 1965]. Durante la misma época, también
se demuestra que una serie de sustancias contenidas en la orina, entre ellas el pirofosfato (fue el
primer inhibidor bioldégico reconocido), eran capaces de impedir procesos de calcificacion

[FLEISCH, 1962; FLEISCH, 1964; HOWARD, 1958; HOWARD, 1967; VERMEULEN, 1958].

Estos hallazgos provocaron que durante la década siguiente se efectuase una gran
cantidad de estudios en donde se describian muchas sustancias con supuestas propiedades
inhibidoras [ROBERTSON, 1985], la mayoria de ellas contenidas de forma natural en la orina
(pirofosfato, magnesio, glicosaminoglicanos (GAGS), glicoproteina Tamm-Horsfall (TH),
citrato, aminoacidos, acido ribonucleico,...) aunque otras eran de origen sintético (azul de
metileno, glicanos sintéticos, fosfocitrato,...). No obstante, no se establecid ninguna aplicacion
practica de estos estudios hasta los afios 80 cuando se comenzaron a utilizar inhibidores de la
cristalizacion (el citrato) en el tratamiento médico de la urolitiasis /BARCELO, 1993; NICAR, 1986;

PAK, 1985; PAK, 1987; PAK, 1991; PREMINGER, 1985a].

Se han estudiado y se continuan estudiando las propiedades inhibidoras de una serie de
sustancias (magnesio, pirofosfato, macromoléculas, citrato, fitato) en la litiasis oxalocalcica y
fosfatica. En una primera etapa, parecia que los inhibidores mas efectivos de la cristalizacion del
oxalato calcico eran las macromoléculas polianionicas como el ARN, los GAGS y la
glicoproteina TH, mientras que para el fosfato célcico eran mas efectivos los iones mas
pequefios como el magnesio, el citrato y el pirofosfato /MEYER, 1985]. Hoy en dia, numerosos

estudios /[GRASES, 1989a; GRASES, 1991a; GRASES, 1994a; GRASES, 2000b] confirman la superioridad
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del fitato como el inhibidor mas potente de las sales calcicas (tanto del oxalato como de los

fosfatos).

3.1. El Magnesio

El efecto del magnesio sobre la precipitacion del oxalato calcico ha sido objeto de
cuantiosos estudios con resultados contradictorios. Segun unos autores actia como inhibidor de
la cristalizacion del oxalato calcico [DESMARS, 1973; GRASES, 1989b; HALLSON, 1982; L1, 1985;
MIYAKE, 1998], mientras que otros [GRASES, 1991a; MEYER, 1975; SUTOR, 1969; WELSHMAN, 1972]
afirman que tiene poco o ningun efecto. Un tercer grupo de autores [FELIX, 1977; ROBERTSON,
1973; RyALL, 1981a] coinciden en que se comporta como un inhibidor sélo a concentraciones

elevadas, muy superiores a las encontradas normalmente en orina.

3.2. El pirofosfato

La molécula de pirofosfato (Figura 2.8), formada por dos moléculas de fosfato unidas
mediante un enlace éster, es un componente natural de las células de los mamiferos

[TERKELTAUB, 2001].

Figura 2.8.- Molécula de pirofosfato.

El pirofosfato fue el primer inhibidor identificado en la orina /FLEISCH, 1962] al que se le
asigné un papel de potente inhibidor de la cristalizacion del fosfato calcico [FLEIscH, 1962;

FLEIscH, 1966] y del oxalato calcico [FLEISCH, 1964]. Sin embargo, estudios posteriores dieron
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lugar a resultados contradictorios. Mientras que algunos autores [FELLSTROM, 1985a; MEYER,
1974] observaron que el pirofosfato era el inhibidor mas efectivo en la precipitacion del oxalato
y los fosfatos calcicos, y de la accion de los fosfatos célcicos como nucleantes heterogéneos
[GRASES, 1989¢], otros [BisAz, 1978; SARIG, 1973] vieron que tenia poco efecto. Segin muchos
autores, no existen pruebas claras de su deficiencia en los enfermos litiasicos e incluso, con el
uso del “jarabe de fosfatos” puede observarse un incremento en la excrecion de pirofosfato en
individuos sanos pero no en los litidsicos [CONTE, 1989a]; no obstante también se encuentran
estudios que demuestran su menor presencia en orina de pacientes litiasicos [BAUMANN, 1985;
LAaMINSKI, 1990; SHARMA, 1992]. Por otra parte, el pirofosfato parece ser que no influye en la
precipitacion de otros constituyentes de calculos, como son el fosfato amoénico magnésico o el

acido urico [FLEISCH, 1967].

Estudios mas recientes demuestran que es el inhibidor natural mas efectivo de la
nucleacion de hidroxiapatita a bajas concentraciones (2.87x10° M) /GRASES, 2000b], reduciendo
también la nucleacion de oxalato célcico [S4so, 1998] aunque en algunos casos el efecto es
minimo [GRASES, 1991a]. Ademas presenta un efecto sinérgico con el fitato en la inhibicion de la
nucleacién de brushita y con el citrato en la inhibicién de la nucleacion de hidroxiapatita
[CosTa-BAUzA4, 2002]. De esta manera una excrecion baja de pirofosfato seria un claro factor de

riesgo en la litiasis renal.

3.3. Las moléculas polianionicas

3.3.1. Los GAGS

Los glucosaminoglucanos (GAGS) son cadenas de polisacaridos constituidas por la
repeticion de unidades idénticas de disacaridos. Aunque pueden encontrarse libres, normalmente
se encuentran unidos covalentemente a una proteina formando los proteoglucanos. Los
proteoglucanos pueden formar agregados (Figura 2.9) en los cuales las moléculas de
proteoglucano estan unidas por enlaces no covalentes a un largo filamento de hialuronano
(anteriormente denominado acido hialurénico). Los proteoglucanos presentan un componente
glicidico superior al 90 %, a diferencia de las glicoproteinas donde dicho componente oscila
entre un 5-70 %. Los GAGS son componentes fundamentales de la membrana basal glomerular

y del mesangio.
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Figura 2.9.- Estructura de los proteoglucanos.

Desde que se demostrd que los GAGS tienen influencia sobre el crecimiento cristalino y
la agregacion del oxalato calcico /[CRAWFORD, 1968; ROBERTSON, 1973] y que son componentes
normales en la orina /[GOLDBERG, 1972; WESSLER, 1971], se han publicado muchos trabajos en los
que generalmente se demuestra cierta capacidad inhibidora del crecimiento de los cristales de
oxalato calcico [ANGELL, 1989; FELLSTROM, 1985a; FELLSTROM, 1985b; MARTIN, 1984; NORMAN,
1984; ROBERTSON, 1985; Suzuki, 1996; TISELIUS, 1985], aunque en ninglin caso esta accion es

relevante respecto a la calculogénesis oxalocélcica [GRASES, 1989b; GRASES, 1989d].

Respecto a sus efectos sobre la agregacion del oxalato calcico, la situacién no es tan
clara, y al igual que se han descrito efectos inhibidores, también se han postulado efectos
promotores [ROBERTSON, 1985; Suzuki, 1996]. Sin embargo, se ha demostrado que los procesos
de agregacion secundaria son irrelevantes en la calculogénesis oxalocalcica [GRASES, 1992a;
GRASES, 1992b; SOHNEL, 1993] y que los agregados cristalinos observados se forman
fundamentalmente a través de agregacion primaria. Desgraciadamente los GAGS no ejercen un
efecto demasiado significativo sobre este proceso de agregacion primaria [GRASES, 1990; GRASES,

1994a].
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Como ya se ha comentado, la nucleacion de cristales de oxalato calcico en orina
humana (incluso en presencia de hipercalciuria o hiperoxaluria) transcurre a través de procesos
de nucleacion heterogénea [FINLAYSON, 1978a], siendo una etapa crucial en la formacion del
calculo [GRASES, 1993a]. De los estudios realizados [GRASES, 1991a; GRASES, 1994a; OSSWALD,
1988] puede deducirse que los GAGS estabilizan las disoluciones metaestables de oxalato
calcico y evitan asi su nucleacion heterogénea. También se ha demostrado que estabilizan las
disoluciones de acido urico, impidiendo su nucleacion homogénea [GR4SES, 1991b]. Si
consideramos que el acido Urico es un nucleante heterogéneo activo del oxalato calcico [GRASES,
1991b; MANDEL, 1981], al evitar la formacion de sus cristales, se imposibilita que éstos actuen

como nucleantes heterogéneos del oxalato calcico (evita el inicio de la litiasis oxalocalcica).

El condroitin sulfato es un GAG natural formado por el acido glucurénico y la N-

acetilgalactosamina, (Figura 2.10).

Condroitin-Sulfato

CH,050;7

H  NHCOCH,

Acido Glucurémice  N-acetilzalaciosamida

Figura 2.10.- Estructura del condroitin sulfato.

El pentosan polisulfato es una molécula polianidnica sintética de estructura similar a la
heparina (Figura 2.11). Es un buen inhibidor de la nucleacion del oxalato célcico [GRASES,

19914].

0 0.0
‘\.\ 0SO:H Y 0, K OSOsH \\\
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Figura 2.11.- Estructura del pentosan polisulfato.
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Tanto uno como el otro inhiben el crecimiento cristalino del oxalato calcico /Kok, 1988;
MARTIN, 1984; SENTHIL, 1996; SHUM, 1993]; ademas, el condroitin sulfato presenta una gran

actividad inhibidora cuando el 4cido trico actiia como nucleante heterogéneo /GRASES, 1989¢].

Respecto a la excrecion de los GAGS, unos grupos de investigadores no han encontrado
diferencias entre los litiasicos oxalocalcicos e individuos sanos [AKINCI, 1991; CAUDARELLA, 1983;
HARANGI, 1996; RYALL, 1983; SALLISs, 1979], otros detectan excreciones inferiores en el grupo de
enfermos [ERTURK, 2002; GRASES, 1994b; OMBRA, 2003; PEREZ, 2001; ROBERTSON, 1978; SIDHU,
1989] y otros encuentran incluso cantidades superiores en este grupo [TRINCHIERI, 1991]. Esta
diferencia en los resultados es debida a que los estudios no se han efectuado en las mismas
condiciones (la excrecion de los GAGS depende de la edad, sexo, dieta y estacion del afio
[CAUDARELLA, 1988; DANES, 1967; HESSE, 1986; HESSE, 1991; MARTELLI, 1985; TRINCHIERI, 1991] ni

se ha utilizado el mismo método analitico /GRASES, 1994b].

3.3.2. Las glicoproteinas

Las glicoproteinas son proteinas que llevan cadenas de carbohidratos (oligosacaridos)
unidas covalentemente mediante enlaces glicosidicos (Figura 2.12). La mas conocida y

abundante en la orina es la Tamm-Horsfall. La mucina también es una de ellas.

Monosacanido

e

L 2 2
® o
" N
® ©
N-acetil ®
glucosa- cadena

; B ;
Inins: proteica

Figura 2.12.- Estructura de las glicoproteinas.
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Analogamente a los GAGS [FELLSTROM, 1985a], diferentes estudios demuestran que las
glicoproteinas (Tamm-Horsfall, nefrocalcina, osteopontina, bikunina) tienen cierta capacidad
inhibidora de la cristalizacion del oxalato calcico [DoYLE, 1991; GROVER, 1990; HESS, 1989; HESS,
1991; HESS, 1992; HOYER, 1995; NAKAGAWA, 1981; NAKAGAWA, 1984; RYALL, 1995], aunque en
ninglin caso parece decisiva [EDYVANE, 1987; LANZALACO, 1988; ROBERTSON, 1985; WORCESTER,

1987].

En esta ultima década, se las ha considerado como las principales defensas naturales
contra la nefrocalcinosis. Sin embargo, existen diferentes opiniones sobre si actian como
promotores o como inhibidores del crecimiento y de la agregacion en la cristalizacion del
oxalato calcico [SALLIS, 1985; XIE, 2001]. De hecho, los experimentos in vitro y los datos clinicos
mas recientes parecen demostrar la capacidad inhibidora de estas sustancias macromoleculares
[ASPLIN, 1998; GROVER, 1998; MEDETOGNON-BENISSAN, 1999; Mo, 2004; ROMERO, 1997; RYALL, 2005,
SCHEPERS, 2002; TSUJIHATA, 2001, WESSON, 1998]. Aun asi, otros autores les asignan propiedades
promotoras [CARVALHO, 2002; GOVINDARAJ, 2001; KHAN, 2000; KONYA, 2003; LIESKE, 2001; YAMATE,

199¢6].

Macroagregados de estas glicoproteinas pueden actuar también como nucleantes
heterogéneos del oxalato calcico, facilitando la formacion de agregados cristalinos al posibilitar
que se origen al mismo tiempo varios cristales sobre la misma superficie [/DRACH, 1980; GRASES,
1990], y por tanto en este aspecto, manifestarian una accién promotora de la calculogénesis. Por
otra parte, la mucina inhibe la cristalizacion del acido urico a concentraciones encontradas
normalmente en orina [GRASES, 1999a]. Hay estudios en que se observa una concentracion de
osteopontina menor en los pacientes litidsicos respecto a individuos sanos [Yasur, 1999],
mientras que otros no observan diferencias entre ellos /[KLEINMAN, 2004]. Este comportamiento

aparentemente antagénico de las glicoproteinas es objeto de estudio en esta tesis.

Aunque tanto para los GAGS como para las glicoproteinas se ha descrito cierta
capacidad inhibidora, no debemos olvidar su funcion como sustancias antiadherentes en la
prevencion de particulas solidas adheridas sobre el uroepitelio /EBISUNO, 1999; GRASES, 1993b;
GRASES, 1996a; KUMAR, 2003; KUMAR, 2005; SEE, 1992; TSUJIHATA, 2000], accion diferente a la

inhibicion.
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3.4. El citrato

El citrato es uno de los inhibidores de la litiasis oxalocalcica mas estudiados /[BAUMANN,
1979; ROBERTSON, 1985; SmITH, 1973]. Se trata de un acido tricarboxilico débil (pKa de 2.9, 4.3 y
5.6), como puede verse en la Figura 2.13. El efecto del citrato sobre la calculogénesis se

atribuye a la combinacion de tres aspectos [PAk, 1987; Pak 1991]:

HO

HO

Figura 2.13.- Estructura molecular del acido citrico.

