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RESUMEN

En el presente trabajo se pretendié determinar las variaciones que sobre las
caracteristicas morfométricas del rifidn provoca la ingestién crénica de etanol en
ratas adolescentes, para lo cual se utilizaron 42 ratas albinas machos de 30 dias de
nacidas con las cuales se conformaron dos grupos de 21 animales cada uno y con
tiempos de tratamiento de tres y cinco meses y con estos, dos subgrupos:
experimental y control. A las ratas experimentales se les suministré etanol a dosis
de 5 g/kg de peso corporal mediante canula intraesoféagica. A las controles se les
administré agua en lugar de etanol, en iguales condiciones. Se emplearon cortes
histoldgicos coloreados con técnica PAS y se estudiaron las porciones contorneadas
de los tubulos proximales y distales. Se calculé el drea de seccion transversal
tubular y se midieron los volimenes nucleares de las células de ambos tubulos. Se
comprobo que las ratas experimentales mostraron volimenes nucleares menores
gue las controles. El grupo experimental mostré valores de areas de seccién
transversal de los tubulos renales mayores que los controles, siendo estos valores
superiores en los tubulos proximales en las ratas de cinco meses, y los distales en
las ratas de tres meses. Se concluyd que en la muestra estudiada el alcoholismo
cronico iniciado en la adolescencia provoco variaciones morfométricas en los
tubulos proximales y distales del rifion.

Palabras clave: Adolescencia, alcoholismo crénico, volumen nuclear, rifidn, rata,
tubulos renales, morfometria.
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ABSTRACT

Present paper allowed us to determine the variations exerted by the chronic
ingestion of ethanol from the adolescence on the kidney morphometric features in
42 male albino rats of 30 days born divided into two groups of 21 animal each and
with the treatment times of three and five months and with these 42 animals into
two subgroups: one of experimental type and other as control. The experimental
rats received ethanol at 5 g/kg doses according to the body weight using an
intraesophageal cannula. The control ones received water instead of ethanol in
similar conditions. We used histological sections stained with PAS technique to
study the outlined portions of the proximal and distal tubules. The tubular
transversal section area was estimated measuring the nuclear volumes of cells in
both tubules. It was demonstrated that the experimental rats showed higher values
of the transversal section of renal tubules higher than the control ones, where these
values were superior in proximal tubules in the five months old rats and the distal
ones in the three months old. We conclude that in study sample the chronic
alcoholism started during adolescence provoked morphometric variations in
proximal and distal tubules of kidney.

Key words: Adolescence, chronic alcoholism, nuclear volume, kidney, rat, renal
tubules, morphometry.

INTRODUCCION

El uso y abuso de bebidas alcohdlicas constituye un grave problema de salud a nivel
internacional. El alcohol es una droga que eleva la morbimortalidad del individuo,
causando la pérdida de millones de vidas humanas cada afio a nivel mundial.}™* Por
otra parte se reporta que el consumo de la misma se ha incrementado en la
poblaciéon comprendida en el periodo de la adolescencia.® ® En la actualidad se
considera al alcoholismo como una enfermedad crénica incurable.?

En Cuba se ha elevado el consumo de bebidas alcohdlicas entre los adolescentes,
no obstante esto, en el contexto nacional son limitadas las investigaciones sobre el
uso de alcohol en estas poblaciones. Hace mas de dos décadas el alcohol ocupa el
primer lugar entre las drogas que consumen los jévenes a nivel mundial y presenta
un patrén de consumo esporadico, intensivo, fuera del hogar y con sus pares. ©’

Por otra parte se ha planteado que el abuso en la ingestion de alcohol provoca un
incremento en la presién arterial,®° asi como un amplio rango de disturbios
electrolitico y acido-basico en el organismo. La severidad de los dafios ha sido
relacionada con la cantidad y el tiempo transcurrido ingiriendo bebidas alcohdlicas,
asi como enfermedades asociadas como la malnutricion, enfermedades hepaticas
crénicas y otras enfermedades intercurrentes.?%11

Existen evidencias que sustentan la hipdtesis que el consumo habitual del téxico
provoca una variedad de efectos en el rifién y se ha reportado que la ingestion
aguda de grandes cantidades de etanol puede provocar un sindrome de necrosis
tubular aguda.®
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Todo lo antes expuesto hace que el estudio del alcoholismo en la adolescencia sea
un importante problema para la salud publica. Y por otra parte la utilizacién de
modelos experimentales animales puede servir para aclarar aspectos importantes
en el estudio de esta enfermedad, sus consecuencias y en su tratamiento.

Teniendo en cuenta que en la literatura no se cuenta con datos que aborden las
posibles alteraciones morfométricas que el alcoholismo crénico provoca sobre el
rinon, el siguiente trabajo se propuso como objetivo evaluar los cambios de algunas
variables morfométricas a nivel de los tubulos del rifidon de ratas albinas alcohdlicas
crénicas desde la adolescencia.

