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Resumen

Con el objetivo de determinar si la ingestién crénica de alcohol induce cambios morfolégicos y morfométricos
renales en ratas albinas Wistar machos se crearon tres grupos de ratas que ingirieron etanol al 15% ad
libitum o agua comun durante 8, 16 6 24 semanas. Se realiz6 un estudio microscopico morfométrico del
corpusculo renal (celularidad e indice corpuscular cortical) y un andlisis histoldgico cualitativo de la corteza
renal. Se estimaron las concentraciones de acido Urico y creatinina, la ganancia de peso y el peso de los
rilones. La ingestion de etanol no indujo modificaciones significativas (p<0.005) morfolégicas ni
morfométricas renales, ni de los indicadores plasmaticos. La ganancia de peso fue significativamente menor
en ratas alcohdlicas que en sus controles y el peso renal aumenté en las alcohdlicas. Concluimos que en
nuestras condiciones el alcohol no produce dafio estructural o funcional del rifién, aunque si afecta la
ganancia de peso.

Introduccion

Existen sobradas evidencias de los mudltiples dafios que el consumo prolongado y excesivo de alcohol
provoca, lo que ha convertido al alcoholismo en un problema serio de salud a nivel mundial.

Estadisticas mundiales reflejan que el 90% de la poblacién toma bebidas alcohdlicas en cantidad variables (1,
2). Se puede inferir que el consumo del alcohol puede duplicar el riesgo de presentar problemas de salud
relevantes que impliquen ingreso hospitalario, lo que se puede confirmar en una amplia gama de literatura
médica, que datan desde 200 afios atras hasta la fecha (3, 4).

La mayor parte de los efectos téxicos del etanol son resultado del metabolismo del mismo. Ademas de su
accién aguda como depresor del SNC, el consumo crénico del etanol puede dar lugar a una amplia gama de
efectos sistémicos, la mayoria de estos efectos crénicos pueden ser atribuidos a la toxicidad de los
metabolitos intermedios que causan stress oxidativo, aunque otros pueden atribuirse a déficit vitaminicos
especificos, cambios macro y microangiopaticos, trastornos hidroelectroliticos e incluso al efecto tdxico de
ciertos aditivos presentes en las bebidas alcohdlicas (3, 4).

Entre los efectos que provoca sobre los diferentes 6rganos y sistemas se encuentran: Hepatitis alcohdlica
aguda y cirrosis alcoholica), demencia alcohdlica, polineuropatia alcohdlica, neuropatia beribérica, pelagra,
oftalmoplejia y sindrome de Wernicke (4, 5 - 7), hipertensiéon arterial, arritmias cardiacas y predispone al
infarto agudo del miocardio (4, 6 - 8). Las esofagitis, gastritis, y duodenitis agudas y crénicas son efectos
toxicos directos del consumo del etanol. Los alcohdlicos crénicos pueden sufrir cuadros de pancreatitis aguda
y croénica, lo que, unido a las alteraciones que produce en la mucosa intestinal, da lugar a alteraciones en la
absorcion intestinal de los nutrientes y contribuye a los déficits vitaminicos. El alcoholismo crénico da lugar a
atrofia testicular y disminucion de la fertilidad en hombres y mujeres, sindrome alcohdlico fetal, cancer en la
cavidad bucal, faringe, es6fago, estomago, colon, higado y pulmén (6, 7, 9).

El etanol puede alterar la homeostasia del agua y los electrolitos por afectacién de la funcién renal aun antes
de que se compruebe un dafio hepatico, aunque se desconoce el mecanismo implicado (10). Poca o ninguna
mencion se hace en los textos médicos a lesiones renales producidas por el consumo prolongado de alcohol
(3, 7, 11 — 13), y los reportes de casos y estudios experimentales son relativamente escasos y poco
coincidentes en sus hallazgos. Mas que la escasez de estudios y reportes sobre alteraciones renales
relacionadas con el alcoholismo, nos llama la atencidon la diversidad de hallazgos reportados y de criterios
con respecto al tema.
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En relacion con los efectos sobre la funcion renal de la intoxicacion aguda por etanol, se reporta que esta
puede inducir hipouricemia (14, 15), hipopotasemia, hipomagnesemia, disminucién de la excrecién de sodio,
potasio y cloro. Actualmente existen evidencias en la literatura que sugieren que la ingestion aguda de etanol
modifica el equilibrio hidroelectrolitico y la funcién renal como resultado del aumento de los niveles de
arginina vasopresina y en dependencia de la dosis (16).