1.- El metabolismo celular del citrato conduce a la formacion de 16n bicarbonato, el cual
al ser basico provoca un aumento del consumo de protones (H') a nivel plasmatico,
disminuyendo asi su excrecion y, por tanto, un aumento del pH urinario. Por este motivo, el
citrato puede disolver los calculos de acido trico y ademas, evitar la formacion de cristales de
acido urico, que podrian actuar como nucleantes heterogéneos muy efectivos del oxalato
calcico. Sin embargo, la elevacion del pH hasta valores proximos a 7 [COE, 2005; JIMENEZ, 2001;
LEITA0, 2007] puede provocar la insolubilidad de diferentes fosfatos calcicos (brushita,
hidroxiapatita) que, o bien podrian formar calculos por si mismos o actuar como nucleantes

heterogéneos del oxalato calcico [CONTE, 1999].

2.- Su capacidad para formar complejos solubles con el ion Ca®’, provoca una
disminucion del orden del 20 % de la cantidad de i6n calcio libre, con lo que disminuye la

sobresaturacion de cualquier compuesto insoluble de este i6n en orina, sea oxalato o fosfato.

3.- El efecto inhibidor de la cristalizacion de los oxalatos y fosfatos célcicos. Este efecto
no es muy enérgico, pero debido a que el citrato se puede excretar en concentraciones elevadas,
puede llegar a ser importante, sobre todo cuando actia como inhibidor de la nucleacion
homogénea de los fosfatos y de la nucleacion heterogénea del oxalato calcico, ya que son etapas

cruciales en la formacion de los correspondientes calculos.
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Algunos autores han demostrado que el citrato manifiesta efectos inhibidores claros del
crecimiento cristalino del oxalato calcico [Bis4z, 1978; CURRERI, 1981; GRASES, 1988; ROSE, 1982],
a través de su enlace con la superficie cristalina. En general se acepta que el citrato presenta una
accion inhibidora de la agregacion [GRASES, 1990; KULAKSIZOGLU, 2007; TISELIUS, 1993a] y de la
formacion de cristales de oxalato calcico [GRASES, 1989b; MARANGELLA, 2004; TISELIUS, 1993b],
aunque ésta es limitada si se compara con el fitato /GR4SES, 1994c]. A pesar de ello, el citrato
inhibe la accion del fosfato calcico como nucleante heterogéneo [GRASES, 1988; GRASES, 1989c;
GRASES, 1991a; GRASES, 1993b] y ademas, presenta un efecto sinérgico con el pirofosfato en la
inhibicion de la nucleacion de hidroxiapatita [CosTA-BAUZA, 2002]. Se ha demostrado que la
administracion de citrato potasico es efectiva en el control de la evolucion de la litiasis residual

post-litotricia y de las recidivas litiasicas [JIMENEZ, 2001].

Es también un hecho aceptado que los litiasicos eliminan diariamente menor cantidad de
citrato que los individuos sanos JALVAREZ-ARROYO, 1992; CONTE, 1989b; DOMRONGKITCHAIPORN,
2006; ELLIOT, 1972; HODGKINSON, 1962; HOSKING, 1985; MENON, 1983; NICAR, 1983; RUDMAR, 1982;
SCWILLE, 1979; SIENER, 2005; TISELIUS, 1993b]. La excrecion urinaria de citrato presenta varias
peculiaridades, entre ellas que depende de la edad, y generalmente la cantidad eliminada es
superior en mujeres que en hombres /ELLIOT, 1972; SCWILLE, 1979]. Por ello, cuando se comparan
los valores de citrato de individuos formadores de calculos con los controles de la misma edad y

sexo, la diferencia entre los dos grupos se reduce hasta casi desaparecer [ROBERTSON, 1968].

3.5. El fitato

A finales de los afios 70 y durante los afios 80 se postuld la existencia de una sustancia
presente en la orina con gran capacidad inhibidora de la cristalizacion, con propiedades acidas y
de peso molecular relativamente bajo. Se pensé que podia ser un péptido pequefio /BARKER,

1970] o bien fosfocitrato [S4LLIS, 1995], pero no se encontraron evidencias definitivas.

Durante los afos 90 se demostrd que el fitato, una sustancia de peso molecular
relativamente bajo, se encuentra presente en la sangre, en la orina y en los fluidos intersticiales e
intracelulares [BUNCE, 1993; FRENCH, 1991; GRASES, 1996b; GRASES, 2001a; GRASES, 2001b; GRASES,
2001¢; MARCH, 1998], presenta una capacidad inhibidora extraordinaria, y su efecto inhibidor se
manifiesta a concentraciones mil veces inferiores al citrato [GRASES, 1989a; GRASES, 1991a,

GRASES, 1994a; GRASES, 2000b] .
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El fitato es myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihidrogenofosfato) y fue descubierto en el
afio 1872 por Pfeffer en semillas de vegetales. Sin embargo, no fue hasta el 1914 cuando
Anderson establecio la estructura correcta del fitato /[ERDMAN, 1979; HARLAND, 1986] (Figura

2.14).

Figura 2.14.- Estructura del myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihidrogenofosfato).

El fitato act@ia como inhibidor muy efectivo de la nucleacion heterogénea del oxalato
calcico [GRASES, 1991a; GRASES, 1994a; GRASES, 1994c], de la nucleacion homogénea de los
fosfatos calcicos [GRASES, 1996¢; GRASES, 2000b] y del crecimiento cristalino del oxalato calcico

[GRASES, 1989a].

Se han estudiado in vitro los efectos que el fitato ejerce sobre las primeras etapas de la
formacion de calculos de oxalato calcico utilizando sistemas que simulan las condiciones de
formacion de los calculos en el interior del rifidn [GRASES, 1994a; GRASES, 1994c; GRASES, 1996¢;
GRASES, 1996a; GRASES, 1998a; GRASEs, 1998b]. En ecllos se demuestra que el fitato a
concentraciones similares a las encontradas normalmente en orina [GRASES, 1996b; GRASES,
2000c¢] actiia de forma muy efectiva, impidiendo la formacion de particulas de fosfato célcico
que podrian impulsar la formacion de cristales de oxalato calcico mediante nucleacion

heterogénea.

Al considerar la estructura del fitato puede explicarse su potente actividad inhibidora
como consecuencia de la afinidad de los grupos fosfatos por el ion calcio. La fuerte adsorcion
de moléculas de fitato en la superficie de nucleos y/o cristales de oxalato calcico impedira su
posterior desarrollo y/o crecimiento. Esta accion inhibidora se favorece por la presencia del i6n
Zn*", ya que este ion forma un complejo con el fitato que facilita su adsorcion sobre el oxalato

[GRASES, 1995].
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El hecho de que el fitato esté presente de forma natural en la orina y que su
concentracion dependa casi exclusivamente del aporte exdgeno (dieta) [GRASES, 2000c; GRASES,
2000d; GRASES, 2001a], ha permitido la realizacion de toda una serie de experimentos in vivo que
demuestran sus efectos terapéuticos y que apoyan su uso para el tratamiento de la litiasis

calcica.

Asi, en un estudio con ratas, a las que se les administro etilenglicol como agente
litiasico [GRASES, 1998¢], se observo como el fitato dietético disminuia las calcificaciones de la
papila renal y la cantidad de calcio total del tejido papilar. También se ha demostrado que la
concentracion de fitato en enfermos litidsicos presenta valores significativamente mas bajos si
los comparamos con los obtenidos de individuos sanos /[GRASES, 2000c] y que la ingesta de fitato
incrementa notablemente la capacidad de la orina de los enfermos litidsicos para inhibir la
cristalizacion de las sales calcicas (oxalato y fosfato) sin alterar ningun otro parametro urinario

[CONTE, 1999].

Ademas de su accién inhibidora de la formacion de célculos renales, también presenta
una gran inhibicion de las calcificaciones patologicas en general; asi un estudio hecho con ratas
a las cuales se les suministr6 una dieta sin fitato provoco la aparicion de depositos minerales en
la junta corticomedular, mientras que si se afiadia un 1% de fitato a la dieta se observaba la
ausencia de estos depdsitos [GRASES, 2000¢]. En otro estudio similar se comprob6 como el fitato
también inhibia considerablemente las calcificaciones de hidroxiapatita (inducidas a nivel
subcutaneo) en tejidos blandos tanto mediante administracion por via oral /GRASES, 2004] como
por via topica [GRASES, 2005a]; sin embargo, debe destacarse que los niveles urinarios de fitato
administrado por via topica eran un orden de magnitud superiores a los encontrados en las ratas
tratadas con dieta con un 1 % de fitato /GR4SES, 2005b], hecho que provocod una reduccion
drastica de las placas de hidroxiapatita formadas (1.6 = 1.1 mg) si las comparamos con el grupo
control (26.7 £ 3.0 mg) /GRASES, 2005a]. Sin embargo, a través de la administracion oral también
se conseguia una reduccion importante, pasando de 44.6 £ 1.5 mg en el grupo control a 22.5 +
4.9 mg (cuando la sal utilizada era el fitato sodico) y 25.9 + 2.5 mg (cuando la sal era la fitina)

en los grupos tratados [GRASES, 2004].

La ingesta de pequefias dosis de fitato (50-100 mg) conduce a una excrecion urinaria de
1-10 % de la dosis, porcentaje suficiente para causar la inhibicion efectiva de la nucleacion
heterogénea del oxalato calcico, asi como de su crecimiento cristalino, impidiendo por tanto la
formacion de este tipo de calculos y presentando como ventaja muy importante frente al citrato

la de no provocar cambios en el pH urinario. Ademas, la ingesta de 80 mg de fitato puede
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incrementar entre un 50-100 % la capacidad inhibidora de la orina emitida en las horas

siguientes a su toma [GRASES, 1995].

Asi, en la poblacion de Sudafrica, la incidencia de calculos renales en la poblacion de
origen europeo es superior a la de origen africano, variacion que se ha atribuido a una
composicion urinaria diferente debida a los diferentes habitos alimentarios (la poblacion
africana tiene una fuente importante de fésforo como fitato que no tiene la europea) /MODLIN,
1980]. De hecho, la incidencia de litiasis renal calcica en los paises con un consumo elevado en
cereales no refinados (ricos en fitato), es inferior a la de los paises mas industrializados donde se
consumen cereales refinados [ANDERSEN, 1969, ANSARI, 2003; CLEVELAND, 2000; LANG, 2003]. En
otro estudio se comprobd que la ingesta de fitato en un grupo de litiasicos oxalocalcicos era

inferior comparado con un grupo control /GRIFFITH, 1986].

Mas recientemente, Curhan ha llevado a cabo un estudio epidemiologico de 8§ afos de
duracion con una muestra de mas de 96.000 personas donde se confirma que una dieta rica en

fitato se relaciona con una menor incidencia de litiasis renal /CURHAN, 2004].

Ademas del efecto inhibidor se han descrito otros efectos beneficiosos del fitato, tales
como en el tratamiento de la hipercalciuria, el efecto antineoplésico (especialmente propiedades
antioxidantes que evitan la formacién de radicales libres), efecto sobre enfermedades
cardiovasculares (la agregacion de plaquetas y la dislipidemia), entre otros, que seran

comentados en el capitulo 3 de esta tesis.

4. Experimentos in vitro

La frecuencia de repeticion en la formacion de calculos renales de oxalato calcico puede
llegar a ser de un calculo cada 3-5 afios [SCHNEIDER, 1985], hecho que dificulta bastante la
evaluacion in vivo de la eficacia de un tratamiento para su prevencion, asi como los factores y/o
desencadenantes de la enfermedad. Afortunadamente, hoy en dia el conocimiento de la etiologia
de la formacion de los calculos renales permite utilizar otras alternativas, los experimentos in

vitro, los cuales ayudan a completar la comprension del porqué de su formacion.

La relevancia de los estudios in vitro en urolitiasis depende del grado de

correspondencia entre las condiciones experimentales usadas y las existentes en un rifion en
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proceso de desarrollo de un célculo. Para poder obtener datos extrapolables a situaciones reales,
el modelo experimental utilizado tiene que reproducir alguna de las etapas del proceso biologico
real (normalmente en cada estudio solo se estudia una fase de la formacion del calculo). El
estudio experimental de la formacion de sales poco solubles no es simple, y en el caso del
oxalato calcico, que puede precipitar en tres formas cristalinas diferentes (muchas veces de
forma simultanea) [GRASES, 2002; Kim, 1982] es atin mas dificil. Sin embargo, y debido a su

importancia en la urolitiasis, ha sido objeto de estudio por muchos autores.

La mayoria de estudios de cristalizacion del oxalato calcico se centran especialmente en
el posible efecto inhibidor de los aditivos sobre la nucleacion, el crecimiento cristalino y la
agregacion. Estos estudios son muy importantes, tanto desde el punto de vista de las
aplicaciones médicas para el tratamiento de la urolitiasis como desde los aspectos
fundamentales de la cristalizacion. Los métodos de estudio de la cristalizacion del oxalato

calcico se pueden clasificar en cuatro grandes grupos:

1- Estudios generales de cristalizacion del oxalato célcico en los cuales no se
distingue entre crecimiento cristalino y nucleacioén, como los realizados en
el seno de geles [ACHILLES, 1987; BISAILLON, 1975; LEGEROz, 1973;

SCHNEIDER, 1984].

2- Estudios en los que solo se mide el crecimiento cristalino mediante el uso
de cristales preformados y siembra de cristales /BouropouLos, 1998;

GRASES, 1988; GRASES, 1989¢].

