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RESUMEN

Con el objeto de estudiar el sustrato histologico y ultraestructural de la necrosis tu-
bular aguda (NTA) de tipo isquémico, se desarrolil un modelo experimental en conejos,
previamente uninefrectomiazados, tras clampaje del pediculo renal durante sesenta mi-
nutos. Seis conejos se utilizaron como control de técnicas de perfusion fijacion in vivo y
los 12 restantes fueron sacrificados a las dos y veinticuatro horas, dos dias, cuatro, ocho
y quince dias posreflujo sanguineo. Con técnicas de perfusion-fijacion in vivo para inhibir
fenémenos de autdlisis, se examinaron maltiples secciones utilizando microscopio 6pti-
co (MO), microscopio electrénico de transmision (MET) y de rastreo (MER). Secciones en
congelacion se tiieron con DPNH. Las principales alteraciones de las células de tabulo
proximal (TP) consistian en pérdida de las microvellosidades del borde apical (BA), lesio-
nes mitocondriales y aplanamiento del laberinto basal lateral (LBL). Todas estas lesiones
junto con una importante negativizacion de la DPNH, fueron mas acusadas entre dos-
cuatro dias posreflujo. Se discuten las principales alteraciones histolégicas y ultraestructu-
rales como base morfolégica explicativa del fallo funcional de la célula del TP.

Palabras clave: Necrosis tubular aguda (NTA). Microscopia 6ptica (MO). Microscopia elec-
tronica de transmision (MET). Microscopio electrénico de rastreo (MER). Tabulo proxi-
mal (TP). Borde apical (BA). Laberinto basal lateral (LBL).

MAIN STRUCTURAL PARAMETERS OF ACUTE TUBULAR NECROSIS IN AN
EXPERIMENTAL ISCHEMIC MODEL

SUMMARY

An experimental model has been designed to study the histological and ultrastructu-
ral change in ischemic Acute Tubular Necrosis in previously uninephrectomized rabbits
that had the renal pedicle clamped for 60 min. The rabbits were sacrificed at two and 24
hours, 2, 4, 8 and 15 days post restauration of the renal blood flow.
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PARAMETROS HISTOLOGICO-ESTRUCTURALES

After an in vivo perfusion-fixation technique multiple sections were studied with the
light microscope, as well as with the transmission and scanning electron microscope. His-
toenzymatic studies with DANH to study possible enzymatic-oxidative changes in the cells
of the proximal tubules were done simultaneously. Ultrastructurally the main abnormali-
ties in the proximal tubules were the loss of the apical border, mitochondrial changes
with lost the of cristae and flattening of the lateral-basal laberynth, together with the ap-
pearance of dense plaques of myofilaments. These changes were more florid between 48
h. and 4 days while a progresive normal appearance was seen after 8 days. The relation-
ship between the ultrastructural lesion and the physiopathologic mechanisms of the acute
renal insufficiency are discussed. '

Key words: Acute tubular necrosis. Optic microscopy. Transmission electronic micros-

copy. Electronic scanning microscope. Proximal tubule. Apical border lateral basal laby-

rinthus.

Introduccion

El estudio de los mecanismos fisiopatologicos de la in-
suficiencia renal aguda (IRA), asi como la busqueda de un
sustrato histopatolégico que explique el grado de disfun-
cion renal, continda siendo objeto de investigacion, des-
de las primeras descripciones del sindrome de aplasta-
miento por Dunn y cols. y Bywaters y Beall2.

Las primeras descripciones histologicas de la lesion tu-
bular, basadas en estudios semicuantimétricos con mi-
croscopia optica*é, han permitido correlacionar parame-
tros lesionales histologicos y parametros clinicos®®. Pos-
teriormente, la aplicacion del microscopio . electronico
(ME)*1° ha demostrado importantes alteraciones celulares
de los tGbulos tanto a nivel del reborde apical ™" 12, mito-
condrial* y mas recientemente la repercusion sobre el
laberinto basal lateral (LBL), tanto del tibulo proximal
(TP)"7® como del tabulo distal 2.