En cuanto al efecto del alcoholismo crénico sobre la funcién renal se reporta: disminucion significativa de la
funcién renal (14), trastornos de la funcion renal en el 78,3% de los pacientes alcohdlicos y cambios
morfoldgicos en el 50% de ellos (17).

Existen reportes de efectos nefrotéxicos directos del alcohol y sus metabolitos, y otros indirectos o
secundarios asociados a enfermedad hepética alcohdlica, rabdomiolisis y déficit vitaminico entre otras. Entre
los efectos nefrotdxicos directos se reportan: Nefromegalia en ratas y en humanos (18, 19) relacionada con
aumento de tamafio de las células renales y de la proliferacion celular (18), disminucién del peso renal en
ratas adultas machos expuestas al alcohol durante la etapa perinatal o durante la maduracion sexual (20),
proliferacion celular de los glomérulos, reportado en perros, glomerulomegalia (18, 21), glomeruloesclerosis
focal (21), aumento de grosor de la membrana basal glomerular (18).

Entre las alteraciones morfoldgicas renales inducidas secundariamente por el consumo de alcohol se en
encuentran las asociadas a la enfermedad hepatica alcohdlica, las asociadas a déficit de Vitamina B6 donde
que conducen a nefropatias por oxalato, entre otras (22 - 24).

OBJETIVOS.

1. Determinar si la ingestion cronica de etanol al 15 % en el agua de beber
por ratas Wistar adultas machos produce cambio en el peso de los
rifones; diferencias en la estructura, la celularidad y la densidad cortical
de los corpusculos renales y modificacion de las concentraciones
plasmaticas de acido Urico y creatinina.

2. Confirmar que el consumo cronico de alcohol al 15 % en el agua de beber
afecta el peso corporal de ratas Wistar adultas machos.

Material y Métodos

MATERIAL Y METODO.

Se estudiaron los rifiones de 39 ratas albinas machos, aparentemente sanas, adultas (10 -14 semanas),
divididas en 3 grupos. A las ratas experimentales de cada grupo se les suministré alcohol etilico en el agua de
beber al 15% durante 8, 16 y 24 semanas y a las controles agua ad libitum durante el mismo tiempo.

La distribucién en los grupos fue la siguiente:

Tabla # 1 Distribucién de las ratas segun la condicion control-experimental (alcohol).

Grupos control alcohol
8 semanas 5 8
16 semanas 5 8
24 semanas 5 8

El estudio se realiz6 por ocho semanas 0 mas, ya que es el tiempo en el cual aparecen los cambios que
soportan los criterios de cronicidad y aparecen las alteraciones morfofuncionales asociadas al alcoholismo. El
alcohol se administré en el agua de beber por ser ésta la via fisiol6gica menos estresante para el animal, y de
uso frecuente en los estudios de alcoholismo crénico al igual que la dosis usada.

Al finalizar cada etapa de tratamiento los animales fueron sacrificados y
extrajeron los riflones, los que se lavaron y se pesaron en una balanza analitica
BLA-2002-MT. Se fijaron por inmersion en liquido de Bouin durante 24 h, para
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su posterior inclusidon en parafina. Se realizaron cortes a 5 mm de cada bloque
con un microtomo vertical marca Spencer Lens, que se colorearon con las
técnicas de hematoxilina y eosina (H/E) y acido peryédico de Shiff (PAS).

En las laminas histoldgicas se buscaron posibles cambios histopatoldgicos que pudieran aparecer en la
estructura del corpusculo renal tales como: alteraciones del mesangio glomerular, modificaciones de la
membrana basal glomerular, grosor de las paredes de los capilares glomerulares, diametro de los capilares
glomerulares.