3- Estudios que permiten la evaluacion de procesos de nucleacion
independientemente del crecimiento cristalino. Estos estudios se realizan a
partir de la medida de los periodos de induccion mediante el uso de técnicas
conductimétricas o de dispersion de luz [GunN, 1972; Naono, 1967], o
mediante la evaluacion del nimero y tamaio de las particulas formadas en
una disolucion sobresaturada mediante el uso de contadores de particulas

[MILLER, 1977; OSSWALD, 1988; ROBERTSON, 1986].
4- Estudios de la agregacion cristalina del oxalato calcico. Estos estudios se

pueden realizar usando sistemas de recuento de particulas /ROBERTSON,

1986] o a través de observaciones al microscopio [GRASES, 1990].
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La distinta estructura interna de los calculos renales [GRASES, 1996d; GRASES, 1998d;

LEUSMANN, 1991; PRIEN, 1947; SOHNEL, 1995] demuestra que su formacion puede tener lugar sobre

el epitelio renal (calculos papilares) o en cavidades renales, por lo que el estudio in vitro de su

formacion se puede clasificar en dos grandes grupos /GRASES, 1998e]:

a)

b)

modelos para estudiar la formacion de los calculos renales papilares: desarrollados
sobre el epitelio renal dafiado y que se forman fundamentalmente mediante mecanismos
de crecimiento cristalino. Entre los modelos de estudio in vitro de los célculos papilares
se han desarrollado diferentes sistemas experimentales para estudiar las primeras etapas
de formacion de los calculos de COM papilares [GRASES, 1993b; GRASES, 1994¢; GRASES,

1996a; GRASES, 1996¢; GRASES, 1998b; SOHNEL, 1993].

modelos para estudiar la formacion de los calculos renales de cavidad: formados en
cavidades de baja eficacia urodinamica, en los cuales los procesos de sedimentacion
pueden jugar un papel importante. Hay un menor nimero de estudios de formacion de
calculos de cavidad, ya que hasta hace poco tiempo, el conocimiento de su mecanismo

de formacion era practicamente desconocido.

En un estudio de este tipo (con un montaje similar al utilizado en los trabajos de esta
tesis) a pH = 6.9 [GRASES, 1998a], se demuestra que en ausencia de materia organica no
aparecen depositos de cristales de fosfatos calcicos en cavidades de baja eficacia
urodindmica y Unicamente se forma una capa de HAP sobre las paredes de la cavidad.
Sin embargo, en presencia de mucina en la orina se produce su propia calcificacion
(sobre la mucina se forman esferulitos de HAP), demostrando asi la capacidad de los
aglomerados de glicoproteinas para actuar como nucleantes heterogéneos de sales

calcicas y el importante papel que juegan en la formacion de este tipo de calculos.

En estos modelos (tanto en los papilares como en los de cavidad) no se han observado

diferencias estructurales entre los depositos cristalinos obtenidos y los calculos renales

humanos, demostrando asi la validez de estos sistemas in vitro [GRASES, 1998e].

Los estudios que componen este capitulo de la tesis pretenden estudiar la capacidad de

diferentes sustancias (CaF,, mucina, detritus celulares) que puedan actuar como nucleantes

heterogéneos de la formacion de cristales de oxalato calcico en una cavidad y la influencia de

los inhibidores de la cristalizacion en estos procesos de nucleacion heterogénea.
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Estudios recientes han demostrado que la capacidad para impedir el desarrollo de
concreciones solidas de un inhibidor de la cristalizacion se ve muy reducida en zonas/cavidades
de baja eficacia urodinamica, donde la orina tiene un tiempo de residencia mayor, si la
comparamos con otros estudios en donde se trabaja en condiciones no estaticas [GRASES, 1994c;
GRASES, 1996a; GRASES, 1996¢]. Estas zonas, especialmente favorables para el desarrollo de
calculos debido a su capacidad para retener particulas solidas, poseen asi otro factor importante

de riesgo debido a la reduccion de la capacidad de los inhibidores de la cristalizacion.

5. Nucleantes heterogéneos en la litiasis

Es importante recordar que, a pesar de que cualquier orina esta sobresaturada con
respecto al oxalato célcico, las concentraciones normales de estas sustancias no son suficientes
por si mismas para inducir la formacion de cristales de oxalato calcico (nucleacion homogénea),
de manera que se necesita un nicleo que sea de diferente composicion que el resto del calculo,
tanto en los calculos de COM papilares como en los de COM de cavidad /Brown, 1991;
FINLAYSON, 1978a; FINLAYSON, 1978b]. Para que este nlicleo sea un buen sustrato es necesario que
la diferencia de los parametros de red sea menor del 10 % respecto al COM [TURNBULL, 1952].
Sin embargo, cualquier superficie solida (independientemente de su composicion) en contacto
continuo con orina normal actuard mas tarde o mas temprano como nucleo de un calculo renal
[GRASES, 1994c]. Entre las sustancias que pueden actuar como nucleantes heterogéneos del

oxalato calcico tienen que destacarse [GRASES, 1991b]:

- Los fosfatos calcicos (brushita e hidroxiapatita) para valores de pH urinario superiores

a 6.0 [H0JGAARD, 1999].

- El 4cido urico para valores de pH urinario inferiores a 5.5. La excrecion de cantidades
importantes de acido urico y/o la persistente existencia de valores de pH urinarios acidos (pH <
5.5) provoca una elevada sobresaturacion del acido urico en orina, lo que conduce a su
separacion en forma de fase solida y posterior accion como nucleante heterogéneo de COM

[GRASES, 1991b; GRASES, 1992¢; GRASES, 2006; MANDEL, 1981].

- El urato soédico [COE, 1975; GROVER, 1992; P4k, 1975; P4k, 1980]. Sin embargo, la

presencia de urato sodico en el corazon de los calculos de oxalato no es muy frecuente.
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- Otros: proteinas, detritus celulares, agregados de glicoproteinas, carbonato calcico,

farmacos, etc [CERINI, 1999; EGAN, 2004; FASSANO, 2001; KHAN, 1995; KHAN, 1997; KHAN, 2002].

En los ultimos afios se ha detectado un aumento de la cantidad de calculos renales de
COM desarrollados en cavidades de baja eficacia urodinamica, siendo su formacion claramente

inducida por la presencia de nucleantes heterogéneos en la orina [GRASES, 2002; RAMELLO, 2000].

Hoy en dia sabemos que la formacion del nucleo heterogéneo dentro del tracto urinario
representa la etapa mas importante en la constitucion de estos tipos de calculos. Sin embargo, en
la década de los 70 y 80 se llevaron a cabo muchos estudios que se centraron en el crecimiento
cristalino /GARDNER, 1975; GARDNER, 1978; NANCOLLAS, 1974; WERNESS, 1979] y en la agregacion
secundaria [HARTEL, 1986; RYALL, 1981b; RYALL, 1986], ambos procesos poco significativos en las

primeras etapas de formacion del calculo.

Los estudios actuales sobre la nucleacion heterogénea del oxalato calcico en orina
pueden ser clasificados, de acuerdo con el tipo de nucleante heterogéneo, en diferentes grupos.
Un grupo estaria formado por proteinas y detritus celulares como nucleantes heterogéneos del
oxalato calcico [CERINI, 1999; GOVINDARAJ, 2001; GRASES, 1996a; GRASES, 1998b; KAVANAGH, 2000;
KHAN, 2000; LERNER, 1989; LIESKE, 2000; LIESKE, 2001; YosHIOKkA, 1989]. Diferentes compuestos
inorganicos han sido descritos como nucleantes heterogéneos, por ejemplo fosfatos calcicos
[GRASES, 1994a; GRASES, 1996¢; GRASES, 1998d; GROVER, 2002], carbonato calcico [GEIDER, 1996] y
fluoruro célcico [SINGH, 2001]. El acido trico y la cistina constituyen otras sustancias presentes
en la orina que reducen drasticamente su solubilidad a pH urinarios por debajo de 5.5,
atribuyéndoles una capacidad importante como nucleantes heterogéneos [GRASES, 1991b;

MARTINS, 2002].

Finalmente, es un hecho bien conocido que el nuevo disefio de farmacos se caracteriza
por una elevada liposolubilidad para conseguir la maxima absorcion a través de membranas
celulares y, en consecuencia, presentan una baja solubilidad en el agua, lo que aumenta
claramente el riesgo de cristalizacion en orina. Si la cantidad de farmaco excretada es
considerable puede generar la tipica litiasis medicamentosa, como la asociada al consumo de
indinavir o triamtereno /[COHEN-SOLAL, 2001; GRASES, 1999b; Lyon, 2002]. Sin embargo, si la
cantidad excretada no es notable, pueden ser eliminados como cristaluria asintomatica, ademas
de inducir la cristalizacion de COM cuando tiene capacidad para actuar como nucleantes
heterogéneos de esta sal, tal y como se observo en la litiasis urinaria de oxalato calcico inducida

por zonisamida en pacientes con epilepsia intratable /KuBot4, 2000].
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Los nucleantes heterogéneos estudiados en esta tesis son varios, intentando abarcar los
diferentes grupos considerados por la comunidad cientifica. Son los siguientes: el fluoruro
(compuesto inorganico), la mucina (una glicoproteina), los detritus celulares, la albumina (una

proteina), la metadona (un farmaco), bacterias y polifenoles (catechin y catechol).

a) El fluoruro: el fluoruro es un anioén importante relacionado con la vida y conocido
por su participacion en procesos de mineralizacion de los huesos y los dientes. En
concentraciones adecuadas el fluoruro protege contra la caries dental, sin embargo, dosis
elevadas de este ion pueden inducir toxicidad asociada a diferentes patologias [FEJERSKOV, 1990;
WHO, 1986]. En zonas geograficas con elevados contenidos en fluoruro en el agua de bebida se
ha detectado una incidencia anormalmente elevada de la litiasis oxalocalcica [AGARWAL, 1997;
VALHENSIECK, 1985] (la excrecion de fluoruro urinario esté relacionada directamente con el nivel
de fluoruro presente en el agua de bebida [HEINTZE, 1998]). Sin embargo, otros autores no han
encontrado ninguna relacion entre el fluoruro ingerido y los calculos urinarios [TEOTIA, 1983],
incluso algunos autores consideran el fluoruro como un inhibidor de la cristalizacion del oxalato

calcico in vitro o en ratas [HERING, 1985; L1, 1992; Low, 1995].

b) La mucina: la mucina es una glicoproteina de elevado peso molecular que se
encuentra en la orina. El papel de las glicoproteinas que provienen del propio urotelio se limita a
su accién como nucleante heterogéneo del oxalato calcico, ya que al ser productos de
degradacion celular se encuentran generalmente en forma de macroagregados que exhiben una
capacidad nucleante importante de sales calcicas [GRASES, 1998a]. Precisamente debido a este
hecho, y a que la presencia de un calculo constituye un centro continuo de lesion de tejido
epitelial (por tanto, de aporte constante de productos de degradacion celular de naturaleza
glicoproteica), este material constituye una parte muy importante de la materia orgénica

encontrada en los calculos renales (70-80 %) [SARIKA, 1997].

En bibliografia nos encontramos una gran controversia sobre la mucina y otras
glicoproteinas sobre sus efectos inhibidores o promotores de la nucleacion heterogénea [KUMAR,
1990}, hecho por el cual la utilizamos como molécula control para llegar a definir el papel real

que presentan estos tipos de sustancias.

c¢) Los detritus celulares: la orina contiene cantidades variables de naturaleza organica
que provienen de la degradacion celular. Estos detritus pueden ser membranas, restos de
membrana o bien glicoproteinas citosélicas que pueden actuar como promotores de la

nucleacion (los estudios actuales asi lo indican /KHAN, 2000]).
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d) La albumina: es una proteina sintetizada en el higado muy abundante en el plasma
sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre (Figura 2.15). La concentracion normal de
albumina en sangre humana oscila entre 3.5 y 5.0 gramos por litro y supone alrededor del 50 %
de la proteina plasmatica. La albumina es fundamental para el mantenimiento de la presion
oncoética, necesaria para la distribucion correcta de los liquidos corporales entre el
compartimiento intravascular y el extravascular, localizado entre los tejidos. La albumina tiene
carga eléctrica negativa. La membrana basal del glomérulo renal, también estd cargada
negativamente, lo que impide la filtracion glomerular de la albumina a la orina. Sin embargo,
cuando se da el sindrome nefroético (trastorno que se caracteriza por niveles altos de proteinas en
la orina y bajos en sangre, ademas de hinchazon en tejidos y colesterol alto), esta propiedad es
menor, y se pierde gran cantidad de albumina por la orina, que presenta concentraciones

elevadas de dicha proteina.

Figura 2.15.- Estructura terciaria de la albtimina.

e) La metadona: es una sustancia sintética derivada del opio de distribucién restringida
y controlada por las autoridades sanitarias. Es un analgésico potente similar a la morfina
(también derivado opidceo), pero sin un efecto sedante tan fuerte. Se utiliza en programas
especiales para el tratamiento de la dependencia a la heroina. Neutraliza la euforia de la heroina
y evita la aparicion del sindrome de abstinencia. Inicialmente se suministran a los adictos dosis
diarias equivalentes a su consumo de heroina, con el fin de retirar al adicto lentamente de la

heroina ilegal inyectable y posteriormente introducir dosis reducidas de metadona por via oral.
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Su solubilidad en medio acuoso es de 120 g/L; sin embargo se ve muy influenciada por
el pH. Asi a pH = 6.4, la solubilidad del clorhidrato de metadona se reduce a 44 g/L, mientras
que a pH = 7.5 es s6lo de 2 g/L. Para calcular la dosis exacta para cada paciente deben tenerse
en cuenta la pureza de la heroina de la zona de consumo, el objetivo del tratamiento y que la
metadona es un opiaceo de vida media-larga. Hay que tener también presente que para alcanzar
concentraciones plasmaticas estables se requiere la administracion de dosis repetidas, al menos
durante una semana. La dosis habitual suele estar entre 50 y 120 mg/dia; sin embargo hay que
considerar que aunque es poco frecuente, hay pacientes que pueden necesitar dosis muy

elevadas (hasta 1000 mg o mas).