Confirmar las principales caracteristicas opticas-ultraes-
tructurales de la lesion del tabulo proximal ha sido el ob-
jeto fundamental de este trabajo utilizando un modelo ex-
perimental de tipo isquémico en conejos.

Material y métodos

Se han utilizado un total de 18 conejos entre 1,5-2 kg:
seis han servido como controles para conseguir niveles
de perfusion-fijacion in vivo 6ptimos, y en los 12 restan-
tes, previa uninefrectomia, se ha producido una isquemia
renal consistente en el clampaje del pediculo renal du-
rante sesenta minutos, segin método de Badenoch® y
de Solez?'. Los conejos se anestesiaron por via endo-
venosa con tiopental sodico diluido al 2,5 %. Una vez
abordada la celda renal por via lumbar, tras incision pa-
ravertebral, se ligo el pediculo vascular renal durante se-
senta minutos. Reintroducido el rifidén en situacion ana-
tomica, los animales fueron sacrificados a las dos horas
(casos 1y 2), veinticuatro horas (casos 3 y 4), cuarenta y
ocho horas (casos 5 y 6), cuatro dias (casos 7 y 8), ocho

dias (casos 9y 10) y quince dias (casos 11y 12). En todos
ellos se realizd perzjsi(')n-ﬁjacic')n in vivo, previa a su sacri-
ficio, tras cateterizacion via aorta de arteria renal, con sue-
ro fisiologico a temperatura ambiente, e inmediatamente
al cambio de coloracion renal, con glutaraldehido al 2 %
en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,3, durante diez minutos.
Extraido el rifi6n, se realizaron secciones transversales muy
finas de 1 mm de espesor, incluyendo corteza, médula y
papila renal. Posteriormente se posfijaron durante doce
horas en formol tamponado al 10 %. Se han examinado
un total de cinco secciones de cada rifén utilizando tin-
ciones de hematoxilina-eosina, PAS y azul alcian-PAS. Los
principales parametros con MO quedan reflejados en la
tabla | y consistian en: presencia de cilindros, grado de
descamacion celular tubular, grado de dilatacién tubular-
aplanamiento celular, vacuolizacion, necrosis celular y cal-
cificaciones.

Para el estudio con MET, pequefios segmentos se pos-
fijaron en glutaraldehido al 2 %, 0,1 M en tampon fosfa-
to, pH 7,4 durante dos horas. De cada rifién se realizaron
cinco o siete secciones de una micra para cortes control,
utilizando ultramicrotomo Pyramitone (LKB 11.800). Selec-
cionadas las areas, se examinaron con ME Phillips mode-
lo 301. Los pardmetros ultraestructurales quedan refleja-
dos en la tabla Il, que consistian en la valoracién de: BA,
mitocondrias, LBL y presencia de placas densas basales.

Para el estudio con MER se realizaron secciones de
1 mm de espesor. Se posfijaron en glutaraldehido al 6 %
durante una semana para su endurecimiento. Posterior-
mente se posfijaron en osmio al 1% durante una hora.
Una vez deshidratadas se realizé el punto critico de seca-
do utilizando Critical Point Draier SPC-900 Bomar a una
presion de 1.300 milTorr a temperatura de 45° C2 3, Las
secciones fueron metalizadas durante tres minutos en Va-
cum Hummer 5 {Technics).

En todos los casos se tomaron muestras de ambos ri-
fiones, que se congelaron en nitrogeno liquido. Se reali-
zaron secciones en congelacion y se tifieron con DPNH2,
Como corte control se utiliz6 el rifibn previamente nefrec-
tomizado en cada caso.
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Tabla 1. Principales parametros con microscopia Optica
N.” caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12
CIliNdroS ..cccvvreremmcmirseierinnas ot - +C +C +C ++C ++C +C - - - -
+M +M +HM M HEM HHEM M ++M +M -
Descamacion ... - .= - - ++C
+M +M + + +++M ++M +M - - - - -
Dilatacion/ ......weceeeeereverinnnes - - - - ++C ++C +C ++C - -
Aplanamiento ...................... - - +M - ++H+M M M M - - ++ +
Vacuolizacion/ ... - +C - - - - +C +C
Edema celular ..........c..eenes - +M HHtM M +M ++M +M +M M +tM +M +M
NECTOSIS/ oevereeeeencenceceererians +C - - - +C ++C
Tubulorrexis +M +M +tM HM M M HEM HM +M +M - -
Calcificaciones ..............ceceees - - - C - - - + - 4 +44 + -
NUCIEOIOS e + + + + +++ +++ +++ ++ + + + -
MILOSIS ..evveeeeceneererereresresnansenes - - - - ++ + +++ ++ + ++ + t
Cromatismo ... + - ++ + + +++ +++ + + + -
Edema interst. .. - - - - + ++ ++ - + - ++ +
Inflamacion ... - - - - + + + + + - - -