METODOS

Se emplearon 42 ratas albinas machos de 30 dias de nacidas con las cuales se
conformaron dos grupos de 21 animales cada uno y con tiempos de tratamientos de
tres y cinco meses. Con estos se conformaron dos subgrupos, experimental (E) y
control (C). A las ratas del grupo E se les suministré etanol al 40 % a una dosis de
5 g/kg de peso corporal. La via de administracion empleada fue la oral, mediante
una canula intraesofagica. A las ratas del grupo C se les administré agua en iguales
condiciones. Ambos grupos de animales vivieron en condiciones higiénicas y se les
suministré pienso y agua ad limitum durante el tratamiento.

Al término del experimento las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico a
una dosis de 40 mg/kg de peso corporal, se extrajeron ambos rifiones a los cuales
se les realizd un corte sagital y ambas mitades se fijaron en formalina tamponada
al 12 %. Se deshidrataron en alcoholes crecientes, se aclararon con xilol y fueron
procesados por el método de la parafina. Se obtuvieron cortes histoldgicos de 7
micrémetros (um).

Para el estudio morfométrico se emplearon ldminas coloreadas con la técnica de
PAS (seglin Mac Manus 1948).'2 Se realizé el estudio de las porciones contorneadas
de los tubulos proximales y distales. Las mediciones se efectuaron utilizando un
microscopio Karl Zeiss con ocular milimetrado (7x), optovar 1,6 y objetivo de
inmersién (100x).

Para el calculo del volumen nuclear se utilizé el método de Palkovits.!* Se midieron
10 nucleos de tubulos proximales y 10 de tubulos distales por rata, para un total de
100 nucleos de tubulos proximales y 100 nucleos de tubulos distales por grupo.

Se calculd el area de seccion transversal tubular mediante la férmula (A= & R?),*
en la cual R es el radio. Para obtener este valor se realizaron mediciones de los
didmetros (D) menores de los tubulos, tomando como punto de referencia las
ldminas basales PAS™ de los tubulos. De esta forma R= D/2.

Se midieron las areas de 10 tubulos proximales y 10 tubulos distales por cada rata,
para un total de 100 tubulos proximales y 100 distales por grupo.

Para el calculo estadistico se aplic6 ANOVA de dos vias con interaccién, tomando las
variables volumen nuclear y areas transversales de los tubulos proximales y
distales como variables dependientes y el tiempo y el grupo como variables
independientes (como efectos principales) y su interaccion. Los resultados fueron
expresados en tablas.

RESULTADOS
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Al analizar el volumen nuclear en las células de los tubulos contorneados
proximales se observé que las ratas experimentales tanto de tres como de cinco
meses tuvieron volimenes nucleares menores que las controles, esta diferencia fue

estadisticamente significativa (tabla 1).

Tabla 1. Yolumen nuclear de celulas de tdbulos contorneados proximales

en micrametros

Grupo/tiempo Control Experimental
3 meses M= 100 M= 100
¥=f0,517 W= 54 697
S= 14,312 S= 12,760
5 meses M= 100 M= 100
¥=161,098 ¥=48,617
S= 14,829 S= 15,
M = Mamerao de ratas # = Media 5 = Desviacion estandar
Efectos . F | P |
Grupo 40,961 o,ooo|
Tiempo 3,698 0,055 |
\Grupo/tiempo\ 5,428 0,020|

Al analizar la variacion del volumen nuclear en el tiempo se observé que la
diferencia de medias entre las ratas experimentales de tres y cinco meses estd muy
cerca del nivel de significacién. Hubo interaccion grupo-tiempo.

Las ratas experimentales de tres y cinco meses mostraron valores de volimenes
nucleares menores que las encontradas en las controles, en las células de los
tubulos contorneados distales. Esta diferencia fue muy significativa. Aunque hubo

diferencias de medias entre las ratas de tres y cinco meses, el tiempo no ejercid

ningun efecto relevante. Hubo interaccion grupo-tiempo (tabla 2).
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Tabla 2. Yolumen nuclear de células de tibulos contorneados distales en

rmicrametros

Grupo/tiempo Control Experimental
2 meses M= 100 rM=100
= 52,345 ¥=4E5,0862
5= 0,937 5= 8,630
5 meses M= 100 M= 100
#= 55,587 = 40861
S5=17,024 S=11,480
M = Mlimero de ratas # = Media 5 = Desviacion estandar
‘Efectos ‘ | P |
\Grupo 181,303 | 0,000 |
Tiempo 0,155 [ 0,694 |

\Grupo/tiempo | 9,296 | 0,002

El grupo experimental mostré valores de seccién de adreas transversales de tubulos
contorneados proximales significativamente mayores que los controles. Las ratas
experimentales de 5 meses tuvieron dreas mayores que las de 3. No hubo

interaccién grupo-tiempo (tabla 3).

