Revision

Estudio del calculo renal. Potencial
del uso del microscopio electrénico
de barrido de sobremesa.
Consecuencias practicas

F. Grases, A. Costa-Bauza y F.Julia

Laboratorio de Investigacion en Litiasis Renal, Instituto Universitario de Investigacion en Ciencias de la Salud (IUNICS-1dISBa), Uni-

versidad de las Islas Baleares, Palma de Mallorca, Espana.

RESUMEN

El objetivo de este articulo es demostrar el gran potencial
de la inclusién del microscopio electronico de barrido en el
protocolo de estudio de rutina de los calculos renales, ha-
ciendo patente que ello permite determinar de manera fiable
la etiologia de todos los tipos de litiasis renal. El protocolo
consiste en la combinacion de microscopia estereoscopica,
microscopia electronica de barrido y espectroscopia infra-
rroja. La utilidad de este procedimiento queda de manifies-
to mediante su aplicacion a varios ejemplos ilustrativos. El
protocolo aplicado procura la identificacién de componen-
tes que estan presentes en muy baja proporcion, asi como
las caracteristicas de las estructuras internas y externas del
célculo, y también facilita informacioén sobre areas que pre-
sentan restos de estructuras organicas, tales como ttibulos
renales. Cabe destacar que los resultados se obtienen en un
tiempo relativamente corto y con alta fiabilidad. Este tipo de
estudio, conocido como estudio morfocomposicional del cal-
culo urinario, es fundamental para establecer su diagnéstico
y etiologia, y por tanto para iniciar el tratamiento de un pa-
ciente con litiasis, ya que existe una relacion directa entre las
caracteristicas especificas de un determinado célculo y las
causas que lo han generado. El creciente nimero de trata-
mientos disponibles en la actualidad para pacientes con di-
ferentes tipos de calculos renales justifica que se deba iden-
tificar con claridad su etiologia, por lo que la aplicacion del
procedimiento que se describe aqui esta totalmente justifica-
da en los protocolos rutinarios de estudio del calculo renal.
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Abreviaturas:

ME: Microscopio estereoscopico / microscopia
estereoscopica

SEM: Microscopio electronico de barrido / microscopia
electronica de barrido

EDS: Espectrometria por dispersion de rayos X

IR: Infrarrojo/a

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fou-
rier

COM: Oxalato calcico monohidrato

COD: Oxalato calcico dihidrato

INTRODUCCION

Es un hecho ampliamente aceptado que el estudio mor-
focomposicional del calculo renal es capaz de aportar in-
formacién muy relevante acerca de su etiologia. De hecho,
es el tnico estudio que puede proporcionar dicha informa-
cién, ya que aun cuando se disponga de analiticas urinarias
previas a su expulsion, estas corresponderan al dltimo pe-
riodo de formacion del célculo, pero no dispondremos de
datos para conocer qué ha ocurrido previamente. Es decir,
no contaremos con la cronologia de los posibles cambios de
composicién de la orina durante el periodo de formacion
del calculo. Asi, el estudio morfocomposicional del calculo
identifica:

- laexistencia o ausencia de un punto o zona de unién a
la papila renal (lesion epitelial, obstruccion tubular);

- el o los componentes mayoritarios, que pueden rela-
cionarse con la composicion urinaria en el momento
de su formacion o en etapas previas;

- el o los componentes minoritarios, de especial im-
portancia si se localizan en la zona de inicio de for-
macioén del calculo;

- los cambios de composicion (estructura en capas con
distintos componentes), que se asocian a cambios es-
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tacionales o de rutinas dietéticas, farmacoldgicas y/o
de estilo de vida;

- los cambios en la composicion del calculo debido al
tiempo de permanencia en el interior del sistema uri-
nario, en contacto con la orina (cambios de fase por
razones termodinamicas).

En ocasiones, se ha puesto en duda la utilidad del estu-
dio morfocomposicional, ya que también es cierto que no
siempre se confirman las condiciones que habrian sido las
responsables de la formacion del calculo en el posterior
analisis bioquimico de la orina de 24 horas. Precisamente,
este hecho confiere atin mas valor a los resultados de este
estudio, puesto que pone en evidencia que es el tnico que
puede desvelar las alteraciones previas que posibilitaron la
génesis del calculo renal.

