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RESUMEN

En ratas de la cepa Lewis con nefritis autologa ac-
tiva (nefritis de Heymann) se estudiaron en secuencia las
lesiones ultraestructurales de la pared capilar glomerular,
En 19 animales nefriticos inyectades in vivo por via IV
con ferritina aniGnica o catidnica se exploraron las mo-
dificaciones de permeabilidad de la membrana basal glo-
merular (MBG) vy las modificaciones de las cargas anio-
nicas negativas de la lAmina rara externa. En animales
sacrificados a las 8 semanas post-inmunizacion con leve
proteinuria (8.70 mg/24 horas) se observaron aislados
depositos electrodensos en la lamina rara externa con
pérdida focal de las cargas negativas en dichos sitios, En
animales con proteinuria intensa {60 mg/24 horas) sacri-
ficados entre las 10 y 12 semanas post-inmunizacion se
observaron abundantisimos depasitos electrodensos sub-
epiteliales en la MBG, abundante lgG en patron granular
a la inmunofluorescencia, neofromacion “espicular’” de
membrana y rechazamiento de los diafragmas de filtra-
cion. Este grupo de animales mostra incremento de per-
meabilidad de la MBG a la ferritina anidnica alrededor de



los depositos y diferentes alteraciones (pérdida, distor-

sidn, regeneracion y reacomodo) de las cargas negativas
fijas de la lamina rara externa de la membrana basal glo-
merular. La incubacion in vitro con ferritina catidnica
de glomérulos expuestos en los animales inmunizados,
mostrd un marcaje adicional de la cubierta polianianica
podocitaria con total integridad de la misma y similar
a la de los animales controles.

INTRODUCCION

La nefritis autéloga experimental o nefritis de Heymann (12) es un
modelo de lesidn renal cronica producida en ratas, cuyas caracteristicas
morfoldgicas e inmunopatologicas son muy similares a las que se observan
en la glomerulonefritis membranosa idiopéatica del humano. Dicha lesion
puede ser inducida activa o pasivamente por inyecciones de fraccion tu-
bular (Fx1A){z0) o por administracion de anticuerpos heter6logos ob-
tenidos con antigeno tubular purificado o con fraccion tubular total
{Fx1A) {22, 26).

Publicaciones recientes {revisado en 14, 1) han demostrado convin-
centemente que en la nefritis de Heymann los depdsitos subepiteliales que
se observan en los capilares glomerulares se forman in situ, como resultado
de la interaccion de anticuerpos libres y complemento con un antigeno
normalments presente en la membrana basal glomerular {MBG). Este an-
tigeno coincide en su distribucién y caracteristicas con los glicosamino-
glicanos sulfatados {principalmente sulfato de heparan} que se localizan a
nivel de los grupos anidnicos normalmente presentes en la ldmina rara ex-
terna de la membrana basal glomerular {15 25). En humanos sin embargo,
no ha sido posible demostrar la presencia de algiin constituyente glome-
rular normal, que unido a un anticuerpo forme parte de los dep6sitos sub-
epiteliales observados en los pacientes con glomerulonefritis membranosa,
por lo que se piensa que los mismos se originan probablemente de la previa
“concentracibn” o “implante” de antigenos no renales, posiblemente ca-
tidnicos, en el espacio subepitelial (lamina rara externa de fa MBG), a lo
cual sigue {a unién con los respectivos anticuerpos{z2).

La lesion glomerular fundamental de la nefritis autologa de Heymann
o de la glomerulonefritis membranosa del humano, se caracteriza morfolé-
gicamente por un engrosamiento importante de las paredes capilares glo-
merulares debido: a la localizacidon subepitelial de complejos inmunes (31},
a la neoformacién de membrana basal v a la aparicién de irregularidades,
"gspiculas ' que se observan tanto al microscopio de luz como al electrd-
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nico (7, 31, 32}, Dicha lesion generalmente no muestra proliferacion ce-
[ular ni inflamacién y se manifiesta clinicamente por una marcada protei-
nuria, que ha demostrado ser muy dependiente de la activacin del com-
plemento (1),

En el modelo de nefritis de Heymann algunos autores (27, 28) han ob-
servado un evidente incremento de fa permeabilidad de la ferritina ani6-
nica, especialmente alrededor de los depdsitos subepiteliales, cuando la
misma se utiliza como moiécula marcadora de la MBG al microscopio elec-
tronico. Tal hallazgo parece ser la consecuencia de la pérdida irregular y
de la distorsion de las cargas negativas fijas (principalmente glicosaminogli-
canos), (15, 25) de la ldmina rara externa de la MBG, tal como ha sido de-
mostrado por Kelly y Cavallo (20} mediante el marcaje con ferritina catio-
nica de la MBG, en ratones NZB/W con nefritis lipica espontdnea. Estos
hallazgos sugieren que la pérdida de cargas anidnicas fijas de la MBG, po-
dria ser un mecanismo comun mediante el cual estimulos inmunoidgicos
u otras formas de dafio glomerular serian capaces de producir proteinu-
ria (20) sin que necesariamente ocurra un incremento en el tamafio o en el
nimero de “poros’” de la MBG.