Estudio morfomeétrico.

Se realiz6 una estimaciéon de la densidad celular de los glomérulos y la densidad glomerular de la corteza
renal. Ademéas se midieron el diametro de la porcién contorneada de los tubulos proximales, la altura de sus
células y el volumen de sus nucleos. Se emplearon laminas coloreadas con técnicas de hematoxilina y eosina
(H/E) y acido peryddico de Shiff (PAS) para delimitar y las laminas basales de los corpusculos renales. Las
mediciones y conteos fueron efectuadas todas por el mismo operador.

Densidad celular glomerular

Se utilizaron laminas tefiidas con H/E y se observaron con objetivo 100 X y ocular 10 X en un microscopio
Olympus modelo BH-2. Para estimar la densidad celular glomerular se empleé el cuadrante de un circulo de
un ocular micrométrico de diametro equivalente a 100 micrometros (um), que corresponde a un area de 1
963.5 um2. Se incluyeron en el conteo los nucleos del glomérulo ubicados dentro de esta area y los que
interceptaron uno de los dos radios y la mitad contigua del arco correspondiente. Se utilizé la unidad de
medida “células/1 963.5 pm=2” para evitar la introduccion de error al convertir esta area a niumeros enteros
(ej: células/10 000 pm=2). Se utilizaron glomérulos con un corte ecuatorial y se excluyeron las células
presentes, aunque escasas, en el interior de los capilares. Se analizaron de esta forma al menos 10
glomérulos por caso.

Indice corpuscular cortical.

Esta estimaciéon equivale al por ciento del volumen de corteza ocupado por corpusculos renales. Una vez
tefiidas con PAS, las laminas fueron observadas en un microscopio Olympus BH-2 con objetivo 20 x. Para
determinar el indice corpuscular cortical se colocé una reticula con 20 puntos por debajo de las lentes de uno
de los oculares. Se determiné la proporcion de puntos que interesan a los corpusculos respecto a un total de
400 puntos que interesen a la corteza renal, para lo cual se analizaron 20 campos o mas. Este dato se
expreso6 en por ciento.

Indicadores plasmaticos del funcionamiento renal

Se determinaron los niveles de acido Urico y creatinina en el plasma sanguineo. Ambos valores fueron
expresados en mmol/I.

ANALISIS ESTADISTICO:

Analisis de la varianza de dos vias para cada una de las variables dependientes, tomando como variables
independientes el consumo de alcohol y el tiempo (8, 16 y 24 semanas) Yy como variables dependientes:
Densidad celular glomerular, indice corpuscular cortical, concentracion plasmatica de acido urico,

concentracion plasmatica de creatinina, ganancia de peso corporal por semana y peso de los rifiones. Se
calcularon las estadisticas descriptivas para todas las variables en cada grupo.

Resultados

Estudio histolégico de la corteza renal.

Las variaciones del patron normal fueron aisladas, tanto en controles como en
experimentales. No se comprobaron alteraciones del mesangio, los capilares,
de las membranas basales glomerulares, ni del borde en cepillo de los tubulos
proximales entre las ratas controles y experimentales (figuras 1y 2).

Estudio morfométrico de la corteza renal.

Densidad celular glomerular.
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No existid variacion estadisticamente significativa de la densidad celular glomerular entre las
ratas controles y las alcohdlicas, aunque si entre las de 8 y las de 16 y 24 semanas (p<0.05),
siendo significativamente mayor la primera con respecto a la segunda y la tercera (tablas # 2).

Tabla # 2. Densidad celular glomerular en células por 1 963.5 pm=2.

Estadistica descriptiva. Analisis de la varianza bifactorial
8 SEM 16 SEM 24 SEM F(g) 7.014 p 0.005
control N 5 N 4 N 5 F(c) 0.000 p 0.992
X 24.22 X 16.55 X 18.9
S 2.88 S 1.21 S 2.44
alcohol N 8 N 8 N 7 F(c*g) 1.111 p 0.348
X 23.8 X 18.6 X 19.74
S 3.49 S 1.87 S 3.83

Fuente: Datos de la autora

N: tamano de la muestra; X: media; S: desviacién estandar.