C = corteza; M = médula.

Resultados
Conejos control

En los conejos utilizados como control, el grado de
apertura tubular es 6ptimo y tiende a ser homogéneo en
randes areas renales, lo que fue indicativo de una per-
ecta fijacion in vivo. En secciones semifinas y con MER
se puede identificar la constancia y regularidad de la al-
tura del reborde en cepillo (figs. 1a y 1b). Una de las ca-
racteristicas ultraestructurales del TP es la presencia de mi-
crovellosidades apicales, la riqueza mitocondrial y nume-
rosas prolongaciones basales y laterales, més finas que en
tibulos contorneados distales, que configuran el LBL ce-

lutar, facilmente identificable tanto con el MET como con
el MER (fig. 2).

La técnica histoquimica utilizando DPNH tifie intensa-
mente tanto los tabulos proximales como distales en el
area cortical, asi como los segmentos rectos (S3) del TP
en el area medular, dando lugar a un limite nitido con la
zona medular profunda (fig. 3%

Conejos con isquemia

Con MO a las dos horas postreflujo se inicia un cam-
bio histologico con respecto a casos control. Las princi-
pales caracteristicas, que quedan resumidas en la tabla I,
consisten en inicio de cilindros, pérdida focal de células

Tabla Il. Principales parametros ultraestructurales

N.” caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
P
Tabulo proximal
Pérdida B. A. .....cocoveeneee ++ + +4+ +++ 4+ 4+ ++ ++ + - - -
Mitocondrias
Edema ..o ++ ++ ++ + +4+4+ 44+ + ++ + + - -
Pérdida crestas ................ + ++ +++ +4 +4++ +++ + ++ + - - -
Particulas densas ............. + + 4+ + + - - - -
BBL
Aplanamiento .................. + + +H+ +4+ +++ +++ +4+ ++ + + + -
Despegamiento .. . - - ++ + ++ +++ - - - - - _
Placas densas ...........cco.... - - ++ ++ ++ +++ +++ +4 + + + +
Glomérulos
Alt. epitelio ........cccecveee ++ + ++ ++ + + + + - - - -
Alt. endotelio ++ - ++ ++ - ++ + - - - - -
Capilar tubular
Endotelio .....cccoerereernenne + + ++ ++ + ++ ++ + - - - -
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con descamacion, irregularidad en el borde apical-lumi-
nal celular y vacuolizacién celular. Sin embargo, no se ob-
servaron fendmenos de necrosis, componente inflamato-
rio, si bien comienzan a evidenciarse cambios nucleares
con hipercromatismo nuclear y configuracion mas angu-
lada de nicleos (tabla 1).

Con MET existen tGbulos, preferentemente en las sec-
ciones que incluyen medular y que corresponden a S3,
en los que se aprecia pérdida parcial de las microvellosi-
dades apicales, que se acompana de un aumento de la
vesiculacién pinocitética. En relacion con el estado mito-
condrial se inicia una heterogeneidad lesional muy rela-
cionada con el segmento tubular examinado. Las carac-

PARAMETROS HISTOLOGICO-ESTRUCTURALES

Fig. 1.—a) Seccion semifina en la que se
observa una apertura constante irregular de la
luz del TP, observandose con nitidez el
reborde en cepillo apical (azul de

metileno x 400).

b) Aspecto de un TP con el MER
reconociéndose abundantes mitovellosidades
apicales (x 800). TP= tabulo proximal.

