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RESUMEN
Introduccion: la Insuficiencia renal crénica es un para evaluar su efecto reno-protector en
problema de salud publica, por lo que surge la variables funcionales; sin embargo se carece de
necesidad de incrementar las acciones dirigidas a estudios relacionados con los efectos de este
su prevencion, diagndstico e intervenciones producto sobre las caracteristicas histoldgicas de
terapéuticas  eficaces; estudios recientes rifones insuficientes.
emplean el Factor de crecimiento epidérmico Objetivo: determinar los posibles efectos
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protectores y/o reparadores del Factor de
crecimiento epidérmico humano recombinante
sobre las caracteristicas histoldgicas de rifiones
con insuficiencia renal crénica.

Material y métodos: se trabajé con tres series,
grupo
experimental cada una, de cinco animales, a los

formadas por un control 'y uno
grupos experimentales se les realizé ablacidon
quirdrgica de 5/6 de la masa renal. La serie A se
conformd por animales controles, la B por los
tratados con Factor de crecimiento epidérmico
24 horas antes del procedimiento y la C por los
tratados con el bioproducto 24 horas después.
Pasados 56 dias del acto operatorio a los
animales se les practicd la eutanasia y se procedio

ABSTRACT

Introduction: Chronic Kidney Failure is a public
health problem; therefore, the need for actions
aimed at its prevention, diagnosis and effective
therapeutic interventions is a most. Recent
studies use the Epidermal Growth Factor to
evaluate its reno-protective effect on functional
variables; however, there are no studies related
to the effects of this product on histological
features of kidney in chronic failure.

Objective: To determine the possible protective
and / or repair effects of recombinant human
epidermal growth factor on the histological
features of kidneys in chronic renal failure.
Material and methods: We worked with three
series, each consisting of a control group and an
experimental group of five animals. The
experimental groups underwent 5/6 surgical
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al estudio histoldgico del rifién.

Resultados: en los animales de la serie A se
observaron alteraciones histolégicas en los
corpusculos y tubulos renales, en la serie B se
observé que la mayor parte del parénquima renal
presentd caracteristicas normales y los de la serie
C mostraron un dafo renal incrementado.
Conclusiones: El Factor de crecimiento
epidérmico humano recombinante posee efecto
reno-protector, sin embargo, no ofrece efecto

reno-reparador.

Palabras Clave: biomodelo, insuficiencia eenal

cronica, histologia del rifidn, Factor de

crecimiento epidérmico.

ablation of the renal mass. Series A consisted of
control animals, series B included those animals
treated with Epidermal Growth Factor 24 hours
before the procedure and series C was made up
of those animals treated with the bioproduct 24
hours after the procedure. Fifty-six days after
surgical act, euthanasia was practiced on the
animals and the kidneys were histologically
studied.

Results: Histological alterations were observed in
the renal corpuscles and tubules in the animals
included in series A; in series B it was observed
that most of the renal parenchyma presented
normal characteristics and those in series C
showed increased kidney damage.

Conclusions: Recombinant human epidermal
growth factor has a reno-protective effect;
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however, it does not offer a repair effect of acute
kidney.

INTRODUCCION

Desde los primeros afos de este siglo se define a
la enfermedad renal como la alteracién
morfoldgica y/o funcional del rifién que persiste
por mas de 3 meses, con implicaciones para la
salud.®t) Se considera una pandemia ya que afecta
a alrededor del 15 % de la poblacién mundial, e
impacta sobre los sistemas de salud, con
implicaciones sanitarias, econdmicas y
sociales.(?)

De acuerdo con esta problematica Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
considera que se deben incrementar las acciones
de salud dirigidas a su prevencién y diagndstico
precoz, las cuales unidas a intervenciones
eficaces con terapia de bajo costo, pueden
disminuir el ritmo de progresion de Ia
enfermedad.®4 En este sentido la comunidad
cientifica se muestra interesada por encontrar
vias de solucién al problema, o al menos
minimizar los dafios.