F: prueba de la razén de las varianzas; g: grupo (8, 16 y 24 sem); c: condicion (control y
alcohdlica); c * g: interaccidn condicion — grupo; p: probabilidad.

Indice corpuscular cortical.
Los rifones de las ratas de los grupos control y experimental mostraron densidades corpusculares
corticales similares. El tiempo de tratamiento tampoco provocé modificaciones de esta variable

(p>0.05). (Tabla # 3)

Tabla # 3. Indice corpuscular cortical en por ciento.

Estadistica descriptiva. Andlisis de la varianza bifactorial
8 SEM 16 SEM 24 SEM F(g) 0.887 p 0.427
control N 5 N 4 N 5 F(c) 0.086 p 0.772
X 7.59 X 9.12 X 8.00
S 0.68 S 0.75 S 1.88
alcohol N 8 N 8 N 7 F(c*g) 0.785 p 0.469
X 7.42 X 8.22 X 7.93
S 2.08 S 194 S 1.97

Fuente: Datos de la autora

N: tamano de la muestra; X: media; S: desviacién estandar.

F: prueba de la razén de las varianzas; g: grupo (8, 16 y 24 sem); c: condicion (control y
alcohdlica); c * g: interaccidn condicion — grupo; p: probabilidad.

Indicadores plasmaticos del funcionamiento renal.

Concentracion plasmatica de acido urico.

Los valores de &acido uUrico de las ratas controles y de las experimentales no presentaron
diferencias significativas (p>0.05) (tabla # 4).

Tabla # 4. Concentracion plasmatica de acido urico en mmol/I.
Estadistica descriptiva. Anadlisis de la varianza bifactorial
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8 SEM 16 SEM 24 SEM F(g) 2.647 p 0.094
control N 5 N 4 N 3 F(c) 0.881 p 0.359
X77.4 X 39.88 X 106.93
S 19.42 S 16.34 S 62.95
alcohol N 8 N 8 N 5 F(c*g) 1.435 p 0.260
X 63 X 57.12 X 68.38
S 28.28 S 22.21 S 51.57

Fuente: Datos de la autora

N: tamano de la muestra; X: media; S: desviacién estandar.

F: prueba de la razén de las varianzas; g: grupo (8, 16 y 24 sem); c: condicion (control y
alcohdlica); c * g: interaccidn condicion - grupo; p: probabilidad.

Concentracion plasmatica de creatinina.
No se encontraron diferencias significativas entre los valores de los controles y de los

experimentales. Las ratas controles de 8 semanas tuvieron valores significativamente mayores de
creatinina que las controles de 16 semanas (p<0.05) (tabla # 5).

Tabla # 5. Concentracion plasmatica de creatinina en mmol/I| de ratas.

Estadistica descriptiva. Andlisis de la varianza bifactorial
8 SEM 16 SEM 24 SEM F(g) 6.719 p 0.006
control N 5 N 4 N 3 F(c) 1.685 p 0.208
X165.8 X 77.25 X 88.33
S 80.7 S 5.85 S 451
alcohol N 8 N 8 N 5 F(c*g) 0.708 p 0.504
X 104.63 X 69 X 84.80
S 13.24 S 6.52 S 11.71

Fuente: Datos de la autora

N: tamano de la muestra; X: media; S: desviacién estandar.

F: prueba de la razén de las varianzas; g: grupo (8, 16 y 24 sem); c: condicion (control y
alcohdlica); c * g: interaccidn condicion - grupo; p: probabilidad.

Ganancia de peso corporal por semana.

Las ratas que tomaron etanol tuvieron una ganancia de peso significativamente menor que sus
respectivos controles. Tanto las controles como las experimentales del grupo de 16 semanas
ganaron significativamente mas peso que las de 8 semanas, y estas a su vez mas que las de 24
(p<<0.05) (tabla # 6).