MER = microscopio electrénico de rastreo.

teristicas mas evidentes han sido una irregularidad en la
disposicion y pérdida parcial de crestas, asi como un au-
mento de volumen mitocondrial con morfologia mas re-
dondeada y aspecto de <hinchamiento» de las mismas
(fig. 4). Solo en ocasionales células se inicia un aplana-
miento del LBL, coincidiendo con areas citoplasmicas
electrolicidas desprovistas de organelas y aspecto de ede-
ma intracelular. Los capilares peritubulares no evidencian
cambios ultraestructurales significativos. El estudio con
MER demuestra, en comparaciéon con los casos control,
pérdida parcial del borde apical del BA del TP, presencia
de descamacion y detritus celulares (fig. 4).

Las tinciones con DPNH no revelan cambios significa-

fig. 2.—Caracteristicas ultraestructurales del TP
con presencia de microvellosidades apicales,
ran riqueza mitocondrial y prolongaciones
asales que configuran el LBL (a, x 5.400; b, x
650; ¢, x 11.000). MBT = membrana basal
tubular. LBL = Laberinto basal lateral.

23



E. VAZQUEZ MARTUL y cols.

l) /'\/q
. o
AN . jg
“ R ({\ b
[
= o ,-‘S{’f ;\
! SV el W
H " ,: Ad

P

¥

Y

fig. 3.—a) La tincién con DPNH tirie
intensamente los tabulos proximales y distales.
b) En la zona cortical profunda se tife
positivamente la porcion recta del TP, pero
son negativos los tabulos colectores (a, x 120;
b, x 50).

tivos en cuanto a la intensidad tintorial en comparacion
con casos control.

Estudio a las veinticuatro horas posreflujo

Con MO se observan areas de colapso en ambos ejem-
plos. La presencia de cilindros se hace més evidente so-
bre todo en la luz de asas de Henle. Conjuntamente se
visualizan fendmenos de vacuolizacién citoplasmica, ne-
crosis celular y dilatacion de algunos tabulos con aplana-
miento citoplasmico. Los nlcleos son hipercromaticos,
con algunos nucléolos prominentes, sin observarse mito-
sis (tabla 1).

El estudio ultraestructural (tabla 1) demuestra una afec-
tacion del borde apical celular con pérdida de microve-
llosidades. A nivel mitocondrial, las lesiones consisten en
la pérdida de crestas, fragmentacién de la membrana ex-
terna y variaciones en la densidad de la matriz mitocon-
drial (fig. 5). El LBL presenta pequefias areas de aplana-
miento. A nivel de los capilares peritubulares destaca la
presencia de células endoteliales hipertréficas con impor-
tante vesiculacion pinocitética del citoplasma y reduccion
del calibre de la luz capilar (tabla Il). Con MER se constata
la importante afectacion del borde apical celular y desca-
macion (fig. 5).

La aplicacion de DPNH demuestra una disminucion de
intensidad tintorial objetivamente valorable en toda la
zona cortical (fig. 5). También se evidencia una disminu-
cion de tibulos positivos en zona medular.

Fig. 4.—Pérdida parcial de las microvellosidades apicales, como se
demuestra tanto con el MER (a) como con el MET (b) (flecha). Las
mitocondrias (M) adquieren una morfologia mas redondeada (a, x
850; b, x 10.125).



Estudio a las cuarenta y ocho horas posreflujo

Con MO se evidencian globalmente dos rasgos carac-
teristicos: la presencia de abundantes cilindros hialinos so-
bre todo en la zona medular y la identificacion de tubu-
los aislados con necrosis (tabla I). También se puede va-
lorar un mayor grado de basofilia citoplasmica en los ti-
bulos situaJos en la zona medular y cortical profunda.
Coincidiendo con estos cambios existe un mayor grado
de irregularidad nuclear, nucléolos prominentes, hipercro-
matismo y aisladas mitosis (fig. 6). A nivel intersticial se
aprecia edema, ligera inflamacion peritubular y aisladas
células nucleadas hematopoyéticas (tabla ).