Asi, el estudio morfocomposicional del calculo urinario
es esencial para establecer las pruebas diagnoésticas com-
plementarias que se deben realizar y determinar el trata-
miento inicial del paciente aquejado de litiasis renal. Como
se ha indicado, la composicién y estructura del calculo renal
proporcionan una informacién fundamental relativa a la
patogénesis de la enfermedad, incluyendo anormalidades
metabdlicas.

Por otra parte, la necesidad de un estudio y analisis deta-
llado de los calculos renales aumenta a medida que se pro-
gresa en el tratamiento especifico de las distintas formas de
urolitiasis y a medida que se evidencia la relacion entre los
distintos factores que predisponen a esta enfermedad y la
tipologia del calculo generado®™.

El estudio de los calculos renales, con fines de investiga-
cion, se ha realizado aplicando técnicas muy variadas, des-
de la simple observaciéon con microscopio estereoscopico
(ME) hasta técnicas sofisticadas, tales como microtomo-
grafia computarizada (micro-CT) y microscopia electronica
de barrido (SEM) acoplada con microanalisis por disper-
sion de rayos X (EDS), entre otras®?. Sin embargo, cuando
se reduce al ambito del andlisis de rutina en laboratorios
clinicos, los métodos tradicionalmente usados hasta fechas
recientes han sido el analisis quimico por via himeda y la
espectroscopia infrarroja (IR).

El uso del analisis quimico por via hiumeda para estable-
cer la composicion de los calculos renales responde a varios
motivos: es relativamente facil, econdomico y se dispone de
Kkits comerciales preparados para su realizacién. Sin embar-
go, este método no es capaz de conseguir toda la informa-
cién que contiene el calculo renal, y sus resultados son am-
biguos e incluso dudosos; unicamente se obtiene alrededor
del 50 % de resultados correctos en el caso de muestras con
un tnico componente®°. Por ello, los expertos en litiasis re-
nal coinciden en clasificar este método como ineficaz para
obtener un buen resultado.

Actualmente, la gran mayoria de los laboratorios clinicos
de rutina realizan un analisis cualitativo o semicuantitativo
de los célculos renales mediante espectroscopia IR de una
parte pulverizada del calculo, lo que no permite determi-
nar componentes minoritarios presentes en proporciones

inferiores al 5 % o la estructura interna. La informacion
obtenida con espectroscopia IR es valiosa para establecer
un consejo terapéutico general, pero no puede por si sola
proporcionar toda la informacién contenida en el calculo
para orientar sobre las causas etiologicas concretas de la
litiasis*>®. Por ello, en la actualidad se acepta que ningtin
método unico proporciona informacién global sobre la es-
tructura y composicion del célculo renal, y que es necesa-
ria la combinacion de varias técnicas, entre ellas la ME y
la espectroscopia IR, para obtener la maxima informacion,
precisa y clinicamente relevante®®!.

Otro aspecto que hay que considerar es que, en la actua-
lidad, muchos célculos llegan fragmentados al laboratorio,
debido al tratamiento quirargico que ha recibido el enfer-
mo litiasico (litotricia extracorpérea por ondas de choque o
técnicas endouroldgicas). Estos hechos han fomentado, alo
largo de las dltimas décadas, el uso del SEM para estudiar
la estructura interna tridimensional de los calculos y esta-
blecer la morfologia de los pequefios cristales que confor-
man los calculos®,

El objetivo de este articulo es demostrar el gran poten-
cial de la inclusion del SEM en el protocolo de estudio de
rutina de los célculos renales, y que la combinacién de ME,
SEM y espectroscopia IR supone una metodologia simple
y util para orientar sobre la etiologia de todo tipo de célcu-
los renales.

PROTOCOLO RECOMENDADO PARA EL
ESTUDIO DE LOS CALCULOS RENALES

La composicién superficial e interna y la morfologia de
los calculos aportan informacién no solo sobre la com-
posicién urinaria existente durante el periodo en el que
se desarroll6 el calculo, sino también sobre otros factores
etiologicos de la patologia, que incluyen condiciones ana-
tomicas tales como la existencia de cavidades renales que
favorecen la estasis urinaria®>*, o del punto de anclaje a la
papila renal®. El analisis de rutina debe ser capaz de unir
todos estos aspectos y brindar informacién completa para
fines clinicos.