Tabla # 6. Ganancia de peso corporal por semana en gramos.

Estadistica descriptiva. Analisis de la varianza bifactorial
8 SEM 16 SEM 24 SEM F(g) 26.044 p 0.000
control N 5 N 4 N 5 F(c) 5.597 p 0.028
X 13.91 X 17.98 X 9.78
S 4.74 S 1.04 S 0.95
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alcohol N 7 N 8 N 7 F(c*g) 0.231 p 0.796
X 10.71 X 15.94 X 8.22
S 2.34 S 1.94 S 1.28

Fuente: Datos de la autora

N: tamano de la muestra; X: media; S: desviacién estandar.

F: prueba de la razén de las varianzas; g: grupo (8, 16 y 24 sem); c: condicion (control y
alcohdlica); c * g: interaccidn condicion - grupo; p: probabilidad.

Peso de los rifiones.

No existen diferencias significativas en el peso de los riflones entre ratas experimentales y
controles. Los rifiones de las ratas tratadas de 16 semanas resultaron significativamente mas
pesados que las de 8 semanas (p<0.05). Entre el resto de los grupos no hubo diferencias
significativas (p>0.05) (tabla # 7).

Tabla # 7. Peso de los riflones en gramos.

Estadistica descriptiva. Analisis de la varianza bifactorial
8 SEM 16 SEM 24 SEM F(g) 3.999 p 0.034
control N 5 N 4 N 5 F(c) 0.444 p 0.512
X 3.4 X 3.71 X 4.36
S 0.42 S 0.27 S 0.78
alcohol N 8 N 8 N 7 F(c*g) 1.282 p 0.298
X 3.36 X 3.82 X 3.92
S 0.39 S 0.63 S 0.35

Fuente: Datos de la autora

N: tamafio de la muestra; X: media; S: desviacidon estandar.

F: prueba de la razén de las varianzas; g: grupo (8, 16 y 24 sem); c: condicion (control y
alcohdlica); c * g: interaccion condicion - grupo; p: probabilidad.

Fig. 1 Corteza renal de rata experimental 16 sem. Tubulos y glomérulos de aspecto normal. PAS/H. 600X.
Fig. 1 Corteza renal de rata experimental 16 sem. Tubulos y glomérulos de aspecto normal. PAS/H. 600X.

Fig. 2 Corteza renal de rata experimental 8 sem. Tubulos proximales de aspecto normal. PAS/H. 3000X.
Fig. 2 Corteza renal de rata experimental 8 sem. Tubulos proximales de aspecto normal. PAS/H. 3000X.

Discusion
Estudio histoldégico y morfométrico de la corteza renal.

Nuestros resultados indican que la ingestidon crénica por la rata de hasta 12,6 gramos diarios de alcohol por
kilogramo de peso corporal no modifica la densidad celular glomerular, la densidad corpuscular cortical, ni
altera la estructura glomerular (tablas 2 y 3).

Aunque esperabamos obtener otros resultados, sustentados por las bases tedricas ya expuestas y por
reportes de otros autores que hablan de proliferacion celular glomerular y aumento de tamarfio de las células
tubulares renales (18), glomerulomegalia (18, 21), glomeruloesclerosis focal; no podemos hablar de una
contradiccion entre el primero y los segundos, sino de condiciones experimentales diferentes. También
podrian influir otros factores presentes en los modelos e ignorados por los investigadores.

No podemos atribuir nuestro resultado a una dosis baja de alcohol, pues esta equivale como minimo a un
consumo de 2 botellas de ron diarias para un hombre de 70 kg. de peso. De cualquier modo, consideramos
que con la aplicacion de técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas para cuantificar stress oxidativo,
actividad de los sistemas antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD y GSH-Px), niveles de acetaldehido y
mediante analisis molecular de las membranas plasmaticas (todo esto, por supuesto, a nivel renal) (11, 19,
27, 28, 29 - 34), se podrian encontrar alteraciones no demostrables mediante los métodos y técnicas
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empleados en nuestro trabajo.

