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PALABRAS CLAVE Resumen

Fundamento: La isquemia reperfusién renal es un proceso en donde se involucra una serie de eventos
fraccion de que pueden conducir al dafio y muerte celular. Objetivo: Determinar las modificaciones morfoldgicas
area, fraccion que se producen en el rindn a medida que progresa el tiempo en el proceso de isquemia reperfusion.
de elemento, Métodos: Se utiliz6 como muestra un grupo de 35 ratas Wistar, machos, que fueron divididos en
glomérulos. cinco grupos de siete ratas cada uno. Al subgrupo que no se le provoco isquemia se le denomind

control (C) y al resto se les nombré experimentales (E). El subgrupo experimental E- | fue sometido
a 15 minutos de isquemia, el E-Il a 30 minutos, el E-lll a 45 minutos y el E-IV a una hora. Luego se
tomaron muestras de tejido renal para estudio morfométrico. Resultados: Se produjo una reduccién
significativa del numero de glomérulos y de la fraccién de area ocupada por estos tras isquemia
reperfusion temporal de 15 minutos (El), la que parece ser reversible por la ligera mejoria observada
tras 30 minutos (Ell) a partir del cual sigue recayendo hasta después de una hora de isquemia
reperfusion (EIV). Conclusiones: La combinacién de isquemia con reperfusién supera el tiempo critico
para provocar lesion irreversible celular del tejido renal.
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Morphological changes in kidneys of rats subjected ischemia reperfusion

Background: renal ischemia reperfusion is a process that involves a series of events that can lead to
cell damage and death. Objective: To determine the morphological changes that occur in the kidney

as time progresses in the process of ischemia reperfusion. Methods: Used as showing a group of
35 male Wistar rats. This group of animals was divided into five groups of seven rats each. The
subgroup that will not cause ischemia it was called control (C) and the rest of the subgroups were
called experimental (E). E- experimental subgroup | was subjected to 15 minutes of ischemia, the E-II
to 30 minutes, the E-lll to 45 minutes and the E-IV one hour. After renal tissue samples were taken for
morphometric study. Results: There was a significant reduction in the number of glomerulo and the
area fraction occupied by these temporary ischemia reperfusion after 15 minutes (El), which seems
to be reversible by the slight improvement observed after 30 minutes (IBD) from the which continues
to fall until after an hour of ischemia reperfusion (EIV). Conclusions: The combination of ischemia and
reperfusion exceeds the critical time to cause irreversible cell renal tissue injury.

Introduccion

La isquemia reperfusién renal es un proceso clinicamente
importante involucrado en varias enfermedades. La depresion
energética que este proceso produce es el responsable de una
cascada de eventos bioquimicos que conducen a la disfunciéon
celular, al dafio subletal y eventualmente a la muerte. Estudios
realizados y publicados por Allen y Bayraktutan* en la revista
Internatinal Journal of Stroke sobre la fisiopatologia del estrés
oxidativo y el dafo que produce en el cerebro, recopilaron
las principales evidencias de los Ultimos afios, que vinculan
las especies reactivas del oxigeno con los mecanismos
fisiopatoldgicos que se presentan como resultado del proceso
isquemia reperfusion que ellos expresaron Los niveles excesivos
de especies reactivas son actores importantes en la lesién por
isquemia reperfusion. La exposicion de las células renales al estrés
oxidativo influye en la progresion de las enfermedades renales,
éste aparece en células y tejidos cuando se rompe el equilibrio
que existe entre sustancias prooxidantes y antioxidantes a favor
de las primeras’-.

Los parametros morfométricos son una herramienta
que permiten la mejor comprension de procesos patologicos
como son la inflamacién-reparacion, las atrofias, las hipertrofias
y las hiperplasias, entre otros, evidenciando las relaciones entre
los procesos de desarrollo-forma y estructura-funcién, motivos
de estudio en el diagndstico diario del anatomopatdélogo.