Las técnicas que hay que aplicar deben permitir el estu-
dio de muestras sdlidas, sin que sea necesaria su disolucion,
ya que en el caso de los calculos renales no solo es impor-
tante conocer las especies o sustancias que constituyen ese
solido (oxalato, fosfato, calcio, magnesio, carbonato, etc.),
sino la fase s6lida concreta (por ejemplo, los fosfatos calci-
cos pueden precipitar en mas de 4 fases distintas), porque
cada una de ellas se forma en unas condiciones de pH, so-
bresaturacion, hidrodinamica, etc. concretas y, por tanto, su
hallazgo nos ofrecera indicaciones sobre las posibles altera-
ciones que han conducido a su formacioén. Por otra parte,
como se ha comentado previamente, es muy importante el
conocimiento de su microestructura cristalina global, que
permite establecer la cronologia de su formacién y, conse-
cuentemente, las causas que lo han iniciado.

Asi, resulta evidente que, en la evaluacion y el estudio de
un calculo renal, es fundamental establecer:
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- el punto o zona de origen;
- lasfases cristalinas presentes y el orden de aparicion;

- larelacién con la morfoanatomia renal y la composi-
ci6n de la orina.

Precisamente, esta informacion es la que se consigue con
el denominado «estudio morfocomposicional del calculo
renal».

El procedimiento recomendado para analizar y estudiar
los calculos renales de forma rutinaria consiste en una
combinacion adecuada de su observaciéon mediante téc-
nicas convencionales (lupa binocular), junto con técnicas
fisicas como SEM acoplada con EDS y FTIR. En la Figura
I se presenta un esquema del protocolo propuesto para el
estudio de los calculos renales.

Figura I. Protocolo recomendado para el estudio de calculos renales.

MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA

- Observacion de caracteristicas generales
- Corte y seleccion de fragmentos

- Observacion de la estructura interna

V

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO +
MICROANALISIS ELEMENTAL POR EDS

- Identificacion de fases cristalinas

- [dentificacion de componentes minoritarios

- Observacion de la microestructura interna

V

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
- [dentificacion de componentes mayoritarios

INFORME
- Etiologia de la formacidn del célculo
- Orientacion clinico-terapéutica

El estudio del calculo comienza a través de la observa-
cion directa de su aspecto externo mediante ME. Posterior-
mente, si el calculo no esta fragmentado, se secciona en dos
partes a lo largo de un plano lo mas cercano posible a su
centro geométrico para poder establecer la estructura in-
terna. Este paso indicara, en la mayoria de los casos, cual es
el proceso mas adecuado que habra que seguir aplicando.

El estudio detallado de la estructura interna del calculo, y
la deteccion e identificacion de microcomponentes, requie-
ren el uso de SEM acoplada a EDS.

El anélisis por espectroscopia IR de una o varias partes
del calculo solo sera necesario si el estudio del calculo con
SEM + EDS no permite establecer inequivocamente su
composicion y estructura.

Si no se dispone de SEM + EDS, el estudio se puede rea-
lizar obteniendo el espectro IR de varias zonas del calculo
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que incluyan la zona de inicio o corazon, la zona intermedia
y la capa superficial, o cualquier zona con apariencia dife-
rente al resto del calculo. Evidentemente, en esos casos hay
varios inconvenientes: el estudio requerira una inversion
mayor de tiempo, no se podran detectar componentes en
proporciones inferiores al 5 % cuando su presencia no se
detecte por ME, y el proceso conducira a la destruccion de
la muestra.

Cabe destacar que, en todos los casos, es necesario que
el personal dedicado a este tipo de estudios posea una
preparacion y experiencia especificas en el manejo de es-
tas muestras y en las técnicas analiticas a fin de obtener el
mayor nimero de datos etiolbgicos del estudio del calculo.
Esta experiencia es aun mas necesaria cuando tenemos en
cuenta que, como ya se ha indicado, muchos de los célculos
que se van a someter a estudio se encuentran fragmentados
debido al tratamiento quirdrgico aplicado para conseguir
su extraccion del paciente. El analisis de los fragmentos, y
la relacion con el tipo de célculo al que pertenecen, requie-
ren de una gran formacion en el estudio de célculos ente-
ros, ya que de ahi se obtienen los conocimientos necesarios
para establecer tal asociacion.