Estudios sobre insuficiencia renal crénica (IRC)
recientes, emplean el Factor de crecimiento
epidérmico (EGF, derivado de las siglas en inglés
Epidermal Growth Factor), para evaluar su efecto
reno-protector sobre variables de funcién renal
con resultados alentadores.® Sin embargo, no se
cuenta con investigaciones en las que se
investiguen las caracteristicas histolégicas de los
rifiones en relacion con los posibles efectos

protectores o reparadores del EGF sobre estos.
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Keywords: Animal model, Chronic Renal Failure,
histology of the kidney, Epidermal Growth Factor.

Por otra parte, la posibilidad de realizar
investigaciones clinicas de alta calidad afronta
serias dificultades éticas y otras relacionadas con
el control y monitoreo de la ingesta en pacientes
que tienen diferentes habitos dietéticos, estilos
de vida y cultura, por lo que, con la finalidad de
contribuir en alguna medida al conocimiento
sobre esta problematica de salud, se ha
desarrollado el estudio de esta enfermedad en
biomodelos.®

Los biomodelos de IRC pueden dividirse en dos
grandes grupos, los quirurgicos y los quimicos, los
biomodelos quirdrgicos se obtienen por
nefrectomia subtotal en diversos grados, aunque
los mas reportados son los que se producen por
nefrectomia 5/6.6789 Entre ellos se reportan
disimiles diferencias relacionadas con los
resultados de las variables funcionales vy
morfoldgicas que expresan, inclusive en su
posible analogia con las enfermedades en el
humano_(8,9,10,11,12)

En la presente investigacién se utiliza un
Biomodelo de IRC por ablacion de 5/6 de la masa
renal con el uso del Tisuacryl para el sellaje de la
zona quirdrgica, en ratas Wistar; en el cual se
logra establecer condiciones experimentales
confiables y reproducibles, creado en el
laboratorio de estudios de la Fisiologia renal del
Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas (ICBP):

"Victoria de Girén”;(13)  con el objetivo de

Pagina 3

Este es un articulo en Acceso Abierto distribuido segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion—
NoComercial 4.0 que permite el uso, distribucién y reproduccién no comerciales y sin restricciones en cualquier medio,
BY NC

siempre que sea debidamente citada la fuente primaria de publicacién.



http://www.revhabanera.sld.cu/index.php/rhab/index
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

Revista Habanera de Ciencias Médicas

determinar los posibles efectos protectores y/o
Factor de
epidérmico humano recombinante sobre las

reparadores  del crecimiento

MATERIAL Y METODOS
Se realizd un estudio experimental, prospectivo y
longitudinal, en ratas macho de la linea Wistar,
no isogénicas, de 11 semanas, con un rango de
peso entre 200 y 250 gramos, procedentes del
Centro nacional para la produccién de animales
de laboratorio (CENPALAB), en el periodo
comprendido entre diciembre del afio 2018 vy
marzo de 2019.
Estos se distribuyeron en tres series de trabajo (A,
By C), de dos grupos cada una, uno control y otro
experimental. Cada grupo quedé conformado por
5 animales, para un total de 30.
La serie A se integrd con los animales controles,
un grupo control negativo al que se le realizd
laparotomia por incision media abdominal y se
disecaron ambos paquetes vasculonerviosos
renales y un grupo control positivo al que se le
realizé el procedimiento quirurgico
correspondiente al biomodelo de IRC, por
ablacion de 5/6 de la masa renal,®3 se utilizd
como sellante de la superficie de corte el
adhesivo tisular Tisuacryl, de produccidon
nacional.
La serie B se formd por un grupo control positivo
del biomodelo de IRC y un grupo experimental al
qgue se le aplicdé el EGF humano recombinante
(EGF-hr), en una unica dosis, 24 horas antes del
procedimiento quirudrgico, para la evaluacion del
efecto reno-protector.
La serie C se disefid para la evaluacion del efecto

tréfico-reparador en el rifién (reno-reparador),
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caracteristicas histoldgicas de rifiones con
insuficiencia renal crénica.

con un grupo control positivo del biomodelo de
IRC y otro experimental en el cual se empled el
esquema de dosis multiples del EGF-hr, a razén
de tres dosis semanales por ocho semanas,
comenzando 24 horas después de producido el
dafio (Biomodelo de IRC).