Evaluar las modificaciones morfolégicas que se
producen a medida que progresa el tiempo en el proceso de
isquemiareperfusién mediante novedosas técnicas morfométricas
motivé la realizacién de esta investigacion desarrollada en un
modelo experimental de isquemia reperfusion renal en ratas. La
evaluacién de las alteraciones morfolégicas del rifién sometida
a isquemia reperfusion permitira como objetivo: determinar el
tiempo minimo de lesion irreversible de las células renales que
conlleva a una insuficiencia renal.

Método

Se realiz6 un estudio morfométrico donde se utilizé como muestra
un grupo de 35 ratas Wistar, machos, supuestamente sanas
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB) Habana, Cuba, con un peso de 180
+/- cinco gramos. Estos animales fueron mantenidos durante
todo el estudio en condiciones de temperatura y humedad
controlados segun las normas éticas establecidas, incluyendo
ciclos de luz-oscuridad, con alimentacién y agua ad libitum.
Las ratas se alimentaron diariamente con 25 g de pienso normal
(dieta estdndar CENPALAB).
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Este grupo de animales fue dividido en cinco grupos de
siete ratas cada uno. Al subgrupo que no se le provocé isquemia
se le denominé control (C) y al resto se les nombré experimentales
(E), los cuales fueron sometidos al mismo grado de isquemia
utilizando un dispositivo de cierre en las arterias renales. La
diferencia entre los cuatro subgrupos consistié en el tiempo
de duracién de la isquemia. El subgrupo experimental E- | fue
sometido a 15 minutos de isquemia, el E-ll a 30 minutos, el E-llI
a 45 minutos y el E-IV a una hora, inmediatamente después de
transcurrido el periodo de isquemia se retird el clan para provocar
reperfusion, a cada animal se le realizé aclaramiento plasmatico
de inulina para medir intensidad de filtrado glomerular a través
del método multicompartimental. La inulina se utiliza para medir
intensidad de filtrado glomerular porque es una sustancia que se
filtra, no se secreta, ni se reabsorbe por lo que su aclaramiento
dara el valor exacto del filtrado glomerular. Luego se tomaron
muestras de tejido renal para estudio morfométrico, se utilizaron
70 muestras de rifiones derechos e izquierdos, 14 de las cuales
pertenecieron al grupo control, el resto fueron divididas en grupos
de 14 pertenecientes a cada grupo experimental (El, Ell, Elll,
EIV) que fue sometido a isquemia reperfusion. Para realizar las
mediciones se utilizé un sistema de testaje (la reticula) compuesto
por 88 puntos que representa 17 248 pm2. Las imagenes se
obtuvieron a través de un microscopio estereoscopio Mbc-10
con camara digital DCM500 adosada con una resolucion de 5
megapixeles*”. Se realizé la superposicién del testaje en cuatro
campos de la imagen calculada por rifién de los 7 animales por
grupos, lo que representa 28 campos por grupos de estudio,
se tomaron en consideracion los puntos que se superpusieron
sobre los glomérulos renales, los que fueron contados sirviendo
de base para el célculo de la fraccién de elemento y la fraccion
de area, las cuales se definen de la siguiente forma:

* Fraccién de elemento (fe): total de elementos que se observan
en un campo de estudio. En esta investigacion el elemento lo
constituyen los glomérulos y se calcula mediante la siguiente
férmula:

Fe =TPe/ TPc

Donde: TPe es total de puntos contados en los elementos, TPc
es total de puntos de la cuadricula (88puntos)

» Fracciéon de area (Af): la proporcion de area que ocupa un
elemento en un area predeterminada de estudio. Su férmula es:

Af =Fe x Ac

Donde: Ac es el area asignada al punto (96 pm2)