Con MET puede observarse un espectro lesional que
abarca desde las minimas alteraciones ultraestructurales
hasta fendbmenos de total desestructuracion celular, rotu-
ra citoplasmica y descamacion (tabla II). La vacuolizacion
mitocondrial y pérdida de crestas es constante. También
se inicia la presencia de particulas densas intramitocon-
driales. En el borde apical es frecuente observar la pérdi-
da de microvellosidades. Conjuntamente también se evi-
dencia un aplanamiento importante del LBL, con despe-
gamiento intercelular y de la membrana basal tubular (fi-
gura 6). En relacién con este punto se observan conden-
saciones miofilamentosas del citoesqueleto constituyen-
do placas densas. Es muy frecuente la reduccion de la luz
vascular en los capilares peritubulares con aspecto de le-
sibn microangiopatica al existir células endoteliales muy
prominentes con amplio citoplasma que tiende a ocluir
la luz vascular.

El estudio con MER Unicamente muestra imagenes de
intensa descamacion y desestructuracion de las superfi-
cies tubulares, similar a ejemplos anteriores. La tincion
con DPNH demuestra una importante negativizacion muy
comparable a casos precedentes.

PARAMETROS HISTOLOGICO-ESTRUCTURALES

fig. 5.—a) Pérdida de crestas mitocondriales y
aplanamientos del LBL (flecha). b) Negatividad
con el DPNH (N="ndcleo) (a, x 11.000; b, *
160).

Estudio a los cuatro dias posreflujo

El andlisis con MO demuestra en primer lugar, y como
hecho més destacable, la dilatacion de la luz tubular, so-
bre todo en zonas medulares, que se acomparia de un
intenso aplanamiento del citoplasma celular (tabla (). Otro

fig. 6.—a) Cilindros, necrosis celular y presencia de mitosis (flecha).
b) Célula del TP con pérdida de microvellosidades apicales y
despegamiento intercelular (flecha) (a, x 160; b, x 250; ¢, x 7.650).
L= lisosoma.

.
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hecho facilmente objetivable consiste en la basofilia celu-
lar en tdbulos localizados preferentemente en las zonas
medulares. Esta basofilia se caracteriza por la presencia de
tabulos con células con amplio citoplasma baséfilo e irre-
gularidad nuclear, con nlcleos de mayor tamario, promi-
nente nucléolo y frecuentes mitosis (tabla I). También se
observan, de forma ocasional tibulos rodeados de com-
ponente inflamatorio. A nivel intersticial persiste edema y
existencia de células hematopoyéticas nucleadas.

Con MET persiste la pérdida de microvellosidades api-
cales en el TP, que, al igual que en los ejemplos anterio-
res, es variable. En relacion con el LBL existen extensas zo-
nas de aplanamiento y presencia de placas miofilamen-
tosas (fig. 7). Las mitocondrias muestran pérdida de las
crestas y «rarefaccion» de su matriz. En los capilares peri-
tubulares se siguen observando células endoteliales pro-
minentes. Con MER se visualizan similares cambios a los
casos previamente examinados, evidenciandose desca-
macion'y pérdida de microvellosidades. El estudio histo-
quimico con DPNH demuestra una notoria pérdida de afi-
nidad tintorial con respecto a conejos control. Es eviden-
te el importante aplanamiento o adelgazamiento citoplas-
mico.

Estudio a los ocho dias posreflujo

Con MO no se observan grandes alteraciones (tabla I).
Los fendmenos de descamacion, dilatacion tubular y pre-
sencia de cilindros, caracteristicas de los casos con reflujo

B
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Fig. 7.—a) Células del TP con aplanamiento del LBL (flecha).

b) Detalle de la zona basal aplanada y condensacion del
citoesqueleto configurando la placa densa. (MB = membrana basal) (a,
x 2.651; b, x 48.200). -
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a los cuatro dias, practicamente han desaparecido. No
existen claros signos de necrosis celular. Unicamente exis-
te mayor grado de vacuolizacibn-edema celular en las zo-
nas medulares. Lo mas destacable es la presencia de mi-
crocalcificaciones. A nivel nuclear Gnicamente son rese-
nables aisladas mitosis.