En ocasiones, una retirada completa de la metadona no es posible, y la dosis de
mantenimiento puede continuar durante meses o afios, incluso hay casos que el tratamiento
puede ser de por vida. Este largo tratamiento podria provocar que, al igual que con el Indinavir
[BRUCE, 1997] llegara a actuar como nucleante heterogéneo de la formacion de calculos renales y
provocar un mayor riesgo en los pacientes de sufrir episodios de litiasis (Figura 2.16). Con el

Indinavir se llega a un 20 % de los pacientes que lo toman [SCHWARTZ, 1999].

Figura 2.16.- Estructura quimica de la metadona.

f) Polifenoles (catechin y catechol). Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de
moléculas que poseen en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones
hidroxilicas. Son pigmentos naturales que el organismo no puede sintetizar, por lo que deben ser
aportados a través de la dieta. Desempenian un papel esencial en la proteccidon frente a los

fendmenos de dafio oxidativo.
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El catechin (o catequina), pertenece a la familia de los flavonoides, es un antioxidante
presente en muchas plantas, que actia como inhibidor de varios enzimas (Figura 2.17.A). Se
encuentra presente de forma natural en el chocolate f[HAMMERSTONE, 2000], frutas, verduras, te y
vino /RUIDAVETS, 2000]. De la descomposicion del catechin se puede obtener el catechol (Figura
2.17.B). El catechin se elimina principalmente por la orina. La estructura quimica que presenta

le aporta una capacidad muy importante de quelacion del hierro y otros metales de transicion.

OH
OH
oH
HO o ..- OH
OH
OH
Catechin catechal
A B

Figura 2.17.- A. Estructura quimica del catechin. B. Estructura quimica del catechol.

g) Bacterias: generalmente se define por bacteriuria una cantidad mayor de 105

bacterias/mL de orina, aunque niveles entre 102 y 105/mL de orina pueden indicar infeccion en
algunos pacientes. Un factor de riesgo que podria estar relacionado con la litogénesis seria la
existencia de microinfecciones causadas por bacterias de muy pequeio tamafio (nanobacterias),
las cuales podrian inducir la formacion de nucleantes heterogéneos (estructuras apatiticas) de
COM vy de acido trico [CIFTCIOGLU, 1999; KAJANDER, 1998; KAJANDER, 2001; KAJANDER, 2003;
KRAMER, 2000]. Asi, en un estudio realizado sobre 1000 calculos /CoNTE, 2001] formados en
cavidades de baja eficacia urodinamica y siendo siempre el componente mayoritario el COM
y/o el acido ftrico (encontrandose frecuentemente urato amonico como componente
minoritario), en un 0.5 % de los casos se detectaron en el centro del calculo este tipo de

bacterias.
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5.1. Litiasis residual

Hasta principios de la década de los ochenta la litiasis urinaria se resolvia mediante
cirugia abierta (excepto la litiasis del uréter pelviano). Con el paso del tiempo el tratamiento de
la litiasis urinaria ha sufrido importantes cambios provocados por el progreso de la tecnologia.
Esencialmente, la aparicién de la litotricia extracorporea por ondas de choque (LEOC) y el
perfeccionamiento de los elementos Opticos e instrumentales de la endourologia han permitido
que la mayoria de las litiasis urinarias puedan resolverse mas rapidamente, con menor

morbilidad y menor coste que la cirugia abierta.

El 68 % de pacientes que sufren de calculos urinarios los eliminan de forma espontanea,

mientras que el 32 % restante precisa de la extraccion del calculo.

Aproximadamente el 80-85 % de todas las litiasis que requieren de extraccion son
tratadas con ondas de choque [WickHAM, 1993], el 10-15 % por técnicas endouroldgicas,
principalmente la nefrolitotomia percutanea (NLP) y la ureteroscopia transuretral (URS),
mientras que la cirugia solo se utiliza entre el 0.1 y el 5.4 % de los casos (cifra variable en

funcioén de la habilidad y experiencia del ur6logo) [PAIk, 1998; RASSWEILER, 2000].

Cuando la cirugia abierta era el tratamiento estandar para los célculos renales, la
presencia de fragmentos residuales del calculo indicaba que la intervencion habia fallado,
incluso si dichos fragmentos eran muy pequefios, ya que estos podian actuar como nucleo de
nuevas litiasis. Asi, se obtenia un 78-93 % de pacientes libres de calculos [CHARIG, 1986;
PREMINGER, 1985b] mientras que con las nuevas técnicas se obtiene un 67-78 % después de tres
meses del tratamiento [DRACH, 1986; LINGEMAN, 1994; OBEK, 2001, PEARLE, 1996; RASSWEILER,
2001; RousAUD-BARON, 2001]. No obstante, en un estudio a tres afios se demuestra que, a pesar de
todo, hay un mayor porcentaje de recidivas en los pacientes tratados con cirugia abierta

[RASSWEILER, 2000].

La evacuacion de los fragmentos generados no siempre es inmediata, habiendo, ademas,
un nimero significativo de pacientes con fragmentos residuales /OsMAN, 2005]. De esta manera,
aunque se han descrito en un 85-90 % de los casos [DracH, 1986; LINGEMAN, 1986]
fragmentaciones eficientes de calculos con LEOC (fragmentos inferiores a los 5 mm), después
de 3 meses del tratamiento de LEOC, los pacientes presentan todavia en un 20-35 % de los
casos fragmentos residuales del calculo /DELVEccHIO, 2000; ROUSAUD-BARON, 2001; ZANETTI,

1988].
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No puede hablarse de Litiasis Residual (LR) hasta pasados tres meses de la realizacion
de la LEOC. En muchas ocasiones después de un primer tratamiento con LEOC es necesaria la
realizacion de nuevas sesiones. Se considerara LR cuando no existan variaciones de la litiasis
respecto a los resultados obtenidos tras la anterior LEOC tanto en el tamafio como en su
localizacion dentro de la via urinaria [CANDAU, 2000]. Existe una clara relacién entre la
presencia de LR y la recurrencia litidsica, ya que estos restos actllan como nucleo de un nuevo

crecimiento litidsico.

No hay un acuerdo absoluto en cuanto al tamafio a partir del cual un calculo residual
puede considerarse peligroso o significativo. Generalmente se establece el criterio de considerar
litiasis residual no significativa (LRNS) después de LEOC aquellos fragmentos menores de 5
mm asintomaticos, no infectivos ni obstructivos /DELVECCHIO, 2000], considerando que pueden
ser expulsados de forma espontanea. Se considera fracaso terapéutico la presencia de LR cuyos

fragmentos sean mayores de 5 mm.

Los fragmentos residuales (independientemente de su tamafo) pueden actuar como
nucleantes heterogéneos, facilitando asi la formaciéon de calculos. La permanencia de
fragmentos residuales post-LEOC durante un periodo prolongado favorece su funcion como
nucleo para la formacion de nuevos calculos o bien la agregacion secundaria de los fragmentos,
con la consiguiente formacion de un célculo similar en tamafo al que se fragmentd en un
principio, fendémeno que ocurre de manera mas notoria cuando la orina del enfermo presenta un

riesgo litdgeno urinario alto.

Indiscutiblemente, el comportamiento urodinamico concreto en cada caso, facilita o
dificulta la expulsion espontanea de los fragmentos, pero ademas hay otra serie de mecanismos

fisico-quimicos que actlian en la agregacion secundaria.

Como ya se ha comentado, la contribucion de la agregacion secundaria en la génesis de
un calculo (no fragmentado) es poco relevante [GRASES, 1993a; MILLAN, 1992/, excepto en el caso
de la litiasis infecciosa, en la que existe una alta concentracidén de cristales. Después de una
LEOC, con los fragmentos litidsicos alojados en una cavidad calicilar, se crean las condiciones
adecuadas para que se produzca agregacion secundaria. Por otra parte, los fragmentos

impactados en el urotelio pueden actuar como nticleos heterogéneos de un nuevo calculo.

El recrecimiento de los calculos puede llegar a ser muy importante, llegando a aumentar

en mas de una tercera parte el tamafo inicial del fragmento residual. El porcentaje de
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recrecimiento de LRNS varia en funcidn de la serie considerada [CARR, 1996; YU, 1993; ZANETTI,
1997], encontrandose valores de LRNS en bibliografia desde tan sélo un 2 % [BucHHOLZ, 1997]

hasta un 59 % [KHAITAN, 2002].

Hay varios estudios que ponen de manifiesto el riesgo que puede representar la LRNS;
en uno de ellos se hizo un seguimiento promedio de 2 afnos a 160 pacientes, los cuales
presentaron en un 43.1 % episodios sintomaticos o requirieron una nueva intervencion [STREEM,
1996]. Los riesgos de la LRNS son: la produccion de una clinica dolorosa, infeccion urinaria o
recidiva litidsica que requiera manipulaciéon. En otro estudio mas reciente con 83 pacientes y un
seguimiento promedio de 40 meses se comprobd que en un 37 % de los casos aumentaba el
tamafio de la LRNS, siendo necesario someterlos en un 58 % de estos casos a un tratamiento
complementario para evitar dicho crecimiento (mayoritariamente otra LEOC o NLP) /Canpau,

2000].

En otro estudio /ROUSAUD-BARON, 2001] realizado a partir de 1407 pacientes sometidos a
LEOC, tres meses después, 244 pacientes (17 %) presentaban litiasis residual cuyos fragmentos
eran superiores a 3 mm (mayoritariamente en el caliz inferior, 69 %). El tamafio inicial de la
litiasis antes de la LEOC influy¢ en la litiasis residual posterior. A estos pacientes con litiasis
residual, se les hizo un seguimiento a 5 afos, observandose en el 22 % un crecimiento que
obligd a un re-tratamiento (generalmente con LEOC). A pesar de ello, s6lo un 42 % de los casos

re-tratados quedaron definitivamente limpios de litiasis.

Un estudio mas reciente f/OsMAN, 2005] en el que se hizo un seguimiento a 5 afios, se
pudo comprobar que en un 21.4 % de los pacientes que presentaban LRNS tuvieron que ser re-

tratados al producirse un crecimiento de los fragmentos.

Cuanto mayor sea la masa calculosa mayor sera la dificultad para expulsar los
fragmentos de forma espontanea; sin embargo, la forma en que se produce la fragmentacion es
mas determinante que el tamafio: los calculos de COD se fragmentan homogéneamente
facilitando su arrastre urinario, mientras que los de FAM se fracturan en trozos de distinto
tamafio favoreciendo la existencia de LR. No se encuentran diferencias significativas en cuanto

a la influencia del tamanio del calculo residual en la evolucion del mismo.

Normalmente los fragmentos tienen una tendencia natural a acumularse en el caliz

inferior, a pesar de tener un tamafo “expulsable” [ELBAHNASY, 1998].
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El concepto de dureza del calculo a las ondas de choque no es determinante a la hora de
formarse una LR. En muchas ocasiones los fragmentos de los célculos residuales son de FAM,
que es aparentemente facil de romper con la LEOC. Este resultado se debe a que normalmente

el FAM es un componente habitual de los célculos coraliformes, normalmente de gran tamafio.

Sin embargo el factor fundamental es la morfologia de la via de excrecion. En rifiones
afectos de anomalias congénitas o adquiridas, las posibilidades de LR se triplican respecto a un
rifion normal; influyendo también la diferencia de comportamiento entre rifiones intervenidos
con anterioridad a la LEOC (46 % de LR) frente a los no operados (19 % LR), ya que la cirugia
modifica la conduccion condicionando un atrapamiento de fragmentos en el interior de grupos

calicilares de dificil drenaje.

Se han descrito recidivas en un 22.2 % de los pacientes un afio después de ser tratados

con LEOC, porcentaje que aumenta hasta el 34.8 % en un periodo de 2 anos [CARR, 1996].

En aquellos casos en que se formen estas LRNS lo ideal para evitar re-tratamientos u
otros posibles problemas, seria tomar medidas para evitar que se desarrollen /KAmIHIRA, 1996;

OEHLSCHLAGER, 2003], favoreciendo asi su posible expulsion espontanea.

En los ultimos afos se han usado una variedad de agentes profilacticos para intentar
reducir el numero de recurrencias en aquellos pacientes tratados con LEOC, tales como las

tiazidas y el citrato.

Se han encontrado estudios que utilizan citrato potasico de forma eficaz para el
tratamiento de las LRNS calcicas, tanto en modelos in vitro [CHOWw, 2004] como in vivo
[CICERELLO, 1994; SOYGUR, 2002]. En un estudio clinico de mas larga duracion (un promedio de
casi 30 meses) [JIMENEZ, 2001], el uso de citrato potasico fue efectivo, de forma significativa, en
el control de la evolucién de la LR post-LEOC y de las recidivas litidsicas en un grupo de 100
pacientes afectos de litiasis renal oxalo o fosfatocalcica. En general no obstante, el tratamiento
con citrato tiene que ser muy controlado, ya que ocasiona un aumento en el pH urinario,
pudiendo llegar a provocar la insolubilidad de diferentes fosfatos calcicos, principalmente

hidroxiapatita y brushita /CoE, 2005; JIMENEZ, 2001; LEITA0, 2007].

En otro estudio mas reciente [ARRABAL, 2006] en el que se analiza la evolucion de la LR
después de LEOC durante tres afos, se ha demostrado la eficacia del uso de las tiazidas en el

tratamiento de la LR, obteniendo una expulsion total de fragmentos del 72 % frente al 36 % del
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grupo control (no tratado). Ademas, en el grupo control, en un 58 % de ellos la LR sufti6é un
crecimiento (un 72.4 % de ellos tuvieron que ser sometidos a nuevas sesiones de LEOC),
mientras que en el grupo tratado con tiazidas solamente un 18 % de ellos sufrié un crecimiento

de la LR (tratados todos ellos con nuevas LEOCs).