Seria util ademas, realizar una revision de los casos clinicos con lesion renal asociada al alcoholismo, para
detectar posibles factores predisponentes y asi poder ajustar la seleccién de nuestro modelo biolégico.

Indicadores plasmaéaticos del funcionamiento renal.

La condicion de experimental o control no modificé los valores de acido Urico y creatinina, lo cual indica que
en nuestras condiciones experimentales la ingestién crdnica de alcohol no parece afectar la funciéon renal
(tablas 4 y 5).

Entre la bibliografia consultada existen resultados similares en ratas que ingirieron alcohol durante 5 semanas
sin alteracion de la funcién renal (35, 36). También existen estudios que reportan hiperuricemia (17) e
hipouricemia. Este resultado no nos asegura que se encontrara intacta la funcidon renal, pues estos
indicadores ni son especificos de dafio renal ni son muy sensibles al mismo. De cualquier modo, y al no
haberse modificado, creemos que en futuros estudios deberian tenerse en cuenta otros indicadores
plasmaticos y también urinarios mas sensibles, o utilizados por otros autores para diagnosticar dafio renal
secundario al alcoholismo (11, 31, 33, 37 - 41).

Ganancia de peso corporal por semana.

En nuestras condiciones experimentales las ratas que ingirieron alcohol tuvieron una ganancia de peso
significativamente inferior que sus respectivos controles (tabla # 6).

Aunque pocos autores reportan que los animales que recibieron etanol no se diferenciaron de sus controles
isocaldricos en cuanto a la ganancia de peso (42), nuestros resultados coinciden con lo referido por otros (43
- 47), y en nuestro caso lo relacionamos con el menor consumo de pienso y de liquido que tuvieron todas las
ratas alcohdlicas respecto a sus controles; y al efecto irritante directo del alcohol sobre la mucosa gastrica e
intestinal, razon por la cual los nutrientes ingeridos son mal absorbidos y eliminados en mayor cantidad. Se
conoce que los hébitos nutricionales, generalmente inadecuados en los pacientes alcohdlicos, dan lugar a un
patron de malnutricién crénica ya que el etanol carece de valor nutritivo por aportar solamente calorias
“vacias” en la dieta (7.1 kilocalorias por gramo de alcohol), pero su empleo como fuente energética desplaza
otros nutrientes, por lo que su consumo excesivo conduce a la desnutricién, asi como a la disminucién del
apetito y al deficiente aprovechamiento de los nutrientes (22 - 24, 48 - 51).

Peso de los rifiones.

La condicién de alcohdlicas o controles no modificéd significativamente los pesos de los rifiones de las ratas
(tabla # 7).

En proximos estudios, esta estimacion deberia ir acompafada de las del volumen y del grosor de la corteza
renal, los que junto a todas las realizadas en este trabajo nos permitirian una mejor interpretacién de estos
resultados.

Conclusiones

1. La administracion crénica de etanol al 15 % en el agua de beber a ratas
Wistar adultas machos no modifica la densidad celular glomerular, el
indice corpuscular cortical, ni altera la estructura glomerular. Tampoco
modifica las concentraciones plasmaticas de &cido Urico y creatinina. El
tiempo de consumo no varia estos hallazgos.

2. La administracién cronica de etanol al 15 % en el agua de beber a ratas
Wistar adultas machos provoca disminucion en la ganancia de peso.

3. La administracion cronica de etanol al 15 % en el agua de beber no
modifica el peso de los rifiones de ratas Wistar adultas machos.

RECOMENDACIONES.
1. Aplicacién a nivel renal de técnicas mas especificas que detecten

posibles modificaciones a niveles subcelulares, no detectadas por las técnicas
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con las que disponiamos en nuestra investigacion. Por ejemplo: técnicas
histoquimicas e inmunohistoquimicas para cuantificar stress oxidativo, actividad
de los sistemas antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD y GSH-Px) o niveles de
acetaldehido; y analisis molecular de las membranas plasmaticas.

2. Estimaciones de indicadores funcionales renales mas especificos.
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