El estudio con ME demuestra, en general, una estruc-
tura celular conservada. Los tibulos examinados mantie-
nen sus microvellosidades apicales. Las mitocondrias con-
servan su estructuram si bien las crestas mitocondriales
no son tan nitidas como en casos control. El LBL esta pre-
servado, no evidenciandose placas densas. Asimismo, los
capilares peritubulares no demuestran cambios estructu-
rales dignos de mencién (tabla II). Esta tendencia a la nor-
malizacion también es facilmente demostrable en los es-
tudios con MER asi como en las tinciones con DPNH, con-
firmandose una normalizacion histoquimica.

Estudio a los quince dias posreflujo

Con MO, el (inico hecho destacable es la presencia de
aisladas mitosis en células de tibulos y ocasionales mi-
crocalcificaciones (tabla I). Esta recuperacion morfologica
también se demuestra con MET, no evidenciandose da-
tos destacables tanto en relacion con el borde apical, es-
tado mitocondrial y LBL. Con DPNH no existen alteracio-
nes respecto a los casos control.

Discusion

Previamente a cualquier discusion que tenga como ob-
jetivo definir las caracteristicas histopatolégicas de la ne-
crosis tubular aguda (NTA) en un modelo experimental,
debemos recordar que ha sido una constante historica la
busqueda de un modelo experimental animal adecuado
que reproduzca la IRA humana desde el punto de vista
histolégico y fisiopatolégico, existiendo innumerables va-
riantes que dependen clasicamente del método experi-
mental seleccionado. En este contexto hemos reproduci-
do un modelo isquémico, previamente descrito por Ba-
denoch® y Solez?', cuya variante fundamental estriba en
el papel «amortiguador» que la uninefrectomia desarrolla
sobre el efecto isquémico?.

Nuestros resultados con MO son muy superponibles a
los referidos por otros autores”?, y podriamos resumir
en relacion al grado de alteracion y tiempo de reflujo en
cuatro fases: fase inicial, observada a las dos horas; fase
de necrosis, que abarcaria entre veinticuatro horas y el
cuarto dia posreflujo; fase de inicio regenerativo y fase de
recuperacion, a partir del séptimo-octavo dia.

Es la fase de necrosis, y concretamente a las cuarenta
y ocho horas posreflujo, en donde observamos un cua-
dro histologico florido y caracterizado por presencia de ci-
lindros, descamacion celular y necrosis de tibulos. Este
periodo también pone de manifiesto una alteracion ul-



traestructural constante, aunque no caracteristica, de la
isquemia, y que consiste en pérdida de microvellosidades
apicales, alteracién mitocondrial y aplanamiento del LBL
con presencia de placas densas miofilamentosas. La tin-
cion con DPNH se correlaciona con estos hallazgos al de-
mostrar una importante negativizacion, si bien no distin-

ue niveles de alteracion al teiir tibulos proximales y ti-
%ulos distales.

Otra caracteristica histologica que confirma la produc-
cion de necrosis tubular es la presencia de fenomenos re-
generativos epiteliales observada al cuarto dia, y que se
manifiesta por la basofilia tubular, mitosis e hipercroma-
tismo nuclear. La dilatacion tubular sustituye la presencia
de cilindros. Logicamente, la fase de recuperacion consis-
te en la tendencia a la normalizacion histolégica, a excep-
cion de la existencia de aisladas calcificaciones.

A la hora de realizar una valoracion de las caracteristi-
cas histologicas en cualquier modelo experimental de NTA
debemos tener en cuenta la heterogeneidad morfologica
de la nefrona, constituida por diversos segmentos-?, asi
como las diferentes susceptibilidades ante la isquemia,
dependiendo de la zona cortical o medular® 2, La res-
puesta heterogénea de la nefrona ante un insulto isqué-
mico ya fue descrita por Oliver* %, demostrando que, jun-
to con nefronas conservadas, existian segmentos tubula-
res destruidos.