Por este motivo, en esta tesis se ha estudiado el efecto inhibidor que pueden desempefiar
diferentes sustancias encontradas normalmente en orina (fitato, citrato y pirofosfato) /GRASES,
2000c; GRASES, 2001a; KATO, 2004; MARCH, 2001; ROBERTS, 1992; RUTSCH, 2000; SIENER, 2004] que

permitan demorar o frenar completamente el recrecimiento de la LRNS.
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Actividad de diferentes sustancias como posibles nucleantes

heterogéneos

La inclusion de este anexo, en donde se recogen los resultados obtenidos en diferentes
estudios con el mismo fundamento y metodologia al de otros articulos publicados y presentados
en esta Tesis Doctoral, permite tener una mejor comprension del papel como nucleantes
heterogéneos que pueden llegar a desempenar diferentes sustancias al estar presentes en la orina.
Debido a la ausencia de actividad como nucleantes heterogéneos de las sustancias estudiadas
(albumina, metadona, catechin, catechol y bacterias), los resultados obtenidos no se han
considerado de interés para ser publicados. Sin embargo, si se ha afiadido un apartado con una
explicacion minuciosa en esta Tesis para poner de manifiesto su estudio asi como la ausencia de

dicha actividad en las condiciones ensayadas.

Introduccion

Uno de los factores menos estudiados y probablemente con un peso notable en el
desarrollo de los calculos renales de oxalato calcico es la presencia de nucleantes heterogéneos,
ya que la orina de todos los individuos estd permanentemente sobresaturada con respecto al
oxalato calcico [FINLAYSON, 1978]. En los ultimos afios se ha detectado un aumento de la
cantidad de calculos renales de COM desarrollados en cavidades de baja eficacia urodinamica,
siendo su formacion claramente inducida por la presencia de nucleantes heterogéneos en la

orina [GRASES, 2002; RAMELLo, 2000].

En los estudios in vitro desarrollados en esta tesis se ha podido demostrar la actividad
potencial como nucleantes heterogéneos del oxalato calcico que pueden presentar el fluoruro
calcico, la mucina y los detritus celulares. Por otra parte, también se desarrollaron una serie de
estudios con el mismo procedimiento experimental utilizando otras sustancias (albtimina,
metadona, polifenoles y bacterias) que podrian presentar actividad como nucleantes

heterogéneos de cristales de oxalato calcico.

Material y métodos

Los estudios se han desarrollado usando cristalizadores tipo “batch” (figura A.1) en el

que el nucleante heterogéneo se mantiene en suspension en la orina artificial.

193



Figura A.l1. Diagrama del disefio experimental usado en el sistema tipo “batch”. 1. Registro; 2.
Estabilizador de corriente alterna; 3. Fotdmetro equipado con una célula de medida de fibra optica; 4.

Baifio termostatico; 5. Agitador magnético.

Se us6 orina artificial /ROBERTSON, 1986] (Tabla A.1) preparada a partir de la mezcla de
volumenes iguales de disoluciones A y B (como la usada en los diferentes estudios con los otros
nucleantes), obteniendo una disolucion sobresaturada con respecto al oxalato calcico. Todas las
disoluciones se prepararon en agua desionizada y bidestilada, filtrandose con filtros de 0.45 um

antes de utilizarse. El pH de la disolucion resultante se ajusto a 5.5.

Tabla A.1. Composicion de la orina artificial.

Disolucion A (mM) Disolucion B (mM)
Na,SO4 10H,0 19.34 NaH,PO4 2H,O 15.45
MgSO4 7H,O 5.93 Na,HPO4 12H,0 15.64
NH4CI 86.73 NaCl 223.08
KCl 162.60 NayC,04 0.91

A la disolucion A, se le afiadié un volumen de una disolucion de calcio 1 M (preparada
a partir de una disolucion de carbonato calcico con acido clorhidrico), para obtener una

concentracion final de calcio de 100 mg/L.

El estudio de la formacion de nucleos en la orina artificial se realizd6 mediante medidas
cinético-turbidimétricas con un fotdmetro (Metrohm 662) equipado con una célula de medida de
fibra dOptica cuyo paso optico es de 2 x 10 mm, usando luz monocromatica (550 nm). Los
procesos de cristalizacion se llevaron a cabo en un vaso cilindrico de vidrio agitado
magnéticamente y termostatizado (37 °C), registrando continuamente la curva absorbancia-

tiempo para poder determinar el tiempo de induccion.
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Resultados

La determinacion del tiempo de induccion de la cristalizacion de oxalato célcico con el
sistema “batch” se ve reflejada en la curva que se obtiene al representar la absorbancia vs
tiempo (Figura A.2), donde puede apreciarse que dicho periodo de induccion en ausencia de

aditivos se corresponde a 4.5 horas.
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Figura A.2. Curva absorbancia-tiempo obtenida con el sistema “batch” mediante la que se determina el

tiempo de induccion.

Utilizando la albimina como nucleante heterogéneo se llegaron a utilizar
concentraciones de hasta 1000 mg/L sin que provocara ningun avance en la precipitacion del
oxalato calcico (el tiempo de induccion no disminuyd), como puede observarse en la figura A.3.
No obstante, en bibliografia se han encontrado casos en que si presenta dicho efecto /CERINI,

1999].

Efecto de la albumina
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Figura A.3. Efecto de la albumina en la nucleacion heterogénea del oxalato calcico monohidrato usando
el sistema “batch”. Condiciones experimentales: [Ca®']=2.5 10" M, [Oxalato] = 4.55 10 M, pH =5.50,
T=37°C.
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Ademas de la albumina, como ya se ha comentado anteriormente, se utilizaron otras
sustancias: metadona, polifenoles (catechin y catechol) y bacterias. Para las tres primeras se
llegaron a concentraciones de 10 mg/L, sin que ninguna de ellas presentara actividad como

nucleante heterogéneo, obteniendo resultados muy similares a los obtenidos con la albimina.

Por otra parte, se utilizaron células muertas de tres patdogenos urinarios habituales, dos
gram negativos (Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli) y un gram positivo (Enterococcus
faecalis) llegandose a concentraciones de 10° ufc/mL. A pesar de que la concentracion de
bacterias muertas fue en todos los casos superior a la que puede detectarse en una infeccion
urinaria significativa, en ningin caso pudo evidenciarse una accion inductora (nucleante) del

desarrollo de cristales de oxalato calcico.

Discusion

Se puede llegar a la conclusion de que, si bien es cierto que las bacterias tiene un papel
fundamental en la litiasis infecciosa (aquellos calculos que tienen como componentes
mayoritarios estruvita e hidroxiapatita), de acuerdo con nuestros resultados, su accion como
nucleante heterogéneo de la litiasis oxalocélcica es practicamente nula y ademas necesitaria de

otros factores de riesgo litogeno.

Por otra parte, los resultados obtenidos a partir de estos estudios nos permiten demostrar
que el resto de sustancias utilizadas (albumina, metadona y polifenoles) no presentan un papel

importante como nucleantes heterogéneos de los cristales de oxalato céalcico monohidrato.
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Experimental, resultados y discusion: Anexo 2






Actividad de los inhibidores como nucleantes heterogéneos

Introduccion

Al estudiar la actividad como nucleantes heterogéneos de la cristalizacion del oxalato
calcico llevada a cabo por diferentes compuestos, que de una manera u otra pueden formar parte
de la composicion de la orina, se han estudiado también varias moléculas con actividad

inhibidora de dicha nucleacion.

Estas moléculas (principalmente pirofosfato y fitato) presentan, a partir de una
determinada concentracion (diferente para cada compuesto), accion inhibidora, la cual
normalmente se ve acrecentada a medida que vamos aumentando la concentracion de dichos

inhibidores, llegando incluso, en algunos casos, a conseguir una inhibicion total.

Por ello, una estrategia que se podria plantear para evitar la accion de cualquier posible
nucleante heterogéneo en la orina seria el alcanzar concentraciones muy elevadas de inhibidores

en nuestro organismo.

Sin embargo, intentar solucionar un problema, aumentando de forma considerable la
concentracion de sustancias inhibidoras que normalmente se encuentran en la orina (caso del
fitato y del pirofosfato), podria provocar la formacion de nticleos por parte de cualquiera de esos
dos compuestos al superarse sus valores de solubilidad, pudiendo actuar asi como nucleantes
heterogéneos en la formacion de los cristales de oxalato calcico (ya se han descrito algunos
casos en los que el citrato actia como nucleante heterogéneo de calculos [SAGER, 1955]). Por otra
parte, se ha detectado en calculos renales calcicos la presencia de muy pequeiias cantidades de
fitato y pirofosfato /MARCH, 2001a; MARCH, 2001b]. Sin embargo en estos casos, en ninguna
ocasion actian como nucleantes, sino que forman parte de la estructura cristalina del calculo.
Ademas, se han observado casos en que elevadas concentraciones de pirofosfato en fluidos

bioldgicos pueden provocar calcificaciones patoldgicas [Ry4n, 1997].

Por este motivo se planted la investigacion de la posible accién como nucleante
heterogéneo de los propios inhibidores de la nucleacion heterogénea, comprobando si la

presencia de elevadas concentraciones de inhibidores podria provocar su propia nucleacion.
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Material y métodos

Se usé orina artificial /ROBERTSON, 1986] (Tabla A.1) preparada a partir de la mezcla de
volumenes iguales de disoluciones A y B (como la usada en los diferentes estudios con los otros
nucleantes). Todas las disoluciones se prepararon en agua desionizada y bidestilada, y se

filtraron con filtros de 0.45 pwm antes de utilizarse.

Tabla A.1. Composicion de la orina artificial.

Disolucion A (mM) Disolucion B (mM)
Na,S04 10H,0 19.34 NaH,PO4 2H,0 15.45
MgSO4 7H,O 593 Na,HPO, 12H,0 15.64
NH4Cl 86.73 NaCl 223.08
KCl 162.60 Na,C,04 0.91

A la disolucion A, se le afiadieron diferentes volimenes de una disolucion de calcio 1 M
(preparada a partir de una disolucién de carbonato calcico con acido clorhidrico), para obtener
una concentracion final de calcio comprendida entre 100 y 500 ppm (mg/L), ya que en dicho
intervalo se encuentran los valores normalmente encontrados en orina. De esta manera, una
concentracion superior a 170 ppm es considerada como hipercalciuria, siendo casos

excepcionales los superiores a 300 ppm.

El estudio de la formacion de nacleos en la orina artificial se realizo mediante medidas
cinético-turbidimétricas con un fotémetro (Metrohm 662) equipado con una célula de medida de

fibra Optica cuyo paso optico es de 2 x 10 mm, y usando luz monocromatica (550 nm).

Resultados

Se estudio el efecto de la presencia de fitato y pirofosfato a diferentes valores de pH (5,
5.5,5.75y 6) y a diferentes concentraciones de calcio (100, 150, 200, 300, 400 y 500 ppm). A
continuacion pueden verse los resultados obtenidos a las concentraciones, en mg/L, de fitato (A)
y pirofosfato (B) a las que se detecta la formacion de cristales (Tabla A.2 y Tabla A.3). La
lectura de absorbancia se realizd 24 horas después de la mezcla de disoluciones que formaban la

orina artificial utilizada.
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Tabla A.2. Concentraciones de fitato (en mg/L) a las que se de detecta la formacion de cristales después

de 24 horas.

FITATO

100 ppm Ca 150 ppm Ca 200 ppm Ca 300 ppm Ca 400 ppm Ca 500 ppm Ca

pH=5

pH=5'5
pH = 5'75
pH=6

Tabla A.3. Concentraciones de pirofosfato (en mg/L) a las que se de detecta la formacion de cristales

después de 24 horas.

PIROFOSFATO

100 ppm Ca 150 ppm Ca 200 ppm Ca 300 ppm Ca 400 ppm Ca 500 ppm Ca

Discusion

A partir de los resultados obtenidos puede observarse que en orina artificial, a valores
bajos de pH y bajas concentraciones de calcio, los niveles de fitato y pirofosfato presentes en la
orina pueden llegar a elevados valores sin que se detecte la formacion de cristales. Asi, un
individuo sano que presentara una concentracion de 150 ppm de calcio y pH 5.5, requeriria una
concentracion de 250 ppm de fitato o 1000 ppm de pirofosfato para que pudieran actuar como

promotores de la nucleacion heterogénea.

Vale la pena sefialar que en la serie de estudios realizados in vitro para los diferentes
nucleantes propuestos, las concentraciones maximas utilizadas de fitato y pirofosfato en la orina
sintética era de 5 y de 10 ppm respectivamente, concentraciones con las cuales se obtenian

niveles de inhibicidon muy importantes.
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De hecho, los valores de concentraciones encontradas normalmente en orina tanto de

fitato como de pirofosfato no sobrepasan habitualmente las 4 y 7 ppm, respectivamente [GRASES,

2000; SIMONET, 2003]. De esta manera, solamente en el caso en que un individuo tuviera una

elevada hipercalciuria (superior a las 400 ppm) unida a un valor de pH superior a 6 y junto a

valores muy altos de fitato y/o pirofosfato (dificilmente alcanzables en humanos) podrian sufrir

los efectos como nucleantes heterogéneos de dichos inhibidores.
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Capitulo 3. Absorcion del fitato a través de la piel

INTRODUCCION

1. La Piel

La piel es uno de los 6rganos mas extensos del cuerpo (solo superado por el intestino y
por el epitelio alveolar pulmonar). Presenta un area de 1.5-2 m? y pesa casi 4 kg. La piel esta
formada por tejido epitelial y constituye la capa mas externa del cuerpo, al cual recubre en toda
su superficie. Est4 clasificada como una membrana, la membrana cutinea, que envuelve las

estructuras organicas (tejidos y 6rganos) y las sustancias vitales (sobretodo, liquidos).

