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Resum
|

La litiasi renal és una patologia caracteritzada per la formacié de calculs, que afecta entre I'1 i
10% de la poblacié. Aquests calculs es poden classificar en diferents grups, entre els que destaca el
d’'oxalat calcic monohidrat (COM) de cavitat, que es pot subclassificar en tipics i atipics, segons la
seva morfologia. Els calculs de COM de cavitat posseeixen una matriu organica amb un alt contingut
proteic, que participa en la formacié dels calculs, i que podria ser la causant de la diferent morfologia
entre els calculs tipics i atipics. Per tal de caracteritzar i diferenciar la matéria organica de la matriu
d’aquests dos tipus de calculs es va realitzar una extraccié proteica seguint la metodologia de dos
articles en queé es realitzava aquest procés. Al no aconseguir dissoldre els calculs ni obtenir resultats
significatius, es va procedir a la recerca bibliografica d'altres medis d’extracci6 amb capacitat per
dissoldre calculs. Aquests es provaren en precipitats de cristalls d’oxalat calcic, com a un model
simplificat del calcul. Un cop escollits els dos medis amb major grau de dissolucié s’aplicaren a
calculs de COM aconseguint una dissolucio de fins al 46% del calcul. Mitjangant microscopia
electronica s’observa que aquests medis dissolien el COM perd no tenien la capacitat de redissoldre
les proteines, per aixo s’aplica un segon medi d’extracci6 més adequat al contingut proteic. Es
proposa la metodologia a seguir per a una correcta caracteritzacié i diferenciacié de la mateéria

organica d’aquests calculs.

Abstract

Renal lithiasis are a condition, affecting between 1 and 10% of the population, characterized by
the formation of calculi. These can be classified into different groups, and the calcium oxalate
monohydrate cavity (COM) group is one of the most important; this one can be sub classified
according to their morphology into typical and atypical. COM calculi of cavity have an organic matrix
with a high protein content, which is involved in the formation of calculi and could be the cause of the
different morphology between typical and atypical calculi. To characterize and differentiate the organic
matrix of these two types of kidney stones, the protein extraction was performed following the
methodology of two articles in which this process was described. Not achieving to dissolve the calculi,
no significant results were obtained. And other extraction mediums with capacity of calculi dissolution
were searched into the bibliography. These other mediums were tested in crystal precipitates of
calcium oxalate as a calculi simplified model. Two mediums with greater dissolution power were
chosen to be applied to COM calculi of cavity, obtaining a dissolution of the calculi up to 46%. Using
electronic microscopy we observed that these mediums dissolved the COM but they couldn't dissolve
the proteins. A second extraction medium more appropriated to protein content was applied to solve
the issue. An appropriate procedure for the characterization and differentiation of organic matter in the

calculi was suggested.
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1. Introduccio
|

1.1 Litiasi renal

La litiasi renal és una malaltia caracteritzada per l'aparicié de calculs (pedres) en qualsevol
estructura de l'aparell urinari com per exemple el parénquima renal, els calzes, la pelvis, l'uréter o la
bufeta. Una de les caracteristiques dels calculs és que presenten una composicié molt variada i a
més les causes que indueixen la seva formacié s6n molt diverses aquests dos fets principals fan que
aguesta malaltia sigui multifactorial. Als paisos industrialitzats la prevalenca de la litiasi renal oscil-la
entre I'1 i el 10%. La majoria de litiasis (60-80%) estan compostes per sals de calci (oxalat calcic,
fosfat calcic o ambdds) que son radioopaques. La resta son d’acid uric (~ 8%), d'estruvita (~ 4%),
cistina (~ 1%), o altres substancies (~ 1%). La nefrolitiasi s'associa a la historia familiar, estil de vida i

a dietes no equilibrades (Grases et al. 2013).

La seva forma de presentacio indicativa de la seva preséncia és el colic nefritic. Aquest apareix
quan un calcul es despren o bé es trenca i se situa en I'estructura dels uréters i aquests presenta un
diametre inferior al diametre del calcul. Aquest fet produeix l'obstruccié total o parcial dels uréters i
dificulta o fins i tot impedeix el flux constant d'orina. Aquesta orina s'acumula en zones superiors i
augmenta la pressié que es produeix sobre les estructures del ronyé i els conductes urinaris de
manera que s'activen els receptors nerviosos del teixit i provoquen el dolor caracteristic. El colic renal
usualment es produeix en un sol costat, perd a vegades pot passar en els dos costats de la part
inferior de l'esquena. El dolor tant pot comencar rapidament, apareixer i desapareixer i fins i tot
empitjorar amb el temps. Pot donar lloc a un dolor intens a la part inferior de I'esquena baixa o bé a
I'engonal i dolor en orinar. També pot provocar nausea i vomit conjuntament o no amb una sensaci6
de necessitat d'orinar frequentment o immediatament. S'orina menys del que és normal o es produeix

una anuresi. També es pot presentar febre.

La litiasi és conseqiiéncia de dos factors principals, el primer correspon a les caracteristiques de
l'orina, ja que es pot alterar la seva capacitat de cristal-litzacié i el segon correspon a les
caracteristiques del lloc o estructura on s'inicia la formacié del calcul. D'acord a les diferents variants
d'aquests dos grans factors poden donar lloc a una gran varietat de calculs que han d'estudiar-se tant
en la seva composici i estructura com en la seva microcomposicio i microestructura. La morfologia i
composicié de la superficie i de la seccid dels calculs pot aportar informacid6 no només de la
composicié urinaria on s'han originat siné també de les condicions anatdmiques existents en el seu
origen, com la preséncia de dilatacio pielocalicial o I'existéncia de cavitats causants d'estasi urinaria,
situacions al seu torn relacionades amb l'etiologia de la litiasi. L'analisi ha d'involucrar aquests
aspectes i oferir informacio Util per a la seva aplicacio clinica. El procés utilitzat per analitzar i estudiar
els calculs renals requereix associar técniques convencionals com l'observaci6 macroscopica i
microscopica amb tecniques fisiques com l'espectrometria infraroja (IR) i el microscopi electronic

d'escombrat associat a la microanalisi amb raigs X (Rx).

-4 -
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A partir de la informacié obtinguda en els estudis dels diferents calculs s'ha pogut establir
diferents classificacions on es relaciona la composicio i estructura del calcul amb les alteracions
fisiopatologiques tant de I'orina com del lloc on s'inicia la formacié del calcul. Una d'aquestes
classificacions ha estat realitzada per Grases et al. (2001) i que es detalla a la Taula 1, en aquesta
taula es presenta un sistema de calcificacio Gtil pel clinic dels grans grups de litiasi d'acord a un tipus
general de calcul. Cal dir que cada un dels tipus es poden fer noves subclassificacions d'acord a les

caracteristiques més especifiques del calcul.

A la Taula 1 es mostra que el percentatge de calculs d'oxalat calcic monohidrat (COM) és similar
a la d'oxalat calcic dihidrat (33,8%). Per0o cal tenir en consideracid que existeixen dos grups
diferenciats de calculs de COM; uns es formen en contacte amb la paret de la papil-la renal (12,9%),
son els calculs papil-lars, i uns altres es formen en les cavitats existents del rony6 (16,4 %),

anomenats no papil-lars o de cavitat, que son els que s’estudiaran durant el treball.