Tahla 3. Areas de tabulos contorneados proximales en micrametras

Grupo/tiempo

3 meses

w=1610,330
S= 147,642

B meses

S= 124,854

M = Mamero de ratas ¥ = Media

Control

M= 100

M= 100
®w=675,138

Experimental

M= 100
x= 769,039
5= 183,281

M= 100
®= 784,513
5=189,305

S = Desviacion estandar
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\ Efectos \ F | P i
[ Grupo  [60,714[ 0,000 |
| |
| |

Tiempo | 5,445 | 0,020
Grupo/tiempo\ 2,056 | 0,152

En las ratas experimentales se obtuvieron valores de areas de tubulos
contorneados distales significativamente mayores que en las controles. Las ratas de
cinco meses mostraron areas mayores que las de tres. Hubo interaccién grupo-
tiempo (tabla 4).

Tahla 4. Areas de tibulos contorneados distales en micrametros

Grupo/tiempo Contral Experimental

3 meses M= 100 M= 100
== 580,196 #= 655,869
5= 144,916 5= 174,864

5 meses M= 100 M= 100
m= 571,378 M= 826,210
5= 189,356 5= 182,183

M = Mimero de ratas ¥ = Media 5 = Deswviacion estandar

\Grupo/tiempo | 25,809 | 0,000

\Efectos \ F \ P i
\Grupo 187,831 | 0,000 |
Tiempo 120,978 | 0,000 |

DISCUSION

En el presente trabajo se comprobd que los volimenes nucleares de los tubulos
proximales y distales del rifion de las ratas alcohdlicas fueron significativamente
menores que los de las ratas controles, tanto a los tres como a los cinco meses, y
esta diferencia se hizo mas marcada a medida que transcurrié el tiempo de
tratamiento. Tanto las variaciones del volumen como del area nuclear se han
considerado como indicadores sensibles de la actividad funcional de la célula, y ha
sido utilizado por varios investigadores como predictor del estado funcional en
varios tipos celulares.'31®
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En un estudio realizado en personas alcohdlicas que han ingerido el téxico durante
un largo periodo de tiempo, los autores plantean que el tiempo total de ingestion es
una importante variable que refleja el efecto total acumulativo por exposicién,® por
tanto, se asume la probabilidad que se produzcan alteraciones en la funcién de los
tejidos, 6rganos y sistemas de drganos por efecto acumulativo e incremento de la
dosis de alcohol en el tiempo.

Las ratas de la presente serie iniciaron la ingestién de etanol a los 28 dias de
nacidas, edad en la cual se ha planteado que comienzan los cambios propios de la
adolescencia en este roedor,'’ y se ha planteado que el alcoholismo iniciado en
etapas tempranas de la vida puede provocar dafios severos en el organismo.> /815
Esto demuestra que los adolescentes son muy sensibles al etanol.

En el presente trabajo se administré etanol a una dosis de cinco gramos y el téxico
fue suministrado mediante canula intraesofagica. Esto garantizé que se alcanzaran
niveles elevados de etanol en sangre no sdélo por la dosis sino también por el
método empleado.!®

Considerando que las ratas tratadas de 5 meses mostraron mayores alteraciones en
la estructura renal se puede inferir que la cantidad de alcohol ingerido, el tiempo de
exposicién al toxico y otros factores como son el comienzo de la ingestion en
edades tempranas en la vida de estas ratas, son responsables de la severidad del
dafio encontrado.

Estudios clinicos recientes han tratado de explicar la relacion entre las
anormalidades de los tubulos renales y el alcoholismo basados en una serie de
defectos funcionales en diferentes segmentos tubulares que conducen a trastornos
de los electrolitos séricos y del equilibrio &cido-basico en pacientes alcohdlicos.***°
El hecho que el alcoholismo esté relacionado con multiples alteraciones funcionales
tubulorrenales y que involucre diferentes segmentos tubulares, sugiere que la
exposicion al etanol puede originar disfuncién tubular generalizada.

El estudio cariovolumétrico realizado en las células de los tubulos proximales y
distales de las ratas, reveld que el volumen nuclear fue significativamente menor en
las ratas experimentales, y esta diferencia entre los grupos resulté mas marcada a
los cinco meses. Estos resultados son similares a los reportados por otros autores,
quienes han corroborado reduccién de la talla de los nucleos de células piramidales
del cerebro en ratas hijas de madres que ingirieron etanol durante la gestacion.’

Como resultado de la presente investigacion y los datos reportados, se puede
plantear que la exposicion crénica al etanol origina modificaciones en los nucleos de
las células de los tubulos renales proximales y distales.

Teniendo en cuenta que las ratas alcoholicas cronicas de la presente serie
mostraron alteraciones morfométricas de los tubulos renales, lleva a pensar que
dichas modificaciones estructurales en el rifiédn son ocasionadas por la exposicion
crénica al téxico.

Se concluye que en la muestra estudiada el alcoholismo croénico, iniciado en la
adolescencia, provocé alteraciones del volumen nuclear y en las areas de seccién
transversal de los tubulos renales proximales y distales de los riflones de las ratas,
efecto que es tiempo dependiente.
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