1.1. Estructura de la piel

La piel o integumento es un organo estratificado con tres capas de tejido distinto (Figura
3.1): la epidermis, la dermis y el tejido adiposo subcutaneo (o hipodermis) /KrsTIC, 1989]. Las
dos primeras capas forman el cutis, mientras que la tercera constituye lo que se llama subcutis.
El conjunto de las 3 capas forma una estructura muy resistente: un area de 1 cm? de piel puede

soportar una traccion de 12 kg. La piel no es uniforme en toda la superficie corporal.
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Figura 3.1.- Estructura de la piel.
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Capitulo 3. Absorcion del fitato a través de la piel

A continuacion se comentaran los aspectos mas relevantes de cada capa cutanea:

1.1.1. Epidermis

La epidermis tiene un espesor que varia segun el lugar estudiado, llegando a los 1.5 mm
en las palmas de las manos y en las plantas de los pies. Se trata de una capa superficial de
células y es totalmente avascular (no tiene ni vasos sanguineos ni linfaticos). Se nutre de la capa
inferior, la dermis, la cual si estda irrigada por vasos sanguineos. A esta capa llegan
terminaciones nerviosas aferentes, que la hacen sensible al tacto, al dolor y a la temperatura. La
funcion fundamental de la epidermis es la sintesis de queratina, la cual es elastica y resistente,
ideal para sus funciones de proteccion, existiendo dos tipos: la blanda (epidérmica) y la dura

(pelo y unas).

Presenta 4 tipos celulares: los melanocitos, los queratinoblastos/queratinocitos, las
células de Langerhans y las células de Merkel /[LEONHARD, 1991]. La epidermis, que se encuentra
en un proceso constante de queratinizacion, esta constituida por 5 capas celulares diferentes,
siendo en las dos inferiores donde tiene lugar la regeneracion. Desde ese lugar las células
migran hacia la superficie de la piel llegando a queratinizarse del todo durante la migracion. En
la Figura 3.2 pueden observarse las capas de la epidermis, desde el nivel mas profundo al mas

superficial, que son las siguientes:
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Figura 3.2.- Estructura de la epidermis.
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Capitulo 3. Absorcion del fitato a través de la piel

La capa basal (la mas interna) es la regenerativa, formada por células vivas
(queratinoblastos, que son poligonales) que se reproducen continuamente por mitosis,
desplazando, estas células jovenes formadas, a las viejas de las capas superiores. En esta
capa es donde se encuentran los melanocitos, que son los responsables de la produccion
del pigmento (la melanina) que da la coloracion a la piel, tipica de cada raza. También
se encuentran las células de Langerhans con funciones defensivas (son el principal
efector de las reacciones inmunes epidérmicas) y células sensoriales de Merkel, que

permiten la percepcion por tacto prolongado.

Estrato espinoso o de Malpighi: situado por encima de la capa basal, esta constituido
por células que representan otro estadio de evolucion de las células basales (los
queratinocitos, que son mas planos que los queratinoblastos). Se unen entre si y con las
células de la capa basal formando una armadura solida, dandole estabilidad frente a la

distorsion mecanica.

Estrato granuloso: formado por elementos celulares planos que contienen granulos de
queratohialina (sustancia caracteristica de esta capa). Estas células no se pueden dividir,

ya que estan dedicadas de forma exclusiva a la sintesis de queratina.

El estrato lucido o pre-corneo: consiste en una capa celular sin capacidad de division
(no tienen nuicleo) que proporciona elasticidad a zonas sometidas a esfuerzos mecanicos

(planta de la mano, del pie) teniendo en estas zonas su maximo grosor.

Estrato corneo, que es el mas superficial, formado por capas de células epiteliales (la
mayor parte de ellas células muertas), superficiales y queratinizadas entremezcladas en
multiples capas de células lipidicas [SWEENY, 1970] que se van desprendiendo por
descamacion y renovando de forma constante, fenomeno que en condiciones normales
es imperceptible. Esta capa aparece en toda la piel excepto en las mucosas (labios, boca,
etc.). También regula la transferencia de sustancias quimicas y agentes infecciosos
hacia la dermis, y previene la pérdida rapida de agua de la epidermis hacia el medio. La
vitamina A regula la formacion de esta capa; su carencia conduce a una proliferacion

excesiva (hiperqueratosis).
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La estructura que separa a la dermis de la epidermis se denomina membrana basal, la
cual controla el intercambio celular y molecular entre los dos tejidos e interviene en el proceso
de curacion de las heridas (Figura 3.3). Los tumores malignos de la piel rompen la membrana
basal (invasion tumoral), iniciando asi la expansion tumoral. Tiene 4 zonas principales: la
membrana plasmatica de la célula basal, la lamina lucida, la lamina densa y la zona fibrosa. Sus
funciones son: soporte mecanico, barrera de regulacion de la permeabilidad, fijacion de las

células basales al tejido conectivo, rol en el desarrollo y morfogénesis de las células epiteliales.
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Figura 3.3.- Estructura de la membrana basal.

1.1.2. Dermis o corion

La dermis es una capa que se encuentra por debajo de la epidermis formada por tejido
conjuntivo fibroso, siendo mucho mas gruesa (llega a los 3 mm en la planta de los pies). La
dermis forma la mayor parte de la piel y es la que constituye el verdadero soporte de este érgano
|THIBODEAU, 2000]. Lleva a cabo también una funcion protectora (representa la segunda linea

de defensa frente a los traumatismos) siendo esencial en el proceso de cicatrizacion. Constituye

212



Capitulo 3. Absorcion del fitato a través de la piel

un gran depoésito potencial de agua, sangre y electrolitos. La dermis contiene los apéndices o

anexos cutaneos que son de dos tipos:

1.1.2.1.

1.1.2.2.

Glandulares

Glandulas sudoriparas: producen el sudor o transpiracion y llegan hasta la epidermis.

Son pequeiias, enrolladas y tubulares (Figura 3.1) desembocando sus conductos en la
superficie del cuerpo. Producen una secrecion acida (4cido lactico) que limita el
crecimiento bacteriano en la piel. Regulan el equilibrio térmico del organismo y

mantienen el pH de la superficie cutanea.

Gldndulas sebdceas: secretan grasa. Son formaciones anexas a un foliculo piloso, al

cual le desembocan su secrecion, el sebo, que tiene varias funciones: lubricante,

emoliente, fungistatica y bactericida.

Cornis

Pelos: son estructuras constituidas por células queratinizadas, fuertemente unidas entre
si, que crecen en invaginaciones epidérmicas que se implantan profundamente en la
dermis. Los pelos, juntamente con las glandulas sebaceas situadas a sus lados
constituyen la unidad pilo-sebacea (caracteristica de los mamiferos). También
encontramos las raices de los pelos con sus musculos lisos (el horripilador o erector del

pelo).

Unas: constituyen formaciones epidérmicas corneas situadas en la cara dorsal de la
tercera falange de los dedos. Protegen las extremidades digitales y aumentan la

capacidad de sujecion.

También encontramos abundantes capilares sanguineos y linfaticos, y terminaciones

nerviosas sensitivas que recogen diversas sensaciones: calor, frio, dolor,... Encontramos

diferentes tipos de fibras que dan lugar a la flexibilidad, elasticidad, suavidad y resistencia

caracteristica que presenta. Estas son:

Fibras de colageno: son el principal componente de la dermis.
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- Fibras elasticas: son las responsables de la elasticidad de la piel. Son mas escasas.

- Fibras de reticulina: son mucho mas escasas. Se disponen alrededor de los anexos

(pelos, unas, glandulas) y de los vasos sanguineos.

Segun la disposicion de estas fibras, la dermis estd dividida en tres zonas que, de nivel
mas superficial a mas profundo, son: dermis papilar, dermis reticular y dermis profunda. Las
células que forman principalmente la dermis se denominan fibroblastos, que son las encargadas
de producir las fibras de colageno y elasticas. También se encuentran presentes células del
sistema inmunologico: linfocitos, macréfagos, eosinofilos y mastocitos. Estos ultimos

intervienen en reacciones alérgicas e inflamatorias.

Entre la dermis y el cutis no hay una delimitacion pronunciada.

1.1.3. Tejido subcutaneo, subcutis 0 hipodermis

Por debajo de la dermis encontramos el tejido subcutaneo que se compone de tejido
conjuntivo laxo y adiposo [LOPEz, 1986]. En ¢l se almacena las reservas de grasa del organismo,
que constituyen un amortiguador contra los golpes (por ejemplo de las prominencias 6seas en
las nalgas) y un aislante térmico del cuerpo. El espesor de esta capa, que varia enormemente de

una persona a otra, depende del tamafio y el numero de células de grasa.

Este tejido contiene nervios cutaneos, vasos sanguineos, vasos linfaticos y glandulas
sudoriparas. En toda la extension del tejido subcutaneo tenemos los ligamentos de la piel, que
son unas pequefias bandas fibrosas y abundantes, y su funcion es unir la superficie profunda de
la dermis con la fascia profunda. Son precisamente estos ligamentos quienes permiten mover la
piel sobre las estructuras que se encuentran situadas por debajo de ella. Se encuentran los
receptores tactiles (Meissner), del frio (Krause), del calor (Ruffini) y de la presion y vibracion

(Vater-Pacini).

Por debajo del tejido subcutaneo se encuentra la fascia profunda; se trata de una capa
densa de tejido conjuntivo que rodea las capas inferiores del musculo esquelético y que ya no se
considera parte de la piel. Dentro de la estructura de la fascia profunda se crean
compartimientos fasciales, que pueden contener o dirigir, por ejemplo, la propagacién de una

infeccién o tumor.
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1.2. Funciones de la piel

La piel ofrece:

1. Proteccion al organismo frente al medio exterior: traumatismos mecanicos, agentes
fisicos, agentes quimicos, invasiones de bacterias y otros agentes infecciosos, cambios
bruscos de temperatura del medio exterior y exposicion prolongada a las radiaciones

solares ultravioletas.

2. Regulacion térmica a través de las glandulas sudoriparas (evaporacion del sudor), de los
vasos sanguineos (mediante fendmenos de vasodilatacion/vasoconstriccion) y por

aislamiento proporcionado por grasa y pelo.
3. Sensibilidad a través de los nervios superficiales y sus terminaciones sensitivas.

4. Funcion excretora complementaria a los rifiones: el sudor contiene una diversidad de
sustancias (sales inorganicas, urea, acido Urico, amoniaco, creatinina) que lo hacen

parecido a la orina.

5. Funcidn secretora: la grasa es secretada por glandulas especificas hacia la superficie. La
grasa impide la sequedad y las fisuras de la piel, protege contra la excesiva radiacion

ultravioleta y ayuda a mantener docil el cabello.
6. Funcidon nutritiva: en la piel se forma la vitamina D por accion de los rayos solares.

7. Papel importante en el intercambio de gases.

2. Absorcion topica

La accesibilidad y la posibilidad de mantener intactas las preparaciones que se aplican
sobre la piel durante un periodo prolongado, ha dado como resultado el creciente uso de la via
topica como ruta de administracion de diferentes sustancias. Cuando se libera un principio
activo pueden ocurrir diferentes fendmenos; asi por ejemplo, si la molécula se adhiere a la
superficie de la piel o de una mucosa por uniones idnicas, por puentes de hidrogeno o por

fuerzas de Van der Waals, el fendmeno se denomina adsorcion. Si por el contrario, llega a las
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capas internas de la piel pero no llega a los capilares, el fenomeno se conoce como penetracion.
Soélo cuando el principio activo atraviesa la pared de los capilares y llega al torrente sanguineo
podemos hablar de absorcion. Asi, para que una sustancia pueda llegar al torrente sanguineo por
via topica primero tiene que difundirse a través de la capa cornea y atravesar las otras capas de
la epidermis. Después llega a la dermis donde puede contactar con el sistema vascular y pasar

finalmente a la sangre /MOORE, 2002].

Existen diferentes mecanismos de paso de membranas bioldgicas, que por orden de
importancia son: difusion pasiva, el transporte convectivo, el transporte activo, el transporte
facilitado, el transporte por par i6nico y la endocitosis o pinocitosis (transporte de particulas).
Todos estos son mecanismos generales que se pueden producir en la absorcion de sustancias a
través de las diferentes vias de administracion. Las mas usadas son la oral, peroral,

intramuscular, intradérmica, rectal y topica (o externa).

Si comparamos la magnitud de la absorcion por las diferentes vias de administracion,
vemos que la absorcidon por via topica se encuentra limitada debido a la estructura anatomica de
la piel (de notable complejidad), que a diferencia del intestino, es mucho mas gruesa (tiene
varias capas) y los vasos sanguineos no irrigan la piel en la epidermis, la capa mas externa de la
piel. La capa coérnea (el estrato mas superficial de la piel) es la principal barrera que se opone al
transporte a través de la piel. En esta capa se forma un complejo queratin-fosfolipidico que

limita el paso de sustancias quimicas y posee una resistencia eléctrica elevada.

La piel es una barrera de entrada de sustancias y agua muy poderosa. No obstante, las
sustancias que tienen simultdneamente naturaleza hidrofila y lipofila (sin ionizar) se absorben
mas facilmente por la piel que las que son solo hidrosolubles o solo liposolubles, o las que se
encuentran ionizadas. Ademas, la via topica es la unica via donde la sustancia a absorber y la

matriz que la acompafia tienen la misma importancia.