1.2 Litiasi renal d'oxalat calcic monohidrat de cavitat

Els calculs de COM de cavitat es caracteritzen macroscopicament per ser arrodonits i presentar
diversos Iobuls (Figura 1) amb un diametre igual o superior a 1 cm, i no presenten cap punt d'unio

amb l'uroepiteli.

Figura 1. Imatges obtingudes mitjangant un microscopi binocular de diferents calculs
formats per oxalat calcic monohidrat (COM). A: Calcul de COM tipic. B: Seccid transversal
del calcul de COM tipic. C: Calculs de COM atipics. D: Secci6 transversal de calcul de COM

atipic.
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Els calculs, més caracteristics, majoritaris o tipics, son d’'una coloraci6 marré fosc. Aquests
calculs presenten una estructura cristal-lina interna diferent dels calculs de COM papil-lars. Quan
s'obren, és a dir quan es fa una secci6 dels mateixos, presenten una zona central ocupada pel que es
denomina nucleant heterogeni que és el responsable de la seva formacié. Hem de considerar que
malgrat que totes les orines estan sobresaturada respecte al calci i a I'oxalat, les concentracions
normals d'aquestes substancies no sén suficients per si mateixes per induir la formacié de cristalls
d'oxalat calcic per nucleaci6 homogenia de manera que necessiten un nucli de qualsevol altre
substancia que si que es pugui formar i que sera de composici6 diferent de la resta majoritaria del
calcul. Aquest nucli, responsable de la formacié, pot estar formar per matéria organica (proteines,
detritus cel-lulars, etc.), hidroxiapatita, acid Uric, medicaments, etc.). Damunt aquest nucli o cor central

creix I'oxalat monohidrat columnar que acabara constituint el calcul.

Com s’ha indicat, les concentracions de calci i oxalat son insuficients per justificar la formacié
dels cristalls de COM per cristal-litzaci6 homogeénia i, per aixo, és imprescindible l'existéencia de
promotors (nucleats heterogenis). Aquests promotors es formen en diferents circumstancies: els
nuclis de fosfat de calci (hidroxiapatita) es produeixen quan el pH urinari és superior a 6; els d'acid
uric quan el pH és inferior a 5.5; i els de materia organica quan existeix proteindria o abundants

detritus cel-lulars deguts a qualsevol patologia (Galan et al. 1996).

L'etapa inicial imprescindible en la génesi d'una massa cristal-lina consisteix en la formacio dels
anomenats nuclis cristal-lins. La nucleacioé implica la formacié d'una particula d'una mida minima pero

estable amb capacitat de seguir creixent.

En la nucleacié6 homogenia, la formacié d’aquesta particula minima es produeix per la unié
d’espécies que constituiran els futurs cristalls, aixi la composicié del nucli i del futur cristall és la
mateixa. EIl procés és dificil i poc probable, ja que exigeix el xoc o trobada de forma simultania i
successiva de les espécies que constituiran els nuclis. Aquest procés exigeix sobresaturacions molt

elevades.

Per altra banda, la nucleacié heterogénia que origina els calculs de COM de cavitat és més
senzilla, només és necessaria la preséncia de qualsevol particula solida ja existent amb capacitat
d'atraure i retenir en la seva superficie les especies quimiques que constituiran el futur cristall a partir
d'una fase que s'anomena de creixement cristal-li. En aquests casos el nucli presenta una composicio
diferent de la resta del cristall. Al ser més senzilla, la nucleacié heterogénia es pot produir amb
sobresaturacions de les espécies quimiques més baixes. Una vegada s'ha constituit un nucli, sigui
homogeni o heterogeni, la massa cristal-lina es desenvolupa tant per fases de creixement cristal-Ii

com per processos d'agregacio primaria i/o secundaria.

El creixement cristal-li suposa la incorporacié gradual de més unitats sobre les cares del cristall
préviament format, aquestes noves unitats cristal-lines es dipositen en llocs energéticament afavorits.

Aquest fenomen es produeix facilment en dissolucions sobresaturades (Pak et al. 1971).



Marc Adria Oliver Nicolau Treball de Fi de Grau 2013/2014

L'agregaci6 primaria, impulsada i afavorida pels cristalls ja constituits o cristalls pares, implica la
formacio de nous cristalls, els anomenats cristalls fills. Les cares dels primers cristalls actuen afavorint
el creixement dels nous cristalls. Aquest fenomen no es produeix amb la mateixa facilitat en tots els
cristalls, pero si en els cristalls d'oxalat calcic (Grases et al. 1998).

L'agregacié secundaria és el procés pel qual s’estableixen enllagos febles entre cristalls ja
constituits, que resulten en la formacié d’un cristall major. La relacié entre cristalls és afavorida per la
preséencia de substancies que actuen com a pont d'unio entre cristall i cristall. Aquest procés sols es
pot produir quan en el medi hi ha una gran quantitat de cristalls. En el cas del COM l'agregacio
secundaria és escassa 0 bé inexistent i, per tant, la contribucid6 de l'agregacié secundaria és
insignificant en la formacié del calcul (Grases et al. 1992).

A més dels calculs de COM de cavitat tipics, n’existeix un altre subgrup que anomenem atipics.
Aquests presenten una coloracié amb unes tonalitats grisenques/marré clar i amb una aparenca més
brillant (Figura 1C). També presenten una estructura interna clarament diferenciada. Ambdés tipus
tenen un cor o nucli central des d’on sorgeixen capes de cristalls de COM; pero els calculs atipics
presenten unes capes amb una estructura semblant a la secci6 transversal d'un tronc d'arbre, amb un
seguit de capes conceéntriques d'anells (Figura 1D). En canvi en els tipics aquestes capes sorgeixen
de forma radial i concentrica perd sense formar anells siné que formen una estructura compacta i

ordenada (Figura 1B).

1.3 Matéria organica en la litiasi oxalo-calcica

Entre un 2 i un 6% del pes sec dels calculs d'oxalat de calci és material organic no dialitzable de
pes elevat (Boyce & Garvey, 1956), aquest material s'ha denominat matriu organica. Aquesta matriu
esta situada al llarg del calcul en un patré aparentment ordenat de lamines concentriques fibroses i
que s'’interrelacionen amb estries radials que envolten el material cristal-li (Malek & Boyce 1977). Al
voltant del 64% de la matriu esta format per proteina (Boyce & King 1959). La caracteritzacio
d'aquesta proteina podria ajudar a aclarir el paper de la matriu en la génesi del calcul. Perd s'ha
determinat que només aproximadament un 25% de la matriu és soluble facilment (Boyce et al. 1962),
cosa que dificulta la identificacié de les proteines existents. La resta de la composicio proteica (75%)

és igualment dificil de determinar.