INFORMACION QUE APORTA CADA TECNICA

L. MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA (LUPA BINO-
CULAR)

La mayoria de los autores coincide en que el primer paso
en el analisis de un célculo consiste en el examen de la
muestra con un ME o lupa binocular®#71.

El ME permite la observacién de muestras de diverso ta-
mafo utilizando luz visible y proporcionando una imagen
ampliada de la muestra sin preparacién ni destruccion. Se
pueden usar entre 4x y 100x aumentos. Estos instrumentos
son muy asequibles; los mas ttiles son los que estan equi-
pados con camara fotografica.

En la practica, primero se observan externamente los
calculos intactos para establecer sus caracteristicas super-
ficiales, como forma y dimensiones, color, existencia de un
area del célculo que haya estado en contacto con las pare-
des del rinén, presencia de depositos superficiales, etc. Esta
caracterizacion externa permite realizar algunas hip6tesis
sobre la composicién y posible disposicion estructural del
calculo y sobre las caracteristicas renales y urinarias. Por
ejemplo, la presencia de depésitos superficiales con com-
posicion diferente de la mayor parte del calculo puede in-
dicar un crecimiento final del célculo debido a un cambio
en la composicién quimica de la orina, como se observa en
algunos célculos renales de oxalato de calcio monohidrato
(COM), que presentan depositos superficiales de cristales
de oxalato de calcio dihidrato (COD).

Por otro lado, este examen externo permite seleccionar el
plano de fractura 6ptimo para obtener la méaxima informa-
cion de la disposicion interna del célculo. El corte de una
muestra litiasica debe realizarse con cuidado para evitar
alteraciones o destruccion de la estructura de interés.

Muchos constituyentes de los calculos renales pueden
reconocerse a simple vista cuando se examinan sus sec-
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ciones con un ME, lo que permite establecer con elevada
probabilidad el componente o componentes mayoritarios
del célculo. En la practica, el método permite distinguir,
por ejemplo, entre calculos de oxalato calcico y de fosfato
calcico. Ademas, es atin mas importante el hecho de que
la inspeccién interna de dichas secciones proporciona in-
formacion sobre caracteristicas estructurales, tales como el
grado de organizacion interna, la ubicacion y el tamafio del
nucleo del célculo, la presencia de capas y/o estructura ra-
dial, el orden de deposicion de los componentes y otros de-
talles estructurales, si los hay. Si el célculo ya se encuentra
fragmentado, se deben observar detenidamente todos los
fragmentos para establecer el maximo nimero de detalles
estructurales y composicionales.

En conclusién, la observacion del exterior e interior del
calculo con el ME revela informacién que permite seleccio-
nar las regiones de la muestra que interesa estudiar, con la
siguiente técnica que se vaya a aplicar, a fin de obtener la
maxima informacioén para establecer la historia del calculo
y, por lo tanto, orientar sobre la causa y/o causas de su for-
macion® 1618,

Estas incluyen:
- morfologia externay color;

- existencia o ausencia de depdsitos superficiales, cris-
talinos o amorfos;

- presencia o ausencia de un punto de unioén a la pa-
pila;

- plano/s 6ptimo/s de fractura que permita/n obtener
mayor cantidad de informacién (en calculos no frag-
mentados);

- presencia o ausencia de uno o varios corazones;

- estructura interna, que puede ser ordenada (con un
patrén estructural radial o en capas), desordenada
(sin que se observen estructuras cristalinas), o una
mezcla de ambas;

- zonas del calculo con distinta composicion, al pre-
sentar distinta coloracion, textura o morfologia cris-
talina;

- orden de deposicion de los distintos componentes.

La ME es una técnica orientativa que nos indica el cami-
no mas adecuado que debemos seguir en el estudio poste-
rior del calculo, ya que en muchas ocasiones, aun cuando
detectemos la presencia de un corazoén o de capas de distin-
ta composicion, el estudio con ME no permitira determi-
nar las diferentes fases que integran el calculo, por lo que
hay que recurrir a otras técnicas de identificacion. En estos
casos, la identificacién puede efectuarse mediante SEM,
acoplada a EDS (que proporciona el analisis elemental de
la zona seleccionada), o mediante espectroscopia IR, aun-
que con esta ultima técnica no sera posible identificar com-
puestos cuya proporcién sea menor del 5 % de la porcion
analizada.

II. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La SEM, al igual que la ME, es una técnica no destructiva
que permite la observacion de la estructura del célculo re-

nal, aunque con mucho mayor detalle, ya que puede llegar
a 20 000 aumentos o mas.

Ademas, las imagenes obtenidas en el modo electrones
retrodispersados poseen relieve, lo que proporciona una vi-
sién muy clara de la morfologia de los cristales.

Debe tenerse en cuenta que la presencia de una sustancia
en cantidades infimas, no detectables mediante espectro-
metria IR, podria ser determinante para establecer la etio-
logia de la formacion del calculo. Precisamente, para poder
determinar la importancia de un determinado microcom-
ponente, es fundamental el conocimiento exacto de la es-
tructura fina del calculo, de tal forma que se debe establecer
la zona inicial de su desarrollo, ya que contiene las claves de
su origen.

En la actualidad, la metodologia utilizada para llevar a
cabo dicho estudio consiste en situar la muestra de célculo
en un portaobjetos de microscopio fijada con cinta conduc-
tora adhesiva, sin que sea necesario metalizar la muestra,
que después de su observacion y analisis se recupera en el
mismo estado en que se introdujo en el SEM.

Ademas, el SEM permite el acoplamiento de técnicas
auxiliares. Entre ellas, una de las mas importantes es el
microanalisis por EDS, de gran utilidad en el estudio de la
microestructura y los componentes muy minoritarios de los
célculos renales!*19-20,

Este tipo de accesorio proporciona datos de la composi-
ci6én elemental del punto o la zona que se analiza. De ese
modo se puede determinar la composicién del material ob-
servado. Hay que indicar que, en la actualidad, no es posi-
ble detectar los 4 primeros elementos, es decir, del H al Be,
aunque ello no afecta significativamente a los componentes
de los calculos urinarios (Tabla I).

Asi, con el SEM se puede:

- observar la morfologia de los cristales presentes en
el cdlculo, que en muchos casos implica la identifica-
ci6n inequivoca de estos;

Tabla I. Elementos detectables mediante analisis por EDS en los distin-
tos componentes de célculos renales.

ELEMENTOS .
COMPUESTO DETECTABLES RELACION MOLAR
POR EDS
Oxalato calcico monohidrato Ca
Oxalato célcico dihidrato Ca
Brushita Ca, P Ca/P =1
Hidroxiapatita Ca, P 4/3 < Ca/P < 5/3
Carbonato apatita Ca, P 5/3<Ca/P<8/3
Estruvita Mg, P Mg/P =1
Acido drico (anhidro o dihidrato) N
Urato sddico N, Na
Urato potésico N, K
Urato aménico N
Urato célcico N, Ca
Cistina S

* Ca: calcio; P: fosforo; Mg: magnesio; N: nitrdgeno; Na: sodio; K: potasio; S: azufre
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- detectar, identificar y localizar fases cristalinas o
componentes minoritarios;

- identificar el punto o puntos de inicio de formacién
del célculo;

- observar cambios en el hébito cristalino o composi-
cién, en relaciéon con el crecimiento (aumento de ta-
maifio) del calculo;

- completar de manera concluyente las observaciones
realizadas con lupa binocular sobre la estructura in-
terna.

En la actualidad, como ya se ha comentado, es frecuente
que los célculos que se van a analizar lleguen ya fragmenta-
dos, lo que puede suponer una pérdida parcial de informa-
cion. Sin embargo, con experiencia previa y suficientemen-
te amplia de la estructura de los célculos renales, es posible,
haciendo uso de la ME, seleccionar una serie de fragmen-
tos representativos tales que permitan averiguar, mediante
SEM + EDS, todos aquellos aspectos que son fundamenta-
les para conseguir datos suficientes acerca de su etiologia.