Se utilizé una dosis de EGF-hr de 100 ug/Kg'* de
peso corporal del animal, diluidos en 1 mL de
suero fisioldgico, por via intraperitoneal. En el
caso de los animales de los grupos controles de
las series B y C, se les aplicd solucidn salina de
cloruro de sodio al 0,9 %, en igual volumen y via
de administracion que a los grupos
experimentales.

Al final del tiempo de experimentacién cada
animal se anestesié con Pentobarbital sddico a
razéon de 50 mg/kg de peso. Se extrajeron ambos
rifones en las ratas de los grupos controles y la
masa remanente de rifidn izquierdo para los
grupos experimentales con la utilizacion de
tijeras, bisturi y pinzas sin dientes, en un tiempo
inferior a cinco minutos, los cuales fueron lavados
en solucion salina al 0,9 %.

Se seccionaron los rinones mediante un corte
sagital a través del hilio y se procedidé a la
inmersidn de las hemisecciones en una disolucion
de formalina 10 % para su fijacion. Con
posterioridad se deshidrataron en alcoholes
crecientes, se aclararon con xilol y fueron
procesadas por el método convencional de
inclusién en parafina.!> Se obtuvieron cortes de
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3 um de grosor y se utilizaron las técnicas de
coloracion: hematoxilina y eosina,*>1) tricrémica
de Mallory*>18) y |a reaccién del 4cido peryédico
de Schiff (PAS).15:18) Los cortes fueron observados
bajo un microscopio Karl Zeiss a 100x, 400x y
1000x de magnificacion.

En el corpusculo renal se analizaron los
parametros de dafio glomerular:(*7)

hipercelularidad, infiltracion leucocitaria,
presencia de sinequias en el ovillo glomerular,
bandas de fibrina, formaciéon de semilunas,
engrosamiento de la membrana basal
glomerular, dilatacién de las asas capilares,
hialinizacion y esclerosis. Estas lesiones fueron
subdivididas en difusas, generalizadas, focales o
segmentarias.'”)

En los tubulos renales se analizé la altura del
epitelio, las caracteristicas del ribete en cepillo, la
denudacién de la membrana basal tubular (MBT),
asi como la presencia o ausencia de células con
nlcleos apoptédticos, balonados o picnédticos, la
vacuolizacioén celular, los signos de necrosis y la
presencia de células descamadas en la luz.!”) Se
considerd dano tubular a la ausencia del ribete en

cepillo, la presencia de células vacuoladas y con

RESULTADOS

En los rifiones de los animales de la serie A,
correspondiente al grupo control negativo, se
observaron caracteristicas histolégicas normales.
No se observaron signos de infiltracidn
inflamatoria y los vasos sanguineos mostraron
caracteristicas histolégicas normales (Figura 1:
A).

En el grupo control positivo de esta serie, se

observé que la mayoria de los corpusculos
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signos de necrosis, células descamadas en la luz
y/o alteraciones de la MBT.(17:18) En el intersticio
se analizé la presencia de infiltrado inflamatorio
y/o fibrosis peritubulares.

Todos los animales fueron recibidos con los
calidad
higiénico- sanitaria y genética. A su llegada al

correspondientes  certificados de
Bioterio del ICBP: “Victoria de Girén” se cumplio

con el periodo de cuarentena, para |la
aclimatacién a las nuevas condiciones, este
Bioterio cumple con las reglamentaciones
establecidas para el mantenimiento de los
animales. Durante todo el trabajo experimental
se cumplieron con los periodos de luz vy
oscuridad, 12 horas, asi como temperatura vy
humedad relativas controladas. Todos los
procedimientos en el trabajo con los animales
incluyendo la eutanasia, fueron sometidos y
aprobados por el comité de ética de Ia
investigacion institucional y cumplen con las
regulaciones establecidas por los comités
internacionales para el cuidado de los animales,
en la Declaracién universal de los derechos del
animal y en el pre proyecto de ley nacional

referente a la proteccidn de animales.