Aquesta proteina pot tenir dos origens diferents; un és el que permet la nucleacié heterogénia i el
creixement inicial de cristalls d'oxalat de calci. Aquests cristalls inicials contenen una matriu de
components organics urinaris normals (Khan & Hackett 1987) que estan en proporci6 a la seva afinitat
amb la superficie del cristall (Leal & Finlayson 1977). Existeix la hipotesi de qué la proteina restant, la
gue no correspon als components organics urinaris normals, procedeix de quan aquests cristalls
creixen provocant I'abrasié de l'uroteli renal que estimula la produccié d'un segon tipus de proteina. A

partir d’aquesta abrasio, la nova composicié proteinica de I'orina que banya els cristalls pot formar
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una matriu distinta, amb un component quimicament diferent del que presenta el calcul durant la

nucleacio que s'absorbeix damunt les superficies dels cristalls.

La formaci6é de les primeres particules cristal-lines per nucleacié heterogénia aixi com la seva
posterior retencié dins del sistema col-lector renal s6n essencials en la nefrolitiasi per a la patogénesi

de la pedra, perd podem considerar que el pas critic és el primer, perqué d’ell en depén el segon.

L'estudi del material de la matriu ha estat realitzat per Morse i Resnick (1988) de forma in vitro a
partir de la introduccié de cristalls d'oxalat calcic en I'orina i I'adsorci6 de proteines en ells i la posterior
analisi del component proteic absorbit als cristalls d’'oxalat de calci mitjangant I'electroforesi en gel. Els
resultats de I'estudi indiquen que s'incorporen proteines urinaries normals en els cristalls de forma
selectiva, pel fet que les quantitats de proteines individuals presents en els cristalls no reflecteixen les
concentracions relatives de les diferents proteines que es troben en l'orina. Cal dir que aquesta és
una conclusio obvia, ja que les proteines s'incorporaran sobre una determinada superficie en funcié
de les seves caracteristiques i no totes les proteines presenten el mateix comportament de forma

igual en tots els medis.

2. Objectiu

L'objectiu primari d'aquest treball és estudiar la metodologia per poder determinar les
caracteristiques de la matéria organica (proteines) de dos tipus de calculs d'oxalat calcic monohidrat
no papil-lar que presenten una estructura interna un poc diferenciada i que hem subclassificat com a
tipics o majoritaris i atipics o minoritaris i d'aquesta forma determinar si existeixen diferéncies en el
contingut organic d’aquests calculs, i si aquest contingut diferent determina la seva diferent
morfologia. L'objectiu secundari sera definir quins medis d’extraccié tenen millor capacitat de

dissoldre o descalcificar els calculs i resolubilitzar la fraccié proteica.

3. Materials i métodes

3.1 Extraccio i determinaci6 del contingut proteic

Inicialment es va fer una recerca bibliografica dels métodes i medis d’extraccié usats per a

I'extraccid i determinacié del contingut proteic en calculs de litiasis per tal d’aplicar-los als calculs.
3.1.1 Preparacio6 de les mostres

Les mostres utilitzades procedien de pacients dels hospitals universitaris de Palma (Son Dureta i

Son Espases) entre els anys 1986 i 2013. De la biblioteca de calculs se n’escolliren dues mostres

-9-
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diferents: la 3786SD que corresponia a un calcul del grup de COM tipic que anomenarem Mostra 1; i

la 4632SD, que corresponia a un calcul del grup de COM atipic que anomenarem Mostra 2.

Els calculs es van netejar amb una solucié de rentat (250 mL aigua destil-lada 0.9% de clorur
sodic i una gota de sabo liquid). Cada grup de calculs va ser introduit dins un tub de 15 mL de plastic
amb 5 mL de la solucié de rentat. Després es va aplicar 3 minuts de vortex seguit d’1 minut de
sonicador i, finalment, es va descartar el sobrenedant. Aquest procés es va repetir 3 cops. Després es
va aplicar 3 minuts de vortex als calculs amb 5 mL d’acetona al 98.5% i es va deixar a temperatura
ambient fins a la completa evaporacié de I'acetona. Els calculs van ser polvoritzats amb 'ajuda d’un

morter d’agata.
3.1.2 Recerca bibliografica

Es van buscar articles dels ultims 10 anys a PubMed i Google Académic, en els que s’utilitzessin
medis d’extraccié de proteines en mostres amb gran component calcic, i que s'obtinguessin una
concentracié proteica final elevada. Es van seleccionar dos medis d’extraccié: El Medi A, que
contenia 0.5 mM EDTA a pH 7.4 (Toyoda et al. 2012) i el Medi B que contenia 10 mM EDTA i 4 M de
clorhidrat de guanidina a pH 8 (Saez-Torres et al. 2004), els dos suplementats amb inhibidors de

proteases.
3.1.4 Extraccio proteica

L’extraccié comenga preparant els diferents grups, en cada un d’ells el polvoritzat de calcul es va
dividir en dues aliquotes de 100 mg en tubs d’Eppendorf, els quals foren pesats abans, per tal de
poder controlar el nivell de dissolucié i d’extraccié del calcul. En una de les aliquotes es va afegir 1
mL del Medi A i en l'altre 1 mL del Medi B. Els Eppendorf es van deixar durant 96 hores a 4°C en
agitacid constant; aquesta agitacid s’aconsegui mitjangant un mesclador compacte horitzontal

d’Eppendorf.
3.1.5 Dialisi

Després de les 96 hores es van centrifugar les mostres a 10000xg durant 5 minuts a 4°C. Els
precipitats foren rentats dos cops mitjancant 1 mL d’aigua destil-lada, i un minut de vortex seguit
d'una centrifugacié a 10000xg durant 3 min, i finalment eliminar el sobrenedant. Els precipitats
restants foren guardats en Eppendorf oberts durant 72 hores a 60 °C per tal d’eliminar les restes

d’aigua i posteriorment van ser pesats per saber el pes del calcul no dissolt restant.

Es van agafar els sobrenedants i s’introduiren dins sacs de dialisi préviament activats mitjancant
10 minuts de bany maria. Les mostres del Medi A es van introduir dins un Erlenmeyer amb 1 L d’
aigua destil-lada, i el del Medi B dins un altre Erlenmeyer de 500 mL amb PBS. Els dos Erlenmeyers

es van mantenir a 4 °C durant 48 hores i amb agitaci6é constant, realitzant 4 canvis de medi.

-10 -



Marc Adria Oliver Nicolau Treball de Fi de Grau 2013/2014

Aguesta dialisi abans del procés de quantificacié de la proteina, es realitza per tal d’eliminar
possibles components dels medis que poguessin interferir amb les reaccions futures, ja que la

guanidina i els agents quelants com el EDTA poden interferir de manera important.
3.1.6 Precipitacio de proteines

Per concentrar el contingut proteic de les mostres s’utilitza el métode per concentrar proteines
mitjancant acetona, després de la dialisi es van introduir 4 volums d’ acetona a -4 °C a cada mostra, i
rapidament s’incubaren 1 hora a -80°C. Després es van centrifugar a 5000g durant 5 minuts, tal com
s’ha vist en la bibliografia (Barritault et al. 1976). Els precipitats es van deixar reposar fins que tota

I'acetona es va evaporar, i es van resuspendre en 120 pL de tampé de carrega d’electroforesis.
3.1.7 Microscopia electronica

S'utilitza la microscopia electronica de rastreig per tal de determinar I'estructura cristal-lina del
polvoritzat abans i després del procés d’extraccio, alhora que mitjangcant una microanalisi per energia
dispersiva de rajos X (EDAX) per determinar la composicié quimica de les mostres i determinar la

seva diferencia durant el procés d'extraccié.
3.1.7.1 Microscopia electronica de rastreig

L'estructura interna de les mostres es van observar amb un microscopi electronic de rastreig
Hitachi SJ530. El microscopi electronic de rastreig mitjangant un camp magnétic permet enfocar els
rajos catodics (electrons) i obtenir una imatge tridimensional que permet I'examen de la superficie de
les estructures i la seva caracteritzacié. Aixd0 permet observar I'estructura cristal-lina amb augments
situats entre 65x i 2000x per distingir les estructures cristal-lines realitzant diverses imatges de les

mostres.