Por tanto, junto con la ME y la espectroscopia IR, el SEM
+ EDS constituye una herramienta fundamental en el es-
tudio del calculo renal, tanto para aportar informaciéon de
interés clinico relevante para el urélogo practico como para
justificar su uso rutinario. Esta posibilidad se ve actualmen-
te potenciada, ya que podemos disponer de modelos de so-
bremesa de facil manejo, econémicamente asequibles y que
proporcionan las mismas prestaciones que modelos mas
grandes y a la vez mas costosos.

III. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia IR es una de las técnicas que se utilizan
para el analisis rutinario de s6lidos sin su disolucién, inclu-
yendo calculos renales'-2*.,

Es una técnica 1til para identificar compuestos organi-
cos e inorganicos. De hecho, es particularmente 1til para
determinar los grupos funcionales presentes en una molé-
cula, ya que vibran casi a las mismas frecuencias, indepen-
dientemente de su entorno molecular. La espectroscopia IR
proporciona el espectro de compuestos que se ha denomi-
nado «la huella dactilar», ya que es tnico y especifico de
cada sustancia. El espectro de una muestra real permite la
identificacion de los componentes presentes en ella, con la
ventaja adicional de ser capaz de identificar compuestos no
cristalinos, incluyendo el grado de hidratacién. Ademas, los
avances en la espectroscopia IR computarizada, en parti-
cular la espectroscopia IR por transformada de Fourier
(FTIR), han permitido obtener espectros IR en menos de
un minuto.

La técnica recomendada para realizar dicho analisis con-
siste en el conocido método de la pastilla de bromuro po-
tasico (KBr), que solo requiere 1 mg, o incluso menos, de
muestra. Cuando se trata de muestras solidas, como calcu-
los renales, la preparacion requiere dispersar de 0,4 a 1,0
mg de la muestra en una matriz de KBr y presionar hasta
obtener una pastilla transparente.
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Cuando no se logre la identificaciéon de la composiciéon
del calculo con el SEM + EDS, si este presenta una apa-
riencia homogénea, se puede pulverizar cualquier zona del
calculo para la obtencion del espectro IR. Pero sila muestra
es heterogénea, con areas de diferentes colores o texturas,
capas u otros detalles estructurales, la identificacion de las
diferentes fases debe efectuarse obteniendo el espectro IR
de cada zona con distinta apariencia, separando cuidadosa-
mente material del calculo de las diferentes regiones con el
uso de un estilete o bisturi.

Ademas, cuando se trate de calculos de origen medica-
mentoso o de composicién muy poco comun, también se
debera recurrir a la espectroscopia IR para su identifica-
cion.

El analisis por espectroscopia IR proporciona el espectro
de los componentes presentes en el fragmento de mues-
tra (célculo) que se analiza, que puede corresponder a un
compuesto puro o a una mezcla de varios. En los célculos
urinarios se han identificado hasta 65 moléculas diferentes,
incluidas varias de origen ex6geno, aunque solo 12 de ellas
son las mas frecuentes, por lo que, si se dispone de una co-
leccion de patrones de estos, es posible identificar facilmen-
te el componente presente en el calculo, algo que resulta
mas problematico cuando el calculo es mixto.

Finalmente, hay que resaltar que todos aquellos com-
puestos presentes en la muestra en proporciones inferiores
al 5 % no se podran detectar mediante esta técnica; en esos
casos, se debera recurrir a técnicas mas sensibles, como el
SEM + EDS.

EJEMPLOS

A modo de ejemplo, se presentan 5 casos ilustrativos
de calculos renales infantiles con aplicacién del proce-
dimiento recomendado para su estudio, asi como los
resultados obtenidos. Debe destacarse que el estudio
morfocomposicional de los calculos renales expuestos,
realizado siguiendo el protocolo indicado en la Figura I,
permite la obtencion de los resultados en un tiempo rela-
tivamente corto y con gran fiabilidad para la mayoria de
las muestras.

El tiempo necesario para dicho estudio no supera el que
se dedica al estudio de muestras de anatomia patologica,
para el que también se requiere una observacion detalla-
da que en muchas ocasiones se realiza con microscopia
electronica de transmision®.

Se ha usado un microscopio estereoscopico MOTIC
SMZ-161 (MoticEurope®, Barcelona, Spain), un SEM
de sobremesa Hitachi TM4000 Plus II (Hitachi®, Tok-
yo, Japan) acoplado con microanalisis por EDS Quantax
75 (Bruker®, Berlin, Germany) y un espectrometro IR
Bruker Hyperion (Bruker®, Berlin, Germany).