Analisis estadistico: Los procedimientos se realizaron segun lo
aprobado por los comités internacionales para el cuidado de los
animales, de acuerdo con las normas éticas establecidas para la
experimentacién animal (ICILAS, 2000). Después de realizado el
estudio en los laboratorios de Ciencias Fisiolégicas de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Ciencias Médicas de Camagley
y en el laboratorio del Policlinico Centro, y obtenido los resultados
de cada una de las variables, se lleno la base de datos creada en
el programa estadistico Microsoft Office Excel 2007, de lo cual
resultaron las tablas plasmadas en la investigacién, para resumir
la informacién de las variables se utilizaron medidas de resumen
y dispersién como la media y la desviacion estandar. Se utilizé
para el analisis el paquete estadistico SPSS para Windows. La
informacion fue procesada utilizando el MedCalc versién 4.16g-
Windows 95. Se realizd prueba de hipétesis donde se utilizd test
de student y probabilidad.

Resultados

La tabla 1 expresa el valor promedio y la desviacién estandar
de la fraccién de elemento (glomérulos) y de fraccion de area
que éstos ocupan en los rifiones derechos de cada grupo,
observandose una clara disminucién del elemento y del area del
glomérulo, que no es muy apreciable entre los grupos de estudio,
pero si significativo entre el grupo control y los grupos de 15y 60
minutos con una aparente recuperacion del grupo de 30 minutos.

Tabla 1. Fraccion de glomérulo y fraccion de area de
glomérulo en rifiones derechos sometidos a isquemia
reperfusion.

Grupos Fraccién de elemento Fraccién de area
Promedio Desv.stand Promedio Desv.stand
Control 0,0832 0,0207 0,0163 0,0041
15 minutos  0,0349 0,0113 0,0069 0,0022
30 minutos  0,0410 0,0080 0,0080 0,0027
45 minutos  0,0316 0,0062 0,0127 0,0025
60 minutos  0,0345 0,0068 0,0083 0,0016

Fuente: experimento N=35 fraccién de elemento: (um?) fraccién
de area: (um?) fraccion de elemento: (um2), fraccién de érea:

(um?).

La tabla 2 corresponde a la prueba de hipétesis para los rifilones
derechos donde se utiliza el test de student y la probabilidad,
entre el grupo control y cada uno de los grupos experimentales
resultando estadisticamente significativa mostrando que existe
mayor fraccién de elemento y de area en el grupo control que en
los experimentales.

Tabla 2. Prueba de hipétesis rifiones derechos.

Control
Grupos Fraccion elemento Fraccion area
T P T P
15 minutos 5,419 0,0002 5,345 0,0002
30 minutos 5,013 0,0003 4,473 0,0008
45 minutos 6,318 0,0001 1,98 0,05
60 minutos 5,914 0,0001 4,809 0,0004

Fuente: experimento N=35 t: Test de student P: Probabilidad
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La tabla 3 corresponde al andlisis del valor promedio y la
desviacion estandar de la fraccién de elemento (glomérulo) y de
area que estos ocupan en los rifiones izquierdos de cada grupo
experimental presentando un comportamiento muy similar al
de los rifones derechos, mostrando la reduccion de la fraccién
de glomérulos y del area que estos ocupan ,muy significativos
entre el grupo control y el de los 15 y 60 minutos, con ligera
recuperacion morfologica en este caso de los grupos de 30 y 45
minutos.

Tabla 3. Fraccion de glomérulos y fraccién de area de
glomérulos en rifiones izquierdos sometidos a isquemia
reperfusion.

Grupos Fraccién de elemento Fraccién de area
Promedio Desv.stand Promedio Desv.stand
Control 0,0836 0,0164 0,0213 0,0042
15 minutos  0,0304 0,0027 0,0060 0,0005
30 minutos 00,0406 0,0080 0,0080 0,0041
45 minutos 0,0406 0,0080 0,0092 0,0018
60 minutos  0,0313 0,0061 0,0088 0,0017

Fuente: experimento N=35 fraccién de elemento:(um?) fraccién
de area: (um?)