Algunes mostres es van recobrir d'or per augmentar la conductancia de la seva superficie, fent
que el feix d'electrons primaris xoquessin contra la mostra recoberta i obtenint imatges amb una major
resolucié. Aquest procediment es realitza amb un ruixador o sputter coater que recobreix la mostra

amb una finissima capa d'or.
3.1.7.2 Microan alisi per energia dispersiva de rajos X

La microanalisi per EDAX és una técnica utilitzada en microscopia electronica d'escombratge
consistent en determinar I'emissié fluorescent generada a partir d'una font emissora de rajos X que es
projecten sobre superficies puntuals d'una mostra. Els rajos X incideixen sobre determinats atoms i
aquesta energia expulsa electrons de les capes interiors de I'atom. En quedar lliures aquestes capes
inferiors, els electrons de capes més externes els ocupen, i I'excés d'energia existent en aquesta
transicio es dissipa en forma de fotons corresponents a radiacié X fluorescent; aquesta radiacié és
caracteristica de cada element quimic, possibilitant identificar els diferents elements de la mostra
(Beckhoff, 2008).

-11 -



Marc Adria Oliver Nicolau Treball de Fi de Grau 2013/2014

3.1.8 Valoracio de la proteina extreta

Per tal d’analitzar el possible efecte del contingut proteic en la formacié dels calculs va ser
necessari determinar tant els nivells de proteina de cada tipus de calcul, com la distribucié d’aquestes
proteines segons el seu pes molecular mitjangant un western blot. Aquesta informacié ens déna una
mena d’empremta proteica de cada calcul, permetent-nos realitzar una primera comparacio entre
elles. Per poder calcular la quantitat de proteina que es va aconseguir extreure del polvoritzat de
calcul s’utilitza el métode del BCA (Walker, 2009).

Es va fer una quantificacié proteica després de la dialisi i abans del westen blot. La separacio del
contingut proteic es va realitzar amb una electroforesi en un gel d’ acrilamida al 10%, on es van
carregar 10 ug de mostra en 10 uL. El gel es va deixar correr durant 40 minuts a 200 V, després es va

tenyir durant 2 hores i es va deixar destenyir durant 48 hores.

08¢ | DOEI EOUAAEE AAl 1101 AA A
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Qu

En una segona part, com a consequéncia dels resultats obtinguts, es va optar per fer una recerca
més amplia i determinar quins dels medis d’extraccié produia uns resultats més optims intentant

solucionar algunes de les deficiencies observades durant la primera part.
321 RecAOAA AEAI ET COUZLZEAA AA 1101 ARO AGA@OOAAAEES®

Per tal d’escollir el medi d’extracci6 més eficient primer es va realitzar una nova recerca

bibliografica a PubMed i Google Académic. Per a la cerca s'utilitzaren els seglients termes:
protein OR calcium oxalate monohydrate OR Stone OR kidney OR extraction method OR urinary.

El nombre d’articles que contenien aquests termes foren 6.387.197 en PubMed i 6.860.000 en el
Google Académic, a causa d’aquest major nombre de coincidéncies es va decidir seguir amb una

recerca més precisa a Google Académic, en la que es va cercar:

(protein OR proteome) AND (calcium oxalate OR calcium) AND (extract OR extraction) AND (kidney

stones OR renal calculi OR stones OR calculus) -dietary * i que fossin posteriors al 1970

Aquesta recerca dona 5510 resultats, dels quals es van seleccionar els que realment realitzaven
una extraccio proteica a partir de calculs de COM alhora que fossin reproduibles en les instal-lacions
disponibles. Es van ometre molts d’articles que eren repeticions o comprovacions d’articles més
antics, o que usaven exactament el mateix medi d’extracci6. Després d’aquest procés es van
seleccionar els 5 medis d’extraccié que es poden veure detallats en la Taula 2, on se’n pot observar la

diferent composicio.
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Taula 2: Medis d’extracci6 seleccionats de la bibliografia. En cada medi se separen els components segons

la seva funcio.

Medi Referéncia pH Quelant Buffer Agents Agent desnaturalitzant] Inhibidor de
reductors de proteines proteases
C (Toyodaet al.2012) 74 EDTA5 mM 50 mM Qorhidrat de guanidina| 1 mMPMSF
' TrisHCI 4 M

D (Williamset al. 8 EDTA 250 mM Clorhidrat de
2006) benzamidinal mM

E (Lianet al.1977) 8 EDTA 500 mM

= (Canale®t al. NE 60 mM 5 % BME | 2 % SDS + 10%ic&¥ol
2010) ' TrisHCI

G (Okumuraet al. 8 EDTA50 mM 10 mM | 10 mMDDT 7MUrea+2M
2013) TrisHCI Tiourea

BME= -Mercaptoetanol PMSF: fluorur de fenilmetanosulforil DDT: 1,1-Bis(4-chlorofenil)-2,2,2-tricloroeta N.E= No especificat

3.2.2 Formacio de precipitats de cristalls A @xalat calcic

Una vegada seleccionats els 5 medis d’extraccié es va procedir a determinar quins d’ells tenien
una major capacitat de dissolucié del calcul. Amb aquest fi, es va procedir a realitzar un estudi
comparatiu en qué s’avalua la capacitat de dissoldre cristalls in vitro de COM durant un periode de 24
h. Es va escollir el sistema de formar cristalls d’'oxalat calcic in vitro per tal d’augmentar el control
sobre la mostra a dissoldre, ja que permet controlar els tipus de cristalls que es formen aixi com la
seva mida i aquest procediment és molt més facil que utilitzar els calculs de COM de cavitat de la
biblioteca del Laboratori d’Investigacié en Litiasi Renal. Per aixo s'utilitza el procediment descrit per

formar diposits homogenis de petita mida d’oxalat calcic (Saso et al. 1998).

Amb la finalitat d’identificar quin dels medis d’extraccié tenia una major capacitat de dissolucio
del COM es van formar 60 precipitats in vitro de COM. Es van preparar 50 mL d’una dissolucio
d’oxalat sodic 0.1 M a pH 6 i 50 mL de clorur de calci 0.1 M a pH 6, els pH van ser corregits amb

I'ajuda d’un pHmetre i de dissolucions concentrades d'acid clorhidric i hidroxid potassic.