Los calculos renales utilizados para ilustrar la apli-
cacién del procedimiento de estudio recomendado son
muestras de litiasis infantil analizadas en el Laboratorio
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de Investigacion en Litiasis Renal del Instituto Universi-
tario de Investigacion en Ciencias de la Salud (IUNICS),
de la Universidad de las Islas Baleares.

Muestra 1 (varon 5 afios)

Se trata de un calculo renal de COD. La formacién de
calculos renales con esta composicion se asocia normal-
mente con hipercalciuria. Aunque el SEM-EDS permite
detectar claramente la presencia de pequenas cantidades
de hidroxiapatita (AP) (Figura II), esta no era detectable
ni por ME ni por espectroscopia IR. Identificar la presen-
cia de AP es muy importante, porque indica la existencia
de valores de pH urinario superiores a 6,2, por lo menos
durante algunos periodos de tiempo. También debe con-
siderarse que la AP es un nucleante heterogéneo (induc-
tor) muy efectivo de los cristales de COD.

Muestra 2 (mujer 13 afos)

Consiste en un calculo de COD, transformado en su
mayoria en COM, en el que mediante SEM-EDS se de-
tecta la presencia de urato potasico y pequefias cantida-
des de hidroxiapatita (AP) (Figura III). Estos hallazgos
demuestran que la paciente presentaba concentraciones
elevadas de calcio en orina (posible hipercalciuria) y pH
urinario superior a 6,2, que indujo a la formacién de AP.
Ademas, la presencia de urato potasico indica que, junto
al pH elevado, presentaba una concentracion elevada de
acido urico o urato en la orina.

Muestra 3 (varén 15 afos)

Calculo renal de COM como componente mayoritario.
No se detecta la presencia de puntos de unién con la pa-
pila renal y, ademas, el corazén del célculo esté situado
en la zona central de este (Figura IV). Por tanto, se trata
claramente de un calculo de COM de cavidad, que se ha
desarrollado en una cavidad de baja eficacia termodina-
mica. Mediante la observacién con el ME, se detecta la
presencia del corazén del calculo, aunque no se puede
identificar su composiciéon. La observacién con SEM-
EDS permite identificar con claridad la presencia de pe-
queflos cristales de COM y materia organica en el corazén
del célculo, indicando que la materia organica ha actuado
como nucleante heterogéneo (inductor) de la formaciéon
de los cristales de COM.

Muestra 4 (varon 8 afnos)

Calculo de COM de cavidad (no se detecta punto de
unién con la papila renal, Figura V) en el que se puede
identificar una zona central amplia (corazén del célculo)
de composicion poco definida. El estudio con SEM-EDS
identifica con claridad la presencia de urato potasico e hi-
droxiapatita en el corazéon (Figura V(D)). Estos hallazgos
demuestran que el calculo se ha generado a consecuencia
de la existencia de valores de pH urinario elevados, su-
periores a 6,2 (formacion de AP), junto con la presencia
de concentraciones elevadas de acido drico que, debido a
los valores elevados de pH y a las posibles concentracio-
nes elevadas de potasio, ha cristalizado en forma de urato
potasico.

Muestra 5 (vardn 15 afios)

Este calculo estd constituido mayoritariamente por
COD (Figura VI). No se identifican otros componentes
mediante ME ni espectroscopia IR. Sin embargo, me-
diante SEM-EDS, se detecta presencia de hidroxiapatita
(AP) y urato potasico (Figura VI(B)). Por tanto, se evi-
dencia que la presencia mayoritaria de cristales de COD
indica que la elevada concentracién de calcio en la orina

Figura II. (A) Vista general del calculo obtenida mediante ME en
la que se observan cristales de COD con la tipica forma en punta de
lanza. (B) Imagen obtenida mediante SEM con un cristal de COD,
parcialmente transformado en COM, y con una pequeia cantidad de
hidroxiapatita (zona blanquecina en el centro de la imagen).