En la piel, sabemos que la absorcion se da por difusion pasiva, ya que no posee ninglin
mecanismo de transporte activo (receptores especificos para la sustancia a absorber). Este
mecanismo se caracteriza por realizarse a través de una membrana semipermeable y se rige por
las leyes de difusion de Fick, que establecen que la difusion es proporcional a la diferencia de
concentraciones a cada lado de la membrana interpuesta, siendo la constante de
proporcionalidad en este caso la constante de permeabilidad de la membrana. El principio activo

tiene que estar en disolucion acuosa en el lugar de la absorcion.
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En la piel, la difusion pasiva se produce por diferentes vias (Figura 3.4), que son

principalmente tres [HADGRAFT, 2001; POTTS, 1992; SAUNAL, 1988]:

- Transcelular (1): es la mas importante, especialmente para sustancias hidrofobicas. Las
sustancias que se absorben lo hacen atravesando las células epiteliales de la capa cornea de la
epidermis, disolviéndose en su membrana de acuerdo con su liposolubilidad y coeficiente de

particion.

- Intercelular (2): la sustancia entra a través de las uniones e intersticios que hay entre

las células epiteliales.

- A través de los anexos: las sustancias se absorben a través de la pared de las glandulas
sudoriparas (3), los foliculos pilosos (4) y las glandulas sebaceas (5). Esta via es la que se da en

menor porcentaje.

Figura 3.4.- Vias de penetracion a través de la piel.

En la Tabla 3.1 se observan las difusividades para el agua y volumenes relativos de
algunas vias de penetracion; como podemos ver, aunque la via transcelular no presenta los
valores mas altos de constante de difusividad, su volumen fraccional provoca que sea una via de

entrada muy importante [SCHEUPLEIN, 1971]. Por otra parte, es evidente que la difusion a través
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de los anexos es mdas rapida (presentan constantes de difusion mas altas) que la via

transdérmica, pero su abundancia es muy inferior, suponiendo un efecto poco significativo.

Tabla 3.1.- Importancia relativa de las vias de penetracion sobre la permeabilidad del agua a través de la
piel.

Via de penetracion

Volumen fraccional

Constante de difusion
Transcelular 0.999 5-10-10™"
Intercelular - 1-10 - 10

Foliculo piloso 1-2-107 5-20 - 10
Glandula sudoripara 3-5-10" 1-20 - 10°°

Cuando se administra un principio activo (PA) por via topica o transepidermal (ya sea
crema, pomada, gel o emulsion liquida) el transporte se lleva a cabo mediante una serie de

etapas en las que se sigue la secuencia de liberacion, penetracion, permeacion y absorcion,
como podemos ver en la Figura 3.5.

farmacéutica

P.A. en la forma I

Liberacion

P.A. en la interfase forma
farmacéutica-piel

Penetracion

P.A. dentro de
la epidermis

Permeacion

P.A. en la dermis e
hipodermis

Absorcion

P.A. en la sangre I

Figura 3.5.- Etapas de la absorcion transepidermal.
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Hoy en dia ya se han descrito varias aplicaciones de uso topico del fitato, molécula para
la cual se ha conseguido su absorcion topica, llegada a la sangre y eliminacion a través de la
orina [GRASES, 2005a]. Entre las aplicaciones dérmicas del fitato, la mayor parte de ellas, hacen
referencia a su accion antienvejecimiento prematuro o como agente despigmentante [UEZEN,

1998].

Otros estudios parecen demostrar cierta capacidad del fitato para inhibir el cancer de
piel /[Gupta4, 2003; IsHIKAWA, 1999] v también para evitar calcificaciones subepiteliales /GRASES,

2005b].

A pesar de estos hechos, se sabe aun muy poco de la absorcion de fitato a través de la
piel y del tracto gastrointestinal. Mediante administracion topica se observd un nivel urinario
maximo de fitato en ratas diez veces mayor que por via oral catorce dias después del inicio del
tratamiento /GRASES, 2005a]. Una posible explicacion a este hecho seria considerar que en el
tracto gastrointestinal el fitato puede formar especies insolubles con proteinas y cationes
divalentes y trivalentes que provienen de la dieta, con lo que no podria ser absorbido. La
formacion de estas especies insolubles no tiene lugar si la absorcion del fitato se hace por via
topica. No obstante, todavia quedan muchos aspectos a clarificar sobre la absorcion de fitato,
uno de los cuales es el efecto que presenta la matriz vehicular donde se encuentra el fitato en su

absorcion.

Desde el punto de vista farmacotécnico, las formas de administracion topica son las mas
dificiles de formular ya que constituyen el unico grupo donde el principio activo y la base o
matriz tienen la misma importancia. Este hecho se refleja en la diferencia de la actividad
terapéutica de preparados que contienen un mismo principio activo (en la misma forma
quimica), pero que estan formuladas en matrices de diferente composicion. Por esta razon, se ha
estudiado la absorcion topica del fitato en animales de experimentacion en formato crema O/W
(aceite en agua) con un porcentaje de agua del 70 %, y un gel hidratante facilmente extensible
con un porcentaje del 90 % de agua. Ademas, con cada una de estas bases, hemos
experimentado con dos concentraciones diferentes de fitato (en la misma forma quimica), para

ver la influencia que tiene la matriz en nuestro caso.

Las cremas son preparaciones homogéneas y semisolidas consistentes en sistemas de
emulsion opacos. Su consistencia y sus propiedades reoldgicas (viscosidad, plasticidad y
elasticidad) dependen del tipo de emulsion, bien sea W/O (hidrofobas) o O/W (hidroéfilas), y de
la naturaleza de los s6lidos que la forman. Una emulsion es una mezcla de aceites, grasas y

ceras con agua, de tal manera que, finalmente, se obtiene un sistema estable gracias a la accion
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de un emulsificante y/o surfactante. En nuestro caso, la crema es O/W, ya que la fase oleosa se
encuentra en menor proporcion. En este tipo de cremas el aceite se dispersa en pequenas
goticulas (formando micelas) dentro del agua (la cual tiene disuelta el fitato) que forma la fase
continua, mientras que un surfactante se encarga de rodear las goticulas de aceite formando una
emulsion (Figura 3.6); también es posible encontrar pequefias goticulas de agua en las micelas

formadas.

Aceite

Figura 3.6.- Formacion de una emulsion 6leo-acuosa.

Los geles son preparaciones homogéneas claras y semisolidas, a veces llamadas jaleas,
que poseen una fase liquida dentro de una matriz polimérica tridimensional con unién cruzada
fisica 0 a veces quimica por medio de agentes gelificantes apropiados. Los geles a menudo
presentan una liberacion mas répida del principio activo, independientemente de la

hidrosolubilidad del mismo en comparacidén con cremas y pomadas.
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3. El fitato

En el capitulo 2 de esta tesis ya se ha comentado el efecto inhibidor de la cristalizacion
que presenta el fitato. Sin embargo, quedan otros muchos aspectos de esta molécula a los cuales
no se les ha hecho referencia. El fitato (myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihidrogenfosfato),
acido fitico o InsPy), fue descubierto en el afio 1872 por Pfeffer en semillas de vegetales, donde
se encontraba en forma de sal céalcico-magnésica (la fitina). No obstante, no fue hasta 1914
cuando Anderson [ANDERSON, 1914] establecio la estructura correcta del fitato [ERDMAN, 1979;

HARLAND, 1986; THOMPSON, 1987] (Figura 3.7).

Figura 3.7.- Estructura del myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihidrogenfosfato).

3.1. Localizacion del fitato

El acido fitico, representado como InsPg, es el inositol fosfato mas abundante de la
naturaleza. El fitato se encuentra en cantidades importantes en los cereales, en las semillas y en
los frutos secos [HARLAND, 1987], siendo en el germen de las semillas en donde se encuentra en
mayor cantidad; encontramos menos en el endosperma de las semillas y minimamente en las
raices [CAMIRE, 1982; RAVINDRAN, 1994]. El contenido en fitato de diferentes semillas comprende
valores de entre 0.4 — 6.4 % [0GawA4, 1975; REDDY, 2002/, como puede verse en la Tabla 3.2, a las

que sirve como fuente de fosforo durante la germinacion [GIBsoN, 1990; R4Boy, 1990].
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Tabla 3.2. Contenido en fitato en % respecto al peso seco de diferentes semillas.

Vegetal Fitato (%)

Maiz 2-6.4
Trigo 1.1-4.8
Judia 2.5
Cacahuete 1.9
Arroz 2.2
Girasol 1.9
Soja 0.1-1.8
Cebada 1
Guisante 0.9
Avena 0.8

3.2. Absorcion, distribucion, excrecion y toxicidad del fitato

3.2.1. Estudios con animales de experimentacion

Se ha demostrado que los niveles de fitato en el organismo se encuentran directamente
relacionados con su ingesta oral (la sintesis enddgena de novo por parte del organismo es
practicamente nula) /GRASES, 2000a; GRASES, 2001a], lograndose niveles plasmaticos maximos
tanto con una dieta que contiene un 1 % en forma de sal sddica, como con una que contiene un
0.12 % en forma de sal calcico-magnésica (fitina) procedente de germen de garrofin /GRASES,
2001b]. Asi, un consumo de fitato de 20.9 mg por kg de peso corporal y por dia provoca la
excrecion urinaria maxima, que corresponde a un 2 % de la dosis ingerida. Aumentos
posteriores de la cantidad de fitato suministrada no originan nuevos incrementos en la excrecion
urinaria. Por otra parte, la concentracion urinaria de fitato disminuye hasta valores no
detectables (a los 22 dias) cuando se elimina completamente de la dieta [GRASES, 2000a; GRASES,

20014].

Una vez absorbido, el fitato se distribuye desde la sangre hacia los 6rganos y tejidos,
donde la cantidad presente depende claramente de su aporte exdgeno. Este hecho lo confirman
estudios de su presencia en orina, plasma, rifion, higado, hueso y cerebro de animales de
experimentacion, en los que se observa que la concentracion plasmatica es 10 veces inferior a la
urinaria y 100 veces inferior a la concentracion en el cerebro. Al suprimir el fitato de la dieta,
todos los niveles bajan de forma drastica, atribuyéndolo a la disminucion del fitato extracelular

[GRASES, 2001a; GRASES, 2001c].
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Recientemente se ha conseguido la absorcion del fitato por via topica mediante el uso
de una crema, siendo sus niveles urinarios unas 10 veces superiores a los que se consiguen a
través de la dieta y existiendo una relacion entre la concentracion excretada y la concentracion
de fitato utilizada en la crema. Se ha observado que el fitato sodico al 2 % (gracias a su mayor
solubilidad) se absorbe en mayor cantidad que la sal calcico-magnésica (fitina) a la misma
concentracion. No obstante, también existe un maximo de absorcion para las dos sales por
encima del cual no se excreta mas fitato a través de la orina, obteniéndose unos valores urinarios

de unos 45 y 15 mg/L respectivamente [GRASES, 2005a].

Una ventaja que presenta el fitato es su casi nula toxicidad, como se demuestra en
estudios de toxicidad aguda del acido fitico y del fitato sédico administrado por via oral en ratas
y ratones, en los que se obtuvo una DL50 situada entre 400 y 2.750 mg/kg [Fuiitant, 1987;
IsHIKAWA, 1987]. Estudios con animales de experimentacion han demostrado que el fitato es muy
seguro y que no presenta efectos toxicos, incluso cuando es administrado durante largos

periodos de tiempo y/o elevadas dosis /[ULLAH, 1990].

3.2.2. Estudios con humanos

De los estudios realizados en humanos se obtienen conclusiones paralelas a las
obtenidas con ratas. Asi, el fitato se encuentra presente en la orina humana a concentraciones
que oscilan entre los 0.5 y 6 mg/L, siendo las concentraciones encontradas en litidsicos de
oxalato calcico significativamente menores a las encontradas en el grupo de individuos sanos

[GRASES, 1996; GRASES, 1998; GRASES, 2000b; GRASES, 2001d].

Cuando se elimina completamente el fitato de la dieta durante 36 horas, su
concentracion urinaria disminuye a la mitad [GRASES, 2000b], mientras que si el periodo es de
dos semanas la concentracion se reduce en un 90 % en orina y en un 74 % en plasma [GRASES,
2001d]. Por otra parte, al retomar la dieta normal o al consumir algiin complemento dietético se
restablece la concentracion basal de fitato, encontrandose el maximo de absorcion a las 4 horas
de su ingesta. Analogamente a los animales de experimentacion, existe una cantidad ingerida
optima de fitato, cuya absorcion no depende de la sal utilizada (fitina o fitato sdédico), por
encima de la cual no se absorbe mas. Los niveles urinarios y plasmaticos de fitato dependen

basicamente de la dieta (el organismo no puede sintetizarlo) /GRASES, 2001d].
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Ademas, los valores de concentracion plasmatica del fitato se encuentran directamente
relacionados con los de su excrecion urinaria (orina acumulada durante las dos horas previas a
la recoleccion de la muestra sanguinea), demostrando asi que la concentracion de fitato urinario
se puede utilizar como un marcador de la situacion en que se encuentra el fitato en el organismo

[GRASES, 2001d].

Por otra parte, se ha demostrado que la absorcion por via oral de fitato no depende de
las condiciones del estdbmago (vacio, lleno o basificado y lleno) y no tiene lugar solamente a
nivel estomacal (como se habia creido hasta ahora), sino que también se da durante el transito
intestinal, independientemente de la existencia o no de un transportador especifico [GRASES,

2006].

3.3. Fitato y biodisponibilidad mineral

Desde su descubrimiento, los primeros estudios nutricionales sobre el acido fitico
[HARRISON, 1939; MELLANBY, 1925] parecian demostrar que podia llegar a provocar raquitismo en
perros. A partir de este estudio, surgieron otros muchos en los cuales se le atribuia propiedades
de antinutriente [DAVIES, 1979; FORBES, 1979; FORBES, 1984; HURRELL, 1992; KHOKHAR, 1994;
MANARY, 2000; PALLAUF, 1999; REDDY, 1982; ZHOU, 1992], hecho que hizo aconsejable eliminarlo
de la dieta para evitar problemas de biodisponibilidad de determinados metales [HARLAND, 1987;
MacGa, 1982; RICKARD, 1997]. Se basaban en que era una molécula con seis grupos fosfato (tenia
mucha carga) y que, ademas, presentaba mucha afinidad para cationes divalentes y trivalentes,
con los que podia formar especies insolubles a nivel intestinal, evitando su absorcion y
reduciendo la biodisponibilidad de estos elementos: calcio, hierro, zinc, magnesio y manganeso

[EVANS, 1988; MARTIN, 1986].