Per tal de poder saber el pes dels cristalls produits, els 60 Eppendorf de 1.5 mL es van enumerar
i pesar amb una balanca de precisi6é de 4 decimals. Posteriorment, es van introduir 500 pL de cada
solucié dins cada un dels Eppendorf, i es van deixar reposar durant 30 min a temperatura ambient.
Després es van centrifugar a 16000g durant 5 minuts, formant un precipitat compacte. El sobrenedant
va ser descartat, i es va introduir 1 mL d’aigua destil-lada per netejar possibles restes no precipitades.
Seguidament, es va fer una altra centrifugacié amb les mateixes condicions i es va tornar a descartar
el precipitat. Els Eppendorf es van deixar 24 hores a una estufa a 60 graus centigrads, per evaporar

les restes d’aigua. Un cop transcorregudes les 24 hores es van tornar a pesar els Eppendorf.
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3.2.3 Formacio de precipitats de cristalls A6 T @A 1 Adnb AklimiAE A

Per altra banda es van preparar 30 precipitats de cristalls d'oxalat calcic amb albumina
(COM+AIb) per poder simular una situacié similar als calculs de COM de cavitat, i aixi poder
determinar la capacitat d'extraccié del medi a estudiar. Per la formacié dels cristalls es va seguir el
mateix protocol que amb els cristalls sense albimina, pero introduint 8 mg/dL d'albumina en les
dissolucions d’oxalat sodic i de clorur de calci perqué aquest valor correspon al limit superior del valor
normal de contingut proteic en orina (Dugdale et al. 2013).

3.2.4 Interacci6 de dissolucions A d@xalat sodic i clorur calcic amb els medis d'extraccié

Amb la finalitat de comprovar que durant el procés de formacio dels cristalls d'oxalat calcic no es
produia cap altra compost precipitat que produis una interferéncia, es va observar la interaccié entre
I'oxalat sodic 0,1 M a pH 6 o el clorur de calci 0,1 M a pH 6 amb cada uns dels medis d’extraccio i
observar si es produia algun compost precipitat. Per aixo es van introduir 500 pL de cada una de les

dues dissolucions amb 1 mL de cada medi d’extraccio6 dins un Eppendorf préviament pesat.

mostres dels calculs

Primer de tot es van provar els 5 medis d’extraccié seleccionats de la bibliografia amb els
precipitats de cristalls de COM formats dins Eppendorf. Es van fer 5 grups, un per cada medi
d’extraccio, amb 10 precipitats cristalls per a cada grup, i es va introduir 1 mL del medi d’extraccio
corresponent a cada Eppendorf de precipitats de cristalls. Es van deixar els Eppendorf 24 hores amb
agitacio continua, utilitzant un agitador de plaques modificat, per tal d’evitar que es diposités el

precipitat en el fons de 'Eppendorf i no s'agites.

A les mostres de cristalls de COM+Alb només es van fer 2 grups de 10 Eppendorfs de precipitats
de cristalls cada un, el primer es va tractar amb el Medi D i el segon amb el Medi E. Es va introduir 1

mL de medi d’extraccié i es va deixar 24 hores amb el mateix tipus d’agitacio.

Finalment es va estudiar els dos millors medis en els dos tipus de calculs estudiats en la primera
part del treball. Es va introduir 100 mg de polvoritzat de cada tipus de calcul a un Eppendorf
préviament pesat per duplicat, a cada duplicat de cada grup es va introduir 1 mL de Medi D i a l'altre
el Medi E. Es van deixar 48 hores amb el mateix tipus d’agitacié. Transcorregut aquest temps, es va
realitzar una centrifugacié a 16000g durant 5 minuts, s’elimina el sobrenedant i es va introduir 1 mL
del Medi F que d'acord a la Taula 2 és el que té una major capacitat d'extraure proteines perd no de

dissoldre calculs de COM, i es deixaren durant 24 hores en agitacio.
326! OA1l OAAEe AA 1 6A0O0OAAAEES

Es va escollir com a parametre per determinar I'eficacia de I'extraccié la capacitat del medi

d’extraccio per dissoldre tant el COM aixi com de tornar les proteines que poguessin estar atrapades
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al seu estat dissolt. S'utilitza com a mesurant la diferéncia de pes del calcul o cristall abans (Wp— WFg)
i després (Wg — WE) de I'extraccié per tal de determinar la capacitat o percentatge de dissolucio,
obtenint el tant per cent de calcul o cristall dissolt (Y%gissoir). ON WEe és el pes de 'Eppendorf buit, Wp és
el pes de 'Eppendorf amb el precipitat i Wy és el pes després de I'extraccio, tal com descriu Saso,

Valentini (1998) amb la seglient féormula:

Oe-

pPAEOOIT I

Zpmm

Per tal d’obtenir els pesos dels Eppendorf després de I'extraccid, els precipitats resultants
d’aquesta es van centrifugar a 16000g durant 5 minuts, es va descartar el sobrenedant, es va netejar
amb 1 mL d’aigua destil-lada i es va repetir la centrifugacié. Abans de ser pesats es van deixar 8
hores a una estufa a 60 °C.

3.2.7 Microscopia electronica

S'utilitza la mateixa metodologia de microscopia electronica de rastreig que s’ha descrit a

lapartat 3.1.7.1 per comprovar I'estructura dels cristalls i calculs abans i després de I'extraccio.
3.2.8 Estadistica

El programa Microsoft Office Excel 2010 es va emprar per a I'analisi estadistica. Les diferéncies
significatives entre valors medis van ser determinades mitjan¢ant la prova t d'Student. Es considera

com a significanca estadistica un valor de p< 0,05.

4. Resultats

4.1 Avaluaciodel 8 AGOOAAAEeE AAl Ai 1T OET ¢cOO DPOIT OAEA

4.1.1 Procés d@xtraccio

Després del procés d’extraccio el precipitat resultant en tots els medis i tipus de calcul no va ser
significativament diferent del pes del polvoritzat introduit, i tots els sobrenadants tingueren la mateixa
aparenca, amb un color groc marronds fluix. Es van recuperar posteriorment a la dialisi dels
sobrenadants del Medi A 4 mL, 2,5 mL de les mostres 1, 2 respectivament. Per altra banda, del Medi

B es van obtenir 1 mL, 1 mL de les mostres 1, 2 respectivament.
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4.1.2 Quantificaci6 de proteines

La determinacié posterior a la dialisi de la concentraci6 de proteina dona com a resultat que totes
les mostres estaven situades per sota del valor de concentracio inferior de la recta patrd, impedint que
es poguessin quantificar. Després de la concentracié amb acetona les mostres tractades amb el Medi
A van donar les segiients concentracions (mg de proteina per gram de calcul): 1,07 mg/g la mostra 1 i
0,21 mg/g la mostra 2. D’altra banda, les tractades amb el Medi B: 0,31 mg/g la mostra 1 i 0,37 mg/g
la mostra 2. Aguests resultats donaren valors entre la primera i la segona concentracio de la recta

patro.
4.1.3 Western Blot

La tincid del Western Blot va resultar insuficient i sols es van poder apreciar molt debilment

algunes bandes (imatge no adjuntada).