presentaban alteraciones caracterizadas por
incremento de tamano, hipercelularidad vy
aumento de la matriz mesangial glomerular,
también se observd dilatacidn del espacio de
Bowman con presencia de adherencias,
engrosamiento de la capsula, sinequias y un
escaso numero presentd discontinuidad de la
hoja parietal; en aislados glomérulos se observo

retraccién del ovillo glomerular, mientras escasos
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corpusculos presentaron apariencia normal. No
se observaron signos de infiltracion inflamatoria
glomerular, ni alteracion en los capilares. (Figura
1: B).

Se encontrd un predominio de tubulos dilatados,
en algunos se observé reduccion de la altura del
epitelio, pérdida del ribete en cepillo, signos de
necrosis de las células epiteliales, células
desprendidas y material hialino aciddfilo hacia la

e

Tabla 1. Fotomicrografias dpticas de corteza renal. Serie A. A: Rifidn de rata control negativo con caracteristicas histoldgicas

luz, pérdida de la integridad de las MBT, que
alternaban con tubulos renales de caracteristicas
histoldgicas normales. Se identific6 escaso
infiltrado inflamatorio focal hacia la regién
peritubular en algunos animales. No se constaté
engrosamiento del intersticio con incremento de
fibras colagenas, ni se comprobaron cambios

notables en los vasos sanguineos. (Figura 1: B).

=3

£ AW

normales. B: Rata control positivo de 56 dias de evolucién con dafio renal.

Leyenda: G: glomérulo, M: mesangio, EB: espacio de Bowman, CB: hoja parietal de la capsula de Bowman,

asterisco: adherencia de la cdpsula al ovillo glomerular, LT: luz tubular, VS: vaso sanguineo, flecha negra

continua: aplanamiento del epitelio tubular. A y B: Coloracién H/E. Magnificacién 400 x.

La corteza renal de los animales del grupo control
de la serie B, a los que se les suministré solucién
salina, presentd caracteristicas histologicas
similares a las observadas en el grupo control
positivo de la serie A, correspondientes al modelo
de IRC, descritos con anterioridad. (Figura 2: Ay

B).
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En el grupo experimental de esta serie B, tratados
con una dosis de EGF-hr 24 horas antes de
producido el dafio, biomodelo de IRC, se observo
gue, en la corteza renal de la mayoria de los
animales, alrededor de la mitad de los

corpusculos presentaron caracteristicas

histoldgicas de apariencia normal, en el resto se
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observd aumento de tamafio de los corpusculos, Bowman con aisladas adherencias y sinequias
hipercelularidad e incremento de la matriz (Figura 3: A).
mesangial glomerular, dilatacidon del espacio de

, 2 B ! | 48 4 o2 A L S .
Figura. Fotomicrografias 6pticas de corteza renal. Serie B. A y B: Rifidn de rata control positivo, tratada
con solucidn salina en dosis uUnica.

Leyenda: C: capilares, EB: espacio de Bowman, CB: hoja parietal de la cdpsula de Bowman, LT: luz tubular, CLT:
células descamadas en la luz tubular, flecha negra continua: aplanamiento del epitelio tubular, flecha negra
discontinua: vacuolizacion citoplasmdtica de las células tubulares. A 'y B: Coloracién H/E. Magnificacién 400 x.
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Figura 3. Fotomicrografias dpticas de corteza renal. Serie B. A, By C: Rifidn de rata experimental,
tratada con EGF en dosis Unica.
Leyenda: G: glomérulo, C: capilares, EB: espacio de Bowman, CB: hoja parietal de la cdpsula de Bowman, LT:

luz tubular, Flecha negra continua: epitelio tubular, VS: vaso sanguineo, Rectdngulo en C: region ampliada. A
,By C: Coloracién H/E. Magnificacidn 400 x.