Por otra parte, y oponiéndose a estos estudios, se han publicado otros trabajos donde se
demuestra que el consumo de cantidades moderadas de acido fitico junto a dietas equilibradas
desde el punto de vista mineral no provocan problemas de biodisponibilidad /CULLUMBINE, 1950;
DAVIDSSON, 1997; GRAF, 1984a; GRASES, 2001b; GRASES, 2004a; SANDSTROM, 2000; SIQUEIRA, 2001,
WALWER, 1948]. S6lo en el caso de su consumo en grandes cantidades juntamente con dietas
pobres en contenido mineral se pueden producir problemas de biodisponibilidad mineral
|CULLUMBINE, 1950; KELSAY, 1987; SANDSTROM, 2000; WALWER, 1948]. Asi, para inhibir la

absorcion de calcio en pacientes hipercalcitiricos son necesarias dosis muy elevadas de fitato
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sodico, 8.8 g por dia [HENNEMAN, 1958], siendo la ingesta de fitato en una dieta mediterranea

equilibrada de 0.7-1.4 g por dia [MIRALPEIX, 1989].

3.4. Efectos beneficiosos del fitato

La posibilidad de determinar el fitato a los niveles fisiologicos (donde se encuentra a
bajas concentraciones) [GRASES, 1996; GRASES, 2004b; MARCH, 1998; MARCH, 2001; PERELLO, 2004]
ha permitido profundizar en el estudio de la actividad biologica real de esta molécula de manera
que ha pasado de ser considerada una sustancia no deseada a un producto con beneficios
importantes para la salud, siempre que se consuma en cantidades adecuadas y en una dieta mas
o menos equilibrada [CONTE, 1999; GRASES, 1989; GRASES, 1991; GRASES, 1994; HAWKINS, 1993;
OWEN, 1996; REDDY, 1999; SHAMSUDDIN, 1995; SHAMSUDDIN, 1997]. De entre estos beneficios

podemos destacar:

3.4.1. Actividad antineoplasica (anticancerigena) del fitato

La incidencia de cancer de colon en paises industrializados es muy alta, siendo la dieta
una factor determinante en su desarrollo y no tanto los factores genéticos /WYNDER, 1977]. La
incidencia de este tipo de cancer disminuye de forma considerable cuando se consumen dietas
ricas en cereales, legumbres y frutas; es decir, dietas ricas en fitato [ARGILES, 1998; ENGLYST,
1982; GRAF, 1985; GRrAF, 1993]. Varios estudios en modelos animales muestran que el fitato
reduce la prevalencia, la frecuencia y el tamafio de los tumores, encontrando una relacion dosis
respuesta positiva [REDDY, 1999; ULLA4H, 1990]. La adicion de fitato en tan solo un 1-2 % en la
dieta es suficiente para suprimir completamente el desarrollo de estos procesos cancerigenos

[PRETLOW, 1992; SHAMSUDDIN, 1988; SHAMSUDDIN, 1989].

Estudios en los que se han usado cultivos celulares han demostrado la capacidad
anticancerigena del fitato en una gran variedad de células y tejidos, sugiriendo un efecto
antineoplasico al regular la proliferacion celular pudiendo ser un agente quimico-preventivo
importante [SHAMSUDDIN, 1997]. Varios estudios en animales demuestran la accion del fitato en
la prevencion y en la disminucion del niimero de tumores en el cancer de mama [SHAMSUDDIN,
1999; THOMPSON, 1991; VUCENIK, 1993], en el cancer de higado [VUCENIK, 1998a], pudiendo

presentar también un papel terapéutico importante para el tratamiento del Rabdomiosarcoma, un
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tipo de cancer que se origina en los tejidos blandos del cuerpo incluyendo musculos, tendones y
tejido conectivo [VUCENIK, 1998b]. En general, los mecanismos de accion de la actividad anti-

cancer del fitato se pueden clasificar en tres bloques:

- Alteracion genética: el fitato influye en genes reguladores del ciclo celular y en genes
supresores de tumores [SHAMSUDDIN, 1997] ¢ interfiere en procesos de transduccion [HUANG,

1997].

- Exaltacion inmunitaria: el fitato provoca un aumento de la respuesta inmunitaria

[BATEN, 1989; MORRISON, 1994; REDDY, 1999; URBANO, 2000].

- Propiedades antioxidantes: el hierro es capaz de catalizar la formacion de radicales
libres hidroxilo /GRr4F, 1984b]. Estos radicales libres son muy peligrosos siendo los responsables
en muchas ocasiones de los procesos de iniciacion tumoral. El fitato puede formar quelatos con
el hierro evitando asi la accion catalizadora de éste [GRAF, 1984b; GRAF, 1987; GRAF, 1990;
HAWKINS, 1993; MIDORIKAWA, 2001], hecho que muy probablemente constituye la base de la
capacidad antitumoral del fitato. Ademas, la progresion tumoral también se podria limitar por
quelacion de otros iones tales como magnesio y zinc, ya que ambos son criticos para la

proliferacion de las células tumorales [UrRBANO, 2000].

3.4.2. Accion del fitato en enfermedades cardiovasculares

3.4.2.1. Dislipidemia

El aumento del colesterol asi como el de otras grasas (lipidos) en sangre, por encima de
sus valores normales se denomina dislipidemia o dislipemia. Varios estudios demuestran el
efecto beneficioso que podria ejercer el fitato en la reduccion de los niveles de colesterol
[TROWELL, 1972; TROWELL, 1973] y triglicéridos en sangre [JARIWALLA, 1999], como consecuencia

de su capacidad para disminuir la lipogénesis hepatica [KaT4v4MA4, 1999].
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3.4.2.2. Agregacion de plaquetas

La adhesion de plaquetas sobre las células endoteliales y su posterior agregacion son
pasos clave en el desarrollo de la aterosclerosis. Un estudio utilizando sangre humana demostro
una disminucion significativa de la agregacion de plaquetas activadas (incubadas con fitato),
encontrandose una relacion dosis-respuesta positiva. Este hecho podria sugerir el papel

potencial del fitato en la reduccion de enfermedades cardiovasculares [VUCENIK, 1999].

3.4.3. Utilidad del fitato en el tratamiento de la hipercalciuria

En un estudio in vivo [GRASES, 2004c] se ha observado como la administracion oral de
sales de fitato (sodica, potasica, magnésica-potasica) da lugar a una disminucion de la excrecion
y la concentracidn de calcio en orina (gracias a que captura el calcio dietético a nivel intestinal e
impide su absorcidon) siendo ésta mas significativa cuando se consumen dosis mayores de
calcio. El fitato potasico es la sal que provoca una mayor reduccion, siendo ¢ésta mas elevada a
medida que aumenta la concentracion de fitato administrado hasta un 1 %. Asi, el fitato podria
considerarse una alternativa (a los ortofosfatos, etc.) para el tratamiento de la hipercalciuria

absortiva (el aumento de la absorcion intestinal de calcio).
La fitina (fitato calcico-magnésico), que es la sal natural de fitato, no presenta ningiin

efecto sobre el calcio urinario por la insolubilidad de la sal y por el hecho de llevar calcio ya

incorporado en la molécula /GRASES, 2004¢].
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CONCLUSIONES

En estudios in vitro los detritus celulares y la mucina, a bajas concentraciones
(inferiores a 100 mg/L para los detritus e inferiores a 15 mg/L a pH = 5.5 y a 250 mg/L
a pH = 7.0 para la mucina) presentan capacidad inhibidora de la cristalizacion de
oxalato calcico monohidrato y de fosfato calcico. Sin embargo, a mayores

concentraciones, forman agregados que actiian como nucleantes heterogéneos.

El fitato, el pirofosfato, el citrato y el pentosan polisulfato inhiben de forma efectiva la
formacion de cristales de oxalato calcico monohidrato sobre detritus celulares y mucina.
Las concentraciones de estas sustancias con capacidad inhibidora efectiva (300 mg/L
para el citrato, 1 mg/L para el pirofosfato y 1 mg/L para el fitato) son del mismo orden

que las encontradas normalmente en orina.

El hecho de que la mucina y los detritus celulares tengan aparentemente un
comportamiento antagénico como promotor y como inhibidor, puede explicarse si se
considera su afinidad por el i6n calcio, causando alteraciones en la cristalizacion de
sales de calcio y, por tanto, actuando como inhibidor a bajas concentraciones. Sin
embargo, a concentraciones elevadas, pueden formar particulas sélidas (agregados) que
queden retenidas en cavidades de baja eficacia urodinamica, actuando como nucleantes

heterogéneos e induciendo la formacion de cristales.

Es muy dificil que en condiciones normales en orina humana se puedan formar cristales
de CaF, con capacidad para inducir nefrolitiasis. En el caso extremo de que pudieran
llegar a formarse, aunque fuera en muy pequefia cantidad, podrian actuar como
nucleantes heterogéneos activos del oxalato calcico. No obstante, la actividad inhibidora
del fitato y pirofosfato (a concentraciones encontradas normalmente en orina) puede

prevenir dicha formacion.

Los resultados observados, tanto in vivo como in vitro, demuestran que los fragmentos
residuales post-LEOC sufren recrecimiento, lo que supone un gran riesgo de recidiva ya

que actian como nucleo para el crecimiento de nuevos cristales.

En todos los calculos renales desarrollados in vivo sobre fragmentos post-LEOC se
observa claramente en el fragmento el desarrollo de la zona externa del calculo ya que
el sentido de crecimiento de los cristales cambia bruscamente en determinadas caras. En

los estudios in vitro se han obtenido los mismos patrones de crecimiento que en los
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calculos desarrollados in vivo sobre fragmentos post-LEOC, demostrandose asi que es

un modelo experimental adecuado para estudiar la evolucion de la litiasis residual.

Sobre los fragmentos post-LEOC de oxalato calcico monohidrato en condiciones de
normocalciuria se desarrollan inicamente cristales de oxalato calcico monohidrato. En
condiciones de hipercalciuria y pH = 5.5 los cristales formados son de oxalato célcico

dihidrato, mientras que a pH = 6.5 se forma mayoritariamente hidroxiapatita y brushita.

Sobre los fragmentos post-LEOC de oxalato calcico dihidrato en condiciones de
normocalciuria y pH = 5.5 unicamente se forman cristales de oxalato célcico
monohidrato. A pH = 5.5 e hipercalciuria y a pH = 6.5 y normocalciuria, se forman
mayoritariamente cristales de oxalato calcico monohidrato. También se pueden
encontrar cristales de oxalato calcico dihidrato y, s6lo a pH = 6.5, pequefias cantidades
de hidroxiapatita. En condiciones de hipercalciuria y pH = 6.5 se desarrollan de forma
abundante cristales de oxalato calcico dihidrato, aunque también pueden encontrarse
cantidades significativas de hidroxiapatita y brushita, y en algunos casos cristales de

oxalato calcico monohidrato.

El fitato y el pirofosfato son dos inhibidores que reducen de forma efectiva el
crecimiento de los fragmentos post-LEOC de oxalato céalcico monohidrato y oxalato
calcico dihidrato en las condiciones estudiadas, siendo el fitato el tnico que a valores de
concentraciones encontradas normalmente en orina, puede bloquear totalmente el
desarrollo de dichos cristales. El citrato, en las condiciones en que fue estudiado, no

present6 ningtn efecto inhibidor.

Sobre los fragmentos post-LEOC de hidroxiapatita a pH = 6.5 y en condiciones de
normocalciuria se observa la formacion de cristales de oxalato calcico monohidrato,
mientras que en condiciones de hipercalciuria se observa principalmente la formacion
de brushita, aunque también se forma hidroxiapatita y oxalato calcico dihidrato. Sin

embargo, la presencia de fitato puede inhibir el desarrollo de dichos cristales.

El ritmo de crecimiento de los fragmentos en condiciones de hipercalciuria y pH = 6.5
es muy superior al resto de situaciones estudiadas, por lo que la combinacién de estas
dos variables junto a la presencia de fragmentos residuales de calculos supone un claro

factor de riesgo para la recidiva.
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12.

13.

14.

15.

En el estudio in vivo, solamente las ratas sometidas a induccion de calcinosis del grupo
no tratado con fitato presentan depodsitos importantes de calcio en los rifiones. En este
grupo, el analisis histologico del tejido papilar revela la presencia de depositos calcicos
intratubulares y en los vasos sanguineos. También se detectan areas calcificadas en la
papila renal. Sin embargo en los animales del grupo control y del grupo tratado con
fitato no se observa la presencia de estos depositos. El contenido total de calcio en
rifdn en el grupo control y en el grupo tratado con fitato es un 95 y un 91 % inferior
respectivamente al del grupo no tratado con fitato, por tanto se demuestra claramente la

accion del fitato como inhibidor de la cristalizacion a nivel de tejido intrapapilar.

El fitato administrado topicamente en animales de experimentacion se absorbe a través
de la piel, llega a la sangre y se excreta finalmente a través de la orina. La absorcion de
fitato tiene lugar tanto cuando se administra en forma de crema como cuando se utiliza
un gel. Este hecho es debido a que el fitato se encuentra en la misma forma y medio, a

pesar de las diferencias existentes en las matrices vehiculares.

Existe una relacion clara entre el fitato presente en la crema y/o gel y la concentracion
de fitato excretada en la orina. La absorcion de fitato a través de la piel en animales de
experimentacion presenta niveles superiores cuando se utiliza el gel, aunque sélo se
encuentran diferencias significativas entre la crema y el gel al 4 % después de 14 dias

de tratamiento.
La administracion a través de la piel de fitato en humanos incrementa su concentracion

en fluidos biologicos, demostrando asi que la administracion topica puede ser

considerada como una nueva via de aportacion de fitato en humanos.
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