Figura 2: Imatges obtingudes mitjancant microscopi electronic de rastreig (Hitachi SJ530) on s’observa

I'estructura microscopica de les mostres de calculs renals d’oxalat calcic monohidrat abans (A) i després de
I'extraccio proteica (B). Les condicions en que es van prendre les imatges es troben descrites en la part inferior

de cada una d’elles.

4.1.4 Microscopia electronica

L'observacié de les mostres abans i després de I'extraccid amb la microscopia electronica de
rastreig va corroborar que I'estructura no havia sofert practicament cap modificacié en cap de les
mostres després de I'extraccié. Obtenint-ne en els dos casos cristalls amb estructures ben definides,
com es pot observar a la Figura 2.

La microanalisi per energia dispersiva de rajos X va determinar que la composicié atomica dels
principals components dels polvoritzats abans de I'extraccié era en tots els casos molt similars. El

component que es troba en un major percentatge respecte a el seu pes total en la mostra va ser
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'oxigen (54,10+0,29 %), seguit del calci (29,12+1,22 %), després del carboni (15,14+1,5%) i finalment
del fosfor (1,43+0,10 %).

L’analisi de les mostres després de I'extraccié mostra que totes tenien una composicié similar, on
el principal component també era 'oxigen (54,72+1,17 %), seguit del calci (32,13+2,06 %), després
del carboni (12,69+1,15 %) i finalment del fosfor (0,46+0,1%). En la Figura 3 es poden observar les
diferéncies entre les mostres abans i després de I'extraccié representades en el tant per cent de

variaci6 del pes relatiu de cada compost.

N
o

N
o

F

o

% de variacio per superficie arbitraric

-20 T
-40
-60
-80 1
-100 Carboni Oxigen Fosfor Calci
-16,2 1,2 -68,0 10,4

Figura 3: Efecte de I'extraccio proteica sobre els polvoritzats de calculs de COM de cavitat. Els valors es
representen en % de variacio en la quantitat de I'element en la superficie de la imatge de microscopia de rastreig
després de I'extraccio respecte a la composicid inicial. Les dades es van obtenir per EDAX mitjangant un

microscopi electronic Hitachi SJ530.

4.3 Optimitzacio del métode

4.3.1 Formaci6 de cristalls A @xalat calcic

El resultat del procés de formacié de cristalls de COM in vitro foren cristalls homogenis de 7+0.28

mg de mitjana. Dels cristalls de COM+Alb en resultaren cristalls de 6,5+0.28 mg de mitjana.
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Figura 4: mg de precipitat format al interaccionar 500 pL de Ca,Cl 0,1 M, serie llisa, 0 500 puL d’oxalat sodic
0,1M, seérie retxada, amb 1 mL de cada un dels medis d’extraccié durant 24 hores. * p<0.05 comparat amb la

resta de grups.

En la determinacié de I'existéncia d'interaccio o precipitacid entre la dissolucié d'oxalat sodic amb
els medis d’extraccié (C-G) observarem que practicament no existia cap interaccié, ja que el pes del
precipitat es situa dins dels limits de £1 mg. De forma similar passa amb la dissolucié de clorur de
calci a excepcié del Medi F que forma un precipitat de 21,80+0,99 mg tal com es pot observar a la

Figura 4.
1808¢ ! bl EAAAEE AAI i AAE A6A@OOAAAEES

Després del procés d’extraccié sobre els precipitats de cristalls de COM in vitro, i aplicant la
formula de I'apartat 3.2.6, el resultat fou que el Medi D va dissoldre el 67,1+21,0 % i el Medi E el

63,9+17,4 del precipitat mentre que els altres medis no el van dissoldre siné que van augmentar el

pes del precipitat tal, obtenint valors negatius de dissolucid, tal com s'observa en la Figura 5.
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Figura 5: Percentatge de dissoluci6 dels cristalls COM in vitro al ser tractats durant 24 hores amb
agitacié constant amb cada un dels medis d’extraccio estudiats. Un augment del pes del precitat

obtenim valors negatius de dissolucio. *p< 0.05 entre els Medis D i E i la resta

En el cas dels precipitats de cristalls de COM+Alb el Medi D va dissoldre el 105,5 +4,1% cristall i

el Medi E el 96,8 £12.7 % del precipitat com es pot observar en la Figura 6.
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Figura 6: Percentatge de dissolucioé dels cristalls COM +Alb in vitro amb els medis d’extraccié D i

E. Després de 24 hores d’extraccié amb agitacié constant.
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Finalment, es va avaluar I'extraccio dels polvoritzats de calcul tractats amb els medis d’extraccio
D o E i, posteriorment, amb I'F, utilitzant la mateixa férmula que en els punts anteriors. En la Mostra 1
tractada amb el Medi D + F es va produir una dissolucié del 41,7% del calcul i la Mostra 2 del 46,2%, i

quan van ser tractades amb el Medi E + F la Mostra 1 va ser del 43,9% i la Mostra 2 del 44,6%

(Figura 7).

% de dissolucio

Medi D+F Medi E+F

Figura 7: Percentatge de dissolucié dels polvoritzats dels calculs de COM tipic (Mostra 1) representat per les
barres solides i de COM atipic (Mostra 2) representat per les barres retxades amb extraccié amb els medis D o E amb

agitacié constant després de 48 hores, i posteriorment amb el medi F durant 24 hores.

4.3.3 Microscopia Electronica

L'observacié de les mostres mitjangant la microscopia electronica de rastreig va permetre
observar com era I'estructura microscopica del precipitat de cristalls in vitro de COM (Figura 8A) i del
precipitat de cristalls in vitro COM+Alb (Figura 8B) abans del tractament. Podem observar una
estructura amb agregats de cristalls de COM poc diferenciada, que és diferent a la dels calculs

urinaris.

També observem les mostres de calculs de COM polvoritzats de la Mostra 1 un cop s'ha fet
I'extraccié mitjangant el Medi D, s’observa la quasi absencia de cristall de COM i sols queda la matriu

organica insolubilitzada (Figura 8C). El mateix ocorre amb la Mosta 1 tractada amb el medi E (Figura

8D).
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Figura 8: Imatges obtingudes mitjancant microscopi electronic de rastreig (Hitachi SJ530) A: Estructura
microscopica de les mostres dels cristalls precipitats in vitro de COM. B: Estructura dels cristalls precipitats in
vitro de COM+AIlb. C Precipitat resultant de I'extraccié mitjangant el Medi D del polvoritzat de la Mostra 1 del
calcul de COM .D Precipitat resultant de I'extraccié amb el Medi E del polvoritzat de la Mostra 1 del calcul de

COM.

5. Discussio
|

5.1 Extracci6 i determinacio del contingut proteic

L’objectiu principal del treball era caracteritzar i determinar les possibles diferéncies en el
contingut de la matriu organic de dos subgrups de calculs COM de cavitat amb caracteristiques

morfoldgiques clarament diferents, els tipics i els atipics.