La tabla 4 corresponde a la prueba de hipétesis para los rifiones
izquierdos donde se utiliza el test de Student y la probabilidad,
entre el grupo control y los demas grupos experimentales
resultando estadisticamente significativa al mostrar que existe
mayor fraccién de elemento y de area en el grupo control que en
los grupos experimentales.

Tabla 4. Prueba de hipétesis rifiones izquierdos.

Control
Grupos Fraccion de elemento Fraccion de area
T P P P
15 minutos 8,469 0,0001 0,0001 0,0001
30 minutos 6,235 0,0001 0,0001 0,0001
45 minutos 6,235 0,0001 0,0001 0,0001
60 minutos 7,908 0,0001 0,0001 0,0001

Fuente: experimento N=35 t: Test de student P: Probabilidad

Discusion

En la investigacién que se presenta existen variaciones
morfolégicas en los rifiones derechos a los 15 minutos de
provocada la isquemia y al comienzo de la reperfusién, en los
cuales disminuyen la cantidad de glomérulos y el area que estos
ocupan en el campo de estudio. Si bien, no existen variaciones
significativas entre los grupos experimentales en el tiempo si es
apreciable con respecto al control corroborandose en el analisis
estadistico. Las consecuencias morfolégicas de la lesién por
isquemia reperfusion fueron similares en los rifilones izquierdos.

Autores como Cotran, Kumar, Collins y Robbins' plantean que
la pérdida de la fosforilacién oxidativa que se produce en el
proceso de isquemia, inmediatamente torna mas lenta o detiene
la generacion de ATP. La falta de fuentes de energia provoca
trastornos de la conservacion de las membranas celulares y se



dificulta la actividad de las enzimas relacionadas, de la indole
de la ATPasa, lo cual origina aumento de la permeabilidad de
la membrana. Los balances intracelulares de iones y liquidos
dependen de manera exquisita de un suministro ininterrumpido
de energia, cuando ésta experimenta agotamiento, la bomba
de sodio se enlentece o deja de actuar, ingresando el sodio
continuamente a la célula, no pudiendo ser bombeado al exterior
adecuadamente; de ésta manera la célula sufre tumefaccion
desplazando y destruyendo muchos de los glomérulos®. Curtis™
explica que el lesion renal asociada a isquemia-reperfusiéon es un
proceso dinamico que implica dafio en la vasculaturay los tubulos
alterandose el oxigenoy los nutrientes a la célula epitelial, y la célula
epitelial lesionada respondera mediante la produccion de factores
autocrinos que afectan su propia supervivencia se acumulan
leucocitos y se produce descomposicién del citoesqueleto,
necrosis, descamacion de las células viables, obstruccion tubular
corroborando lo encontrado en esta investigacion, incluso solo a
15 minutos de isquemia ya se evidencia pérdida de glémerulos.
Los cambios morfolégicos en ambos rifiones a los 30 minutos
de isquemia no resultan tan evidentes como a los 15 minutos,
lo que sugiere cierta recuperacion o reversion del dafio tisular
observado inicialmente; lo que pudiera deberse al aporte del
ATP procedente de la glucdlisis anaerobia. En circunstancias de
isquemia algunas células pueden volver a la glucélisis anaerobia,
lo que en parte sostiene la concentracion de ATP aunque no
durante mucho tiempo corroborado por Vidor en su estudio?
Investigaciones realizadas por Gonzélez et al'*"*® plantean que el
proceso de isquemia reperfusion en los rifiones produce dafio
a nivel de los tubulos renales. Hernandez Iglesias et al® en su
estudio histopatolégico describe que el proceso de isquémia
reperfusién produce pérdida del ribete en cepillo, dilatacion
tubular, necrosis de las células epiteliales, la formacién de cilindros
en la luz tubular constituyendo marcadores morfolégicos de
dafio renal, Serviddio et al® describe que la isquemia transitoria
conduce a un patron heterogéneo de dafio a los tejidos en el
rindn que un corto periodo de isquemia (<45 min) produce dafios
irreversibles en los segmentos distales de los tubulos proximales,
mientras que los segmentos mas proximales sufren lesiones
reversibles.Aunque el presente estudio no consistio en el andlisis
de los organitos celulares y tampoco describe los cambios
a nivel tubular, si constata que después de los 30 minutos de
isquemia con reperfusién sobreafadida comienza a existir dafio
sin recuperacion evidente en las células de los glomérulos,
destruyéndolos y disminuyendo asi el nimero vy la fraccién de
area que ocupan estos en cada uno de los campos estudiados;
sugiriendo que la combinacién de isquemia con reperfusion ha
superado el tiempo critico para provocar lesion irreversible.