Otro hecho que puede interferir en la valoracion his-
tologica y causante de la heterogeneidad lesional es el fe-
némeno del «no reflujo», descrito como una incompleta
restauracion del flujo sanguineo intrarrenal, posiblemente
debido a vasospasmos localizados '® y/o edema de las cé-
lulas endoteliales de los capilares peritubulares’?, como
ha sido constatado en algunos de nuestros casos.

Sin embargo, y a pesar de esta heterogeneidad lesio-
nal y de la limitacion del estudio histologico con MO, exis-
ten datos objetivos que pueden cuantificarse a la hora de
entablar una correlacion clinicopatolégica, y que incluso
han servido de base explicativa de diferentes mecanismos
fisiopatologicos. La presencia de cilindros ha sido un ha-
llazgo clasico y reiterativo en cualquier tipo de NTA, tanto
experimental® como humana?” 3. La relacion directa en-
tre cilindros, aumento de la presion intratubular y dismi-
nucion del filtrado glomerular, defendido por algunos au-
tores3+3, ha sido la principal defensa del mecanismo obs-
tructivo como basico en la fisiopatologia de la IRA%"-3. So-
lez y cols.’, en un modelo experimental con glicerol, de-
muestran que los cilindros y la necrosis celular tubular
constituyen dos parametros histologicos muy relaciona-
" dos con los niveles de creatinina sérica. Otros autores
también confirman una relacion directa entre el grado de
necrosis, la oclusion de tbulos y los niveles de disfun-
cion renal.

Si la presencia de cilindros, dilatacion de tubulos y pér-
dida del reborde en cepillo estan muy relacionados entre
si y sustentan la teoria obstructiva como mecanismo fisio-
patoldgico clave, la existencia de necrosis unicelular, con
destruccion de la membrana basal tubular o tubulorrexis,

PARAMETROS HISTOLOGICO-ESTRUCTURALES

ya descrita por Oliver®, constituye el sustrato explicativo
de la teoria del leakage o pérdida pasiva del flujo intratu-
bular hacia el intersticio® 442,

Todas estas caracteristicas histologicas, demostradas en
nuestro estudio R/ comentadas en la literatura, se ven en-
riquecidas y explicadas en el plano ultraestructural. La de-
mostracion de una alteracion a nivel subcelular, como «in-
dicador de la lesion isquémica, tiene una importante re-
percusion fisiopatologica. Desde el punto de vista ultraes-
tructural, las células del TP tienen unas caracteristicas pe-
culiares intimamente relacionadas con su activa funcion
que consisten fundamentalmente en: microvellosidades
apicales o «reborde en cepillo», profundas y ramificadas
interdigitaciones laterales y basales que constituyen e} LBL
y, por Gltimo, gran riqueza mitocondrial necesaria para
mantener niveles de ATP, homeostasis de la membrana
celular y regulacion del calcio intracelular, eslabones im-
prescindibles en la cadena metabdlica de la célula tubu-
|ar 14,40, 41, 43—46_

La alteracion y pérdida de las microvellosidades apica-
les del TP, ya descrita con MO?, es una de las caracteris-
ticas mas precoces y constantes en la NTA. Glaumann y
cols.’® demuestran distorsion de los microvillis a los quin-
ce minutos de isquemia. Reimer y cols.# observan simi-
lares alteraciones, que consideran lesion reversible. En
base al estudio ultraestructural, Donohoe y cols.*' consi-
deran que la obstruccion tubular era secundaria a la in-
tensa descamacion de las microvellosidades apicales. Ven-
katachalam y cols.* describen como lesion muy inicial e
irreversible una «interiorizacion» de las microvellosidades
apicales, que tendia a normalizarse a las seis horas des-
pués de restaurado el flujo renal. Coincidiendo con Jo-
nes” y Olsen', no hemos demostrado esta inversion
de microvellosidades en los periodos iniciales y posible-
mente sea un fenémeno muy inicial o bien inconstante.