En la primera s’escolliren dos medis d’extraccié que destacaven en la bibliografia per la seva

facilitat d’elaboracio i pel gran contingut aparent de proteina extreta. En el cas del Medi A s’extreien

-21-



Marc Adria Oliver Nicolau Treball de Fi de Grau 2013/2014

tedricament 153 mg de proteina per litre (Toyoda et al. 2012), que segons la bibliografia es una xifra
moderadament elevada. Per altra banda, s’escolli el Medi B, on s’obtenia una reduccié del component
mineral del 25%.

Els resultats obtinguts s’allunyaren molt dels indicats pels articles. Aixd podria ser causat, en el
cas del Medi A, per una falta d’explicacié concreta de tot el procés seguit per dissoldre el calcul, ja
que sols s’esmenta la utilitzacié d'un Eppendorf de 1,5 mL on s’introdueix el medi d’extraccid, perd no
especifica quina quantitat de medi emprat. Per altra banda, al resultat que expressa, els 153 mg/L, no
ho refereix respecte a cap unitat de calcul sin6 a un volum del medi d'extracci6. També cal destacar
gue no indica el percentatge de calcul dissolt que ha aconseguit. Per altra part, el Medi B s'utilitza en
un article per a I'extraccié proteica en o0ssos, és a dir, per dissoldre principalment hidroxiapatita ossia
que rep una accié prévia amb acid clorhidric diluit per a descalcificar la mostra. El medi, tedricament,

també hauria de tenir la capacitat de dissoldre els cristalls de COM.

En el procés d’extraccid proteica s’observa una falta de dissolucié del polvoritzat del calcul, a
diferéncia del reportat en els articles d’'on es van extreure els medis. Aquesta falta d’extraccié podria
haver estat causada per una deficiéncia en el procés d’agitacié durant I'extraccié. En els articles no es
detallava el metode d’agitacid, per aixo, i causat al volum d'Eppendorfs a agitar i del temps, s’escolli
un mesclador compacte horitzontal d’Eppendorf. El problema que s’observa al final del procés fou
que, degut a la forma de I'Eppendorf, I'agitacié sols provocava que la capa superior del polvoritzat es
mantingués en dissolucié, mentre que la part inferior es compacta, impedint possiblement el contacte

amb el medi d’extraccio.

Un altre punt important fou la poca capacitat dels medis en dissoldre el COM, en tots ells la
concentracié d’'EDTA era menor a 10 mM. La capacitat de dissolucié ve donada per 'EDTA, el qual
tedricament té la capacitat de segrestar el calci en una proporcié 1 mol:1 mol. Aixo significa que en
una mostra de 100 mg, on tedricament el 95% de la mostra és COM, seria necessari 6,5 x 10 mols
d’EDTA, que correspondrien aproximadament a 650 mL de medi d’extraccié amb una concentracio
EDTA 10 mM. Pero en els articles utilitzen volums de com a maxim d’1,5 mL, que pel volum de medi
que pot contenir impediria la dissolucié dels calculs, a menys que és realitzes una perfusié constant
de nou medi d’extraccio, d’aquesta manera si que s’aconseguiria la seva dissolucié (Burns et al.
1987).

Durant el procés de dialisi, per motiu d’espai i recursos, s’hagueren d’introduir les dues mostres
de cada medi dins el mateix Erlenmeyer. Les dues mostres es penjaren d’'un mateix fil a alcades
diferents, per tal que no tinguessin contacte entre elles. Aquesta diferent alcada provoca que la
mostra de la part inferior tingués un major moviment i, en conseqliéncia, segurament una major dialisi
gue la situada a la part superior. En el cas del Medi A, el volum post dialisi fou inversament
proporcional a I'algada, fent que la mostra més baixa (amb més agitacio) tingués un volum de 4 mL, i
la de la part superior només d’1,9 mL. Aquesta diferéncia podria haver provocat una falta d’eliminacié

dels components del medi d’extraccié dins la bossa de dialisi.
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La quantificaci6 de proteines abans i després de la precipitacid proteica no mostraren les
diferencies esperades, perquée abans de la precipitacio la determinacié de proteina per la técnica de
BCA dona per sota de la concentracié més baixa del patr6, perdo no molt allunyat del valor més baix.
Després de la concentracio per precipitacid6 amb acetona el resultat la determinacié de proteina fou
dues vegades superior a l'anterior determinacié. Aquest augment no concorda amb l'augment de
concentracié, que en les mostres del Medi A va arribar a ser de 33 vegades. Aquests nivells baixos de
proteines podrien ser causats per interferencia per part de EDTA romanent que podria interferir en la
detecci6 al tractar-se d’'un quelant d’ions. (Walker, 2009).

Com a conseqlieéncia de poca concentracio proteica, introduirem sols 10 pg de proteina en cada
carril del western blot, ja que el volum maxim de mostra que es pot introduir no va permetre introduir
el volum maxim de 50 pL, que era I'objectiu. Aquesta baixa quantitat de proteina per carril va causar
molt probablement la baixa tincié durant el revelat. Una altra possible causa de la baixa tincié seria la
protedlisi de les mostres, que podria estar originada tant pel temps en qué les mostres varen
romandre guardades, la degradacio de la proteina absorbida en la superficie dels cristalls, com podria
haver-se produit durant els processos d’extraccid o dialisi, tot i que tant els medis d’extraccié com els
de la dialisi contenien inhibidors de proteases.

Amb el microscopi electronic de rastreig s’observa que en les mostres dels polvoritzats de calculs hi
havia presencia de cristalls de mida gran i petita tant abans com després de I'extraccid, perd donant-
se una lleugera reducci6 dels de mida més gran (Figura 2). Aix0 podria ser provocat per una mescla
entre I'accié dels medis d’extracci6 i de I'efecte mecanic de I'agitacié. Aquesta reduccié no mecanica
podria ser principalment a la dissolucié de cristalls de fosfat de calci (hidroxiapatita), que com s’indica
en la Taula 1, poden estar present en aquests tipus de calculs. En la microanalisi per EDAX s’observa
que, després de I'extraccio, els nivells de fosfor es reduiren un 68% a diferéncia dels de calci que
forma el COM, el qual augmenta débilment com a compensacié de la baixada del fosfor i carboni.
Aquesta baixada de carboni s’hauria produit per I'extraccié de matéria organica, proteines, tot i que
aquesta extraccio no va ser confirmada en la quantificacid proteica. El fet que només s’aconseguis un
nivell important de dissolucié de I'hidroxiapatita, que és un component minoritari, i no del COM, indica
que el medi d’extraccié no permet la correcta dissolucié del calcul perqué segurament encara queden

moltes proteines entre els cristalls restants.

5.2 Optimitzacio del metode

Com s’ha explicat préviament, es va optar per recorrer a una nova recerca bibliografica centrada
en medis que tinguessin caracteristiques clarament diferents per tal d’esbrinar quins tenen una major

capacitat de dissoluci6 del COM, tal com es pot veure a la Taula 2 . El métode d’agitacié es va

-23 -



Marc Adria Oliver Nicolau Treball de Fi de Grau 2013/2014

modificar per obtenir una clara millora respecte al metode emprat en la primera part, aconseguint que

tota la mostra estigués en constant contacte amb el medi d’extraccio.