En los tubulos se observé el predominio de
caracteristicas histoldgicas normales con zonas
de escasas alteraciones. El daio tubular difuso se
caracterizo por dilatacién de las luces sin que se
apreciara aplanamiento del epitelio, tumefaccion
de las células epiteliales en grado discreto,
vacuolizacion citoplasmatica en células aisladas,
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presencia de células descamadas en la luz de
algunos tubulos y denudacion de la membrana
basal. No se observé dilatacion capilar en el
intersticio, ni signos de inflamacién aguda.
(Figura3:ByC).

En el analisis de la corteza renal del grupo control
de la serie C, al que se le administré solucion
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salina al 0,9 % en multiples dosis, se observé un
incremento del dafio renal en relaciéon con el
grupo control positivo del modelo de IRC, dado
por hipertrofia en la mayor parte de los
corpusculos, hipercelularidad con aumento de la
matriz mesangial glomerular, dilatacién del
espacio de Bowman, presencia de numerosas
adherencias, sinequias y un elevado numero
presentd discontinuidad de la hoja parietal de la
capsula de Bowman. En aislados corpusculos se
observd retraccion del ovillo glomerular,
depdsitos de material hialino y capilares
dilatados. (Figura 4: A, By C).

Ademas, se encontré un predominio de tubulos
proximales y distales dilatados, con marcada

reduccion de la altura del epitelio e irregularidad

ISSN 1729-519X

del didmetro de la luz, pérdida del ribete en
cepillo de los tubulos proximales, signos de
necrosis de las células epiteliales con células
descamadas hacia la luz y pérdida de la integridad
de las MBT. Se identificaron signos de infiltracién
inflamatoria en el intersticio, que se mostrd
engrosado y cambios notables en los vasos
sanguineos. (Figura 4: D).

En la corteza renal del grupo experimental de
esta serie, tratados con multiples dosis de EGF-hr
24 horas después del procedimiento quirurgico,
se observaron caracteristicas histoldgicas
similares a las del grupo control positivo (modelo
de IRC a los 56 dias de evolucidn) de la serie A.

(Figura 5: Ay B)
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P T o A N AR Y ) ‘ N M NS e W
Figura 4. Fotomicrografias dpticas de corteza renal. Serie C. A, B, Cy D: Rifidn de rata del grupo control
positivo, tratada con solucién salina en dosis multiples.

Leyenda: G: glomérulo, M: mesangio, EB: espacio de Bowman, CB: hoja parietal de la cdpsula de Bowman,
flecha negra continua: adherencia de la cdpsula al ovillo glomerular, asterisco: discontinuidad de la membrana
basal capsular, LT: luz tubular, CLT: células descamadas en la luz tubular, flecha negra discontinua: pérdida de
la membrana basal tubular, cabeza de flechas negras de zaetas abiertas: pérdida del ribete en cepillo. A, Cy D:
Coloracién H/E. B: Coloracidn con PAS. Magnificacion 400 x.
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grupo experimental tratada con EGF en dosis multlples.
Leyenda: G: glomérulo, M: mesangio, EB: espacio de Bowman, CB: hoja parietal de la cdpsula de Bowman,

asterisco: adherencia de la cdpsula al ovillo glomerular, LT: luz tubular, CLT: células descamadas en la luz

tubular, DE: degeneracion tubular. A, Cy D: Coloracién H/E. B: Coloracién con PAS. Magnificacion 400 x.