El LBL tanto de la célula tubular proximal como distal
es un punto esencial en el transporte activo ATPasa de-
pendiente del Na* y de K**-4. Parece estar demostrado
que la isquemia altera el metabolismo celular ATPasa, ini-
cidndose una pérdida de la regulacién electrolitica intra-
celular'#25.41.50.51 En nuestro estudio hemos observado
una lesion del LBL a partir de las veinticuatro horas, y que
se hace evidente a las cuarenta y ocho horas. Olsen, en
1967, ya habfa sugerido una modificacion de la porcion
basal celular. Jones, en 19827, en base a estudios de ul-
traestructura, demuestra una pérdida de las interdigitacio-
nes basales laterales del TP en la NTA humana. Davis y
cols.*2 encuentran una relacion entre el grado de distor-
sion del LBL, el descenso de la filtracion glomerular y la
pérdida de la reabsorcion del Na por el TP. La presencia
de cuerpos densos miofilamentosos proximos a la mem-
brana basal, también descritas previamente J)or otros au-
tores "8, es interpretadas como retraccion del citoesque-
leto celular y corresponderia a bandas de actina™ 3.

El TP necesita gran cantidad de energia para los proce-
sos de fosforilizacion oxidativa y, consecuentemente, gran
riqueza mitocondrial, cuya actividad es imprescindible en
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el metabolismo ehergético intracelular™*. Por consi-

uiente, cualquier déficit mitocondrial repercutira en el
%Jncionalismo de dicha célula. En nuestros resultados po-
demos constatar una lesién mitocondrial constante sobre
todo entre veinticuatro y cuarenta y ocho horas posreflu-
jo. Trump y cols. ™ describen siete niveles evolutivos de le-
sibn mitocondrial relacionados con el efecto isquémico
en la célula miocérdica. La pérdida de crestas mitocon-
driales, asi como la ruptura de la membrana, caracteriza-
rian a la lesion irreversible que conllevaria a la muerte ce-
lular™. En la misma linea de trabajo deben considerarse
los estudios de Glaumann y cols.™ %, que describen pa-
tologia mitocondrial irreversible a partir de sesenta minu-
tos de isquemia renal. En nuestra experiencia, todos los
estadios de lesion mitocondrial previamente descritos han
sido confirmados; sin embargo, debemos puntualizar que
en los modelos experimentales isquémicos con reperfu-
sion tras la isquemia, las alteraciones mitocondriales son
menos conocidas que en modelos previos en los que el
estudio ultraestructural se realizo inmediatamente tras el
periodo isquémico. Otro punto de interés en la discusion
es la dificultad de cuantificar objetivamente el grado de
lesién mitocondrial. Esta dificultad se basa primero en la
exigencia de una perfusion-fijacion perfecta para delimi-
tar el dafio mitocondrial autolitico del dafio mitocondrial
isquémico; en segundo lugar, la existencia en una misma
area de diferentes grados de lesion mitocondrial. La rela-
cion correcta entre los niveles de disfuncion renal y la le-
sién mitocondrial exige, por consiguiente, métodos obje-
tivos cuantimétricos.

El segmento S3 del TP se caracteriza por su alta activi-
dad enzimatica NADP-dependiente, en gran parte debi-
do al abundante reticulo endoplasmico rugoso y a la ri-
queza mitocondrial®35. Nosotros demostramos, en los
estudios de control, la positividad con esta técnica y la uti-
lidad en diferenciar el tibulo proximal-distal del tbulo co-
lector que es negativo. En los ejemplos en los que la ne-
crosis tubular era florida existia una negativizacion impor-
tante; sin embargo, su aplicacion practica es dudosa, ya
que seria necesario la utilizacion de pruebas histoquimi-
cas mas sensibles y en las que los resultados fuesen sus-
ceptibles de ser cuantificados. En cualquier caso es evi-
dente que el estudio del efecto de la isquemia renal exi-
ge la coordinacion de tres lineas de trabajo: la morfolo-
gia, tanto en su vertiente Optica como ultraestructural; la
histoquimica y la fisiopatologica, si queremos avanzar en
el conocimiento de los mecanismos fisiopatologicos tan
complicados de la [RA.
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