Amb la metodologia de Saso et al. (1998) s’aconseguiren cristalls molt homogenis, encara que al
formar-se a partir de solucions sobresaturades (0,1 M) la precipitacié és instantania. Aquest fet
provoca que l'estructura microscopica fos completament distinta de la dels calculs de COM, com es
pot observar en la Figura 2 i Figura 8 A i B. En el cas dels calculs renals es formen en condicions molt
diferents perquée les concentracions d’oxalat en I'orina solen ser inferiors a 0,002M i en el cas del calci
menor de 0,04M. Aix0 provoca una cristal-litzacio més lenta, formant uns cristalls més ordenats, i
conferint I'estructura cristal-lina caracteristica, amb cristalls més grans i més definits, el que pot influir

en la major o menor facilitat de dissolucié en els medis d’extraccioé utilitzats. (Grases et al. 2001).

Malgrat les diferéncies entre els cristalls precipitats in vitro i els calculs, els primers permeteren
comprovar que el Medi D i el Medi E tenen el percentatge més gran de dissolucié dels cristalls
precipitats in vitro de COM, com es pot observar en la Figura 5. Aquests medis comparteixen una alta
concentracié d’'EDTA, que resulta critic per la correcta dissolucié6 del COM (Burns et al.1987). Per
altra banda, els nivells negatius de dissolucié del Medi F es podrien explicar pel precipitat que es
forma en contacte amb el clorur de calci, i per la probable incapacitat de dissolucié dels cristalls
precipitats in vitro de COM. En el cas dels altres medis amb resultats negatius (Medi C i Medi G)
podrien ser el resultat d’una falta de capacitat de dissolucié del cristall junt amb 'aparicié d’algun tipus

de precipitat en contacte directe amb els cristalls precipitats in vitro de COM.

En el cas dels cristalls precipitats in vitro de COM amb albimina es pot abstreure que 'augment
de l'efectivitat del Medi D i Medi E, 105% i 96.8% respectivament, és degut al fet que I'addicié de
I'albumina produeix uns cristalls agregats perd menys cohesionats en centrifugar-se, pel que serien

meés susceptibles a la seva dissolucié.

Un cop seleccionats els medis d’extraccid, el Medi D i E, que presenten una major capacitat
d’extraccio, es va procedir a aplicar al polvoritzat de calculs renals (Mostres 1 i 2) el mateix
procediment seguit amb els cristalls precipitats in vitro de COM. Les mostres van romandre 48 hores
amb el medi dextraccié perquée es va observar que el precipitat a les 24 hores era elevat.
Transcorregut aquest temps es va procedir a la quantificacié proteica del medi d’extraccio, el qual era
d’un color groc débil molt transparent, perd el BCA dona valors per sota del patré segurament degut
algun problema d’interferéncia per la concentracié elevada de EDTA del medi d'extracci6. Malgrat la
reduccioé del precipitat i la possible falta d’extraccié proteica es clar que el medi dissolia el calcul, perd
no tenia la capacitat de resuspendre les proteines. Aquesta sospita es confirma mitjancant la
microscopia electronica de rastreig, on s’observa que a diferéncia del polvoritzat anterior a I'extraccié
(Figura 2), on hi havia cristalls amb estructura definida, en els tractats amb els Medis D i E hi havia
una capa homogénia amb una estructura molt llisa (Figura 8 C i D) que molt probablement
corresponia a proteina desnaturalitzada. Podem pensar que la proteina de la matriu organica del
calcul podria trobar-se en forma d'agregats insolubles o bé desnaturalitzada. Per aixo es va procedir a

aplicar durant 24 hores el Medi F, que com s’indica en la Taula 2, és el medi amb major components
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encarregats de la solubilitzacié de proteines. Aquesta segona extraccié va reduir més el volum de
precipitat, obtenint una reduccio de fins al 46%, alhora que es va obtenir un medi d’extraccié d’'una
coloracio groga obscura.

A partir de tota la informacié que s'ha anat establint podem determinar la possible metodologia a
seqguir en futurs treballs per tal de determinar i caracteritzar el contingut proteic d’aquests tipus de

calculs (Taula 3).

Taula 3: Métode desenvolupat per a la determinacio i caracteritzacio del contingut proteic de calculs de COM

Pas Procediment

Cada grup de calculs varen ser netejats amb 5 ml de solucio de rentat (250 mL
Pretractament | aigua destil-lada 0.9% de clorur sodic i una gota de sabo liquid) amb 3 minuts

de vortex i 1 minut de sonicador, es repeti 3 cops

A . S’introdui 5 mL d’acetona al 98.5% , seguit de 3 minuts de vortex, i es va
sseca
deixar evaporar naturalment

Polvoritzacio Els calculs van ser polvoritzats amb I'ajuda d’'un morter d’agata.

Es van introduir 100 mg de polvoritzat juntament amb 1 ml del Medi D (0.25 M
Primera EDTA, 1 mM clorhidrat de benzamidina a pH 8.0) o de Medi E (0.5 M EDTA a
Extraccio pH 8.0) i es deixa amb agitacié continua 48 hores. Després es centrifuga a

16000g 5 minuts i s'elimina el sobrenedant

Es va introduir 1 ml del Medi F (2% SDS, 0.06 M Tris-HCI, 10% glicerol, 5% B-

Segona
=4 . mercaptoeta) i es deixa amb agitacié continua 24 hores. Després es centrifuga
xtraccio
a 16000g 5 minuts o be altres medis de resuspensié de proteines agregades.
Dialisi El sobrenedant s'introdui dins un sac de didlisis i es deixa 48 hores a 4°C
ialisis

dialitzant enfront a 500 ml de PBS per eliminar intererencies

Segons els resultats obtinguts, i considerant els problemes ocorreguts en la primera part del
treball, aquest procediment seria el necessari per obtenir nivells elevats de proteina procedents de

calculs COM de cavitat, i aixi poder comparar els calculs tipics amb els atipics.
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6. Conclusions
|

Les conclusions que es poden extreure d’aquest treball sén:

1.

La gran varietat de métodes d’extraccié de proteines en calculs d’oxalat calcic en la
bibliografia, amb una gran diversitat de medis d’extracci6, no sén totalment efectius, ja que no
tenen la capacitat de dissoldre els cristalls de COM i facilitar I'extraccio de les proteines.

No hi ha un criteri comu sobre la composicié dels medis d’extraccié ni en les proporcions
emprades en I'extraccio.

Una gran part de la bibliografia explica de manera poc detallada la metodologia utilitzada.
Existeix en els medis d'extraccid gran quantitat de substancies que poden interferir en les
determinacions analitiques, per la qual cosa sempre s'ha de realitzar estudis de les possibles
interferéncies.

S'ha simulat I'estructura de precipitats de cristalls de COM similars als calculs de COM per
poder estudiar sistemes d'extraccié de proteina i la seva determinacio.

Els medis amb més concentracié d'EDTA son més efectius en la descalcificacio i els medis
amb més agents reductors i desagregats faciliten I'extraccié de proteines. Per la qual cosa es
preferible un pretractament en dues etapes.

Un cop descalcificada la mostra els precipitats de proteines s‘haurien d'extreure d'acord a les

seves caracteristiques possiblement en medis d'extraccid diferents.
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