DISCUSION

En la presente investigacion los resultados
obtenidos mostraron que se afectaron las
caracteristicas histoldgicas del rifién, en los
animales del grupo control positivo de la serie A,
correspondientes al Biomodelo caracterizado por
ablacién de 5/6 de la masa renal en ratas Wistar

los 56 dias de tratamiento post quirlrgico,
comprobandose cambios importantes en la
arquitectura de los corpusculos renales, tubulos
e intersticio. Estos resultados apoyan criterios
gue expresan como la disminucion del nimero de
nefronas funcionantes se asocia a una pérdida
progresiva e irreversible de la morfologia y la
funcién renal.(1319.20)
En los rifones de los animales de 56 dias con IRC,
tratados con una sola dosis de EGF-hr antes del
procedimiento quirdrgico, para la evaluacion del

Pagina 11

efecto reno-protector, se comprobd una mejoria,
que se evidencid por la disminucién de las
alteraciones glomerulares, presentadas en
alrededor de la mitad de los corpusculos de las
masas renales remanentes, con escasas
alteraciones tubulares e intersticiales. Cambios
observados en animales estudiados en este
modelo, pero con menor tiempo de evolucién.
Esto revela un posible efecto protector del EGF
sobre el rifidn, por la accién estimuladora de la
proliferacién y de la diferenciacién celular que
tiene el EGF.(21,22.23,24)

En modelos experimentales empleados en
farmacologia, se ha evaluado el potencial efecto
cito-protector del EGF, en particular el efecto
gastro-protector en ratas expuestas a Ia

instilacion oral de etanol, en otros estudios se
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evalua el efecto protector en el tejido nervioso,
higado y tejidos periféricos,(>252627.28) en |os que
se reconocen los efectos sobre la atenuacion del
dafio y la resistencia celular ante la lesion renal
aguda, principalmente por divisién de células.??)
Sin embargo, las evaluaciones del EGF en
modelos de dafio crénico, son mucho menos
frecuentes en la literatura®2® y con
discrepancias en cuanto a su efectividad.

En los rifnones de los animales de 56 dias con IRC,
tratados con multiples dosis de EGF-hr después
del procedimiento quirurgico, no se lograron los
mismos resultados, a pesar de haberse utilizado
un esquema de administracion de tres dosis
semanales durante ocho semanas.>131422) Se
mantuvieron las caracteristicas histoldgicas
similares a los rifiones de ratas del grupo control
positivo de la serie A, lo que demuestra que en el
estudio, el EGF no ejercié efectos reparadores.
No se logré revertir el dafo morfoldgico
instaurado.

Estos resultados pueden estar determinados por
el dano critico del rifidn durante un tiempo de
experimentacion de 56 dias, ademas téngase en
cuenta que el EGF-hr se comenzdé a administrar
24 horas después de realizado el proceder
quirdrgico o de instalado el dafio, estando
expuesto el rifdn durante estas primeras horas a

CONCLUSIONES
La administracion del Factor de crecimiento
epidérmico humano recombinante ejerce efecto
reno-protector, sin embargo, no muestra efecto

ISSN 1729-519X

isquemia, hipoxia, estrés postoperatorio,
inflamacidn, entre otros factores; que le pudieran
impedir a las células ya afectadas responder a las
acciones del EGF.

En el grupo de animales de 56 dias con IRC,
tratados con multiples dosis de solucién salina
después del

observaron

procedimiento quirdrgico, se
mayores alteraciones en las
caracteristicas histoldgicas del rifidn, que los
animales del grupo experimental de esta serie, lo
gue puede ser explicado por la sobrecarga de
volumen y sal que recibieron estos animales con
IRC, tres veces por semana, lo que representd
una recarga para la actividad renal.39 No se
observaron alteraciones notables en los vasos
sanguineos.
La mejoria morfoldgica encontrada en el estudio
de reno-proteccién, no asi en el de reno-
reparacion, fue un comportamiento plausible por
ser mas factible la proteccidn del tejido antes del
dafio, que la reparacién del tejido dafiado. Efecto
logrado por la administracion sistémica del EGF-
hr, a concentraciones suprafisiolégicas, que se
traduce en acciones farmacoldgicas por
extension o amplificacion de las respuestas
biolégicas de mitogénesis, motogénesis,
induccion de la diferenciacién celular y cito-

proteccion.

reno-reparador, sobre las caracteristicas
histolégicas de rifiones con insuficiencia renal

cronica.
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