Transcurridos los periodos isquémicos de 45 minutos y
una hora, superado el tiempo critico para la aparicion de lesiones
hipéxicas irreversibles a nivel renal se produjo una reduccion
notable de glomérulos ademéas del dafio que sobre éstos
produce la reperfusién, lo que se corresponde con lo descrito en
investigaciones clinicas realizadas por Bagcik E et al'® referidas
a enfermedades renales de naturaleza isquémica.Los cambios
moleculares y morfolégicos descritos son imprescindibles
para comprender las lesiones por isquemia, durante la cual el
ATP se degrada en las células endoteliales y parenquimatosas
a adenosindifosfato (ADP) y adenosinmonofosfato (AMP). Las
células epiteliales son relativamente impermeables a estos
nucledtidos. Si la falta de oxigeno se prolonga el AMP se
metaboliza a nucledsidos e hipoxantina. Estas purinas si pueden
difundir al exterior de las células renales isquémicas. Lo que
provoca una pérdida de metabolitos de reserva para la resintesis
de ATP. Se han detectado altas concentraciones de hipoxantina
tanto en la sangre venosa como en tejido renal. Ademas se
produce unaredistribucion del hierro almacenado hacia formas de
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mayor disponibilidad.” La reduccion significativa que se produjo
del nimero de glomérulos y de la fraccién de area ocupada por
estos tras isquemia temporal de 15 minutos y comienzo de la
reperfusién, la que parece ser reversible por la ligera mejoria
observada tras 30 minutos a partir del cual sigue recayendo hasta
después de una hora de isquemia renal y la existencia de una
mayor fraccién de glomérulos y del area que éstos ocupan en el
grupo control que en los grupos experimentales pueden responder
a la reperfusién que se produjo antes de la extraccién de los
rifiones durante el tiempo en el que transcurrié el aclaramiento
plasmatico. La misma no produce una proteccion frente a la falta
de oxigeno, sino que conlleva a una lesién adicional en parte
por la acumulacidon masiva de calcio en las mitocondrias, lo
cual induce la apertura de un poro inespecifico transmembranal
que lleva al desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa'®. Por
otro lado, en el rifidn isquémico hay produccién de hipoxantina,
sustrato que cuando se restablece la oxigenacién contribuye a
la formacién de ERO que provocan mayor dafio histico a nivel
renal. Otro mediador proinflamatorio con accién directa a nivel
del rifidn, liberado durante el fenédmeno de isquemia-reperfusion
es la endotelina-1, potente vasoconstrictor capaz de producir
importante disminucién del filtrado glomerular y alteraciones en
la funcién tubular'”-2°,

ConclusionesSe produjo una reduccién significativa del numero
de glomérulos y de la fraccién de area ocupada por estos tras
isquemia reperfusiéon temporal de 15 minutos (El), la que parece
ser reversible por la ligera mejoria observada tras 30 minutos
(Ell) a partir del cual sigue recayendo hasta después de una
hora de isquemia reperfusion (EIV). Existi6 una mayor fraccion
de elemento y de area en el grupo control que en los grupos
experimentales. La funcién renal decrecié a partir de los 30
minutos de isquemia reperfusién de forma progresiva.
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