Figura ITI. (A) Imagen de una seccion del calculo obtenida mediante
ME en la que se observa una zona central de aspecto amorfo, rodeada
por una gran capa de cristales de COD, con la tipica forma en punta
de lanza. (B) Imagen de dicha seccion obtenida mediante SEM en la
que se evidencia la existencia de zonas con distinta composicién (zona
oscuray zona mas clara). (C) Detalle de la zona oscura en la que se ob-
servan grandes esferulitos de urato potasico (el microanalisis por EDS
detecta N y K). (D) Detalle de la zona mas clara en la que se observan
estructuras en forma de punta de lanza, correspondientes a las zonas
ocupadas por cristales de COD.

Figura IV. (A) Vista general de una seccion del calculo obtenida me-
diante ME en la que se observa una estructura columnar que se origi-
na en el centro del calculo. (B) Imagen obtenida mediante SEM de la
zona de inicio del calculo (centro de este) en la que se observan tipicos
cristales de COM formados en presencia de material organica.
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(probable hipercalciuria) es uno de los factores etiol6gi-
cos importantes que estan implicados en la formacién
de este calculo, aunque la presencia de AP y urato pota-
sico demuestran que durante su formacion también han
concurrido valores elevados de pH urinario (pH >6,2), asi
como de acido urico.

CONCLUSIONES

El andlisis detallado de los calculos urinarios es funda-
mental para establecer su etiologia y diagnostico, y para
que se pueda iniciar el tratamiento del paciente con litiasis
renal, ya que existe una relacién directa entre las caracte-
risticas especificas de un célculo y su etiologia™. La iden-
tificacion de los componentes mayoritarios de los calculos
renales (COM, COD, 4acido urico, fosfatos calcicos, fosfato
amonico magnésico, cistina) se puede conseguir directa-
mente mediante espectroscopia IR (el método analitico
mas cominmente utilizado en la actualidad); sin embargo,
en muchas ocasiones la informacién obtenida exclusiva-
mente por medio de espectroscopia IR no es suficiente para
determinar la etiologia de los calculos renales, en particular
cuando contienen varios componentes o componentes muy
minoritarios. El estudio detallado de los célculos renales
debe incluir ME, SEM-EDS y, a menudo, espectroscopia
IR (Figura I, Tabla II). Las técnicas utilizadas para el es-
tudio morfocomposicional de los calculos renales descritas
en el presente articulo son fiables y rapidas, y no requieren
multiples analisis mediante espectroscopia IR. Estas téc-
nicas también permiten la identificacién de componentes
que se encuentran en proporciones muy minoritarias (in-
detectables por FTIR), las caracteristicas de las estructuras
internas y externas, e informacion sobre areas con estruc-
turas bioldgicas, como tibulos renales. El uso combinado
de espectroscopia IR y ME es una opcion ttil, aunque este
protocolo alternativo requiere mas tiempo y no proporcio-
na informacion sobre componentes muy minoritarios.

Es importante considerar que hasta épocas recientes
la SEM acoplada a EDS era una técnica que precisaba
de equipos complejos y de elevado coste econémico, que,
ademas, para su correcto funcionamiento y mantenimien-
to, requerian de personal técnico especifico, por lo que
solo se encontraban en universidades y centros de inves-
tigacion. El desarrollo instrumental actual de equipos de
SEM-EDS de sobremesa, mas econémicos, de facil mane-
joy que no precisan de personal técnico para su uso (como
el que se ha utilizado para los estudios que se presentan en
este articulo), posibilita un empleo mucho mas amplio, asi
como su implementacion en hospitales y centros de anali-
sis clinicos especializados.
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Figura V. (A) Vista general del calculo y (B) de una seccion de este,
obtenidas mediante ME; en la seccién se observa una zona central
de aspecto amorfo rodeada por una zona cristalina compacta. (C)
Detalle de la zona compacta en la que se observan cristales de COM.
(D) Detalle de la zona central en la que se observan cristales alar-
gados de urato potasico (el microanalisis por EDS detecta N y K),
junto con pequenos esferulitos de hidroxiapatita (zonas blancas).
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Figura VI. (A) Vista general del calculo obtenida mediante ME en
la que se observa una estructura formada por cristales de COD. (B)
Imagen obtenida mediante SEM de una zona del calculo en la que se
detecta hidroxiapatita y cristales alargados de urato potasico.
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