La presencia de cargas negativas fijas en el glomérulo se ohserva no
solo en la membrana basal de los capilares sino también en la superficie de
las células endoteliales y epiteliales formande una cubierta que se ha deno-
minado cubierta polianidnica (o). La misma juega un papel muy impor-
tante en el mantenimiento de la configuracion normal de los podocitos y
del complejo poro-diafragma de filtracion {s). En estudio de nefrasis expe-
rimental (8) se ha observado que debido a la disminucion de la superficie
celular, existe una menor reactividad de la capa polianionica podocitaria
al hierro coloidal, sin que por otra parte disminuyan efectivamente el nd-
mero de cargas anionicas de dicha cubierta. Algunos autores (13) sin em-
bargo, han observado en la nefritis humana modificaciones en la tincion
de esta capa polianidnica podocitaria, que aparentemente estin en rela-
cion con la intensidad de ia proteinuria, de la lesién glomerular y de la
funcion renal,

En este estudio del modelo de nefritis autdloga de Heymann, en ratas
inmunizadas activamente con fraccién tubular mas adyuvante de Freund,
se presenta una secuencia morfoldgica de lesiones de membrana basal gio-
merular cuyas caracteristicas se analizan ultraestructuralmente. Las carac-
teristicas de la alteracion de la MBG observadas en este modelo no han
sido hasta ahora exhaustivamente estudiadas con ferritina cationica, por lo
gue al mismo tiempo utilizamos ferritinas anidnica y catidnica para explo-
rar in vivo las alteraciones de permeabiiidad de la membrana basal capiiar
glomerular y las alteraciones (disminuci6n, distorsion, nesformacion y re-
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modelacion) de las cargas negativas fijas de la limina rara externa, en rela-
cion a la presencia de depdsitos inmunes y a la aparicion de proteinuria,
La incubacion in vitro de pequefios fragmentos de corteza renal en ferri-
tina catidnica se utilizé para evaluar simultdneamente en estos animales
la capa polianidnica de los podocitos y sus posibles modificaciones en re-
lacion a la aparicion de proteinuria. La presencia de complejos inmunes
{inmunoglobulina y complemento) se puso en evidencia por el procedi-
miento de inmunofluorescencia directa utilizando antisueros contra inmu-
noglobulina (1gG) y complemento (Ca) de ratas.

MATERIALY METODOS

Animales:

Se utilizaron en todo el experimento ratas de la cepa Lewis Charles
River Breeding Laborateries, Inc, Wilmington, Mass} con un peso inicial
entre 75 y 100 gramos, mantenidas con dieta comUn standard de labora-
torio vy agua ad libitum.

Preparacion del antigeno e induccion de la nefritis de Heymann:

Se prepard antigeno tubular (Fx1A) en forma similar al procedimien-
to descrito por Edgington y cols. (¢) utilizando corteza renal de ratas
Sprague-Dawley normales {Pel-Freez, Rogers, AR) comprimidas a través de
un cedazo de acero inoxidable de 150 ““mesh". 19 ratas Lewis recibieron
una sola inmunizacion con fraccion Fx 1A liofilizada y emulsificada previa-
mente en adyuvante completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Mi-
chigan). Cada animal era inyectado en las patas posteriores con 4 mg de
antigeno (Fx1A) suspendido en 0.2 cc. de adyuvante. 9 animales no in-
munizadaos sirvieron como controles normales.

Estimacion de proteinuria;

Tanto las ratas inmunizadas como los controles se colocaron en cajas
metabdlicas individuales con libre acceso a agua y alimento para recolec-
cidn de orina de 24 horas. La proteina urinaria se determing por el método
de Lowry y cols. (24) usando albGmina de suero bovino de concentracidn
conocida como patrén. La proteinuria era estimada en mg/24 horas. La
proteinuria basal se determind en todos los animales antes de la inmuniza-
cidn y recolecciones sucesivas de orina de 24 horas se efectuaron aproxi-
madamente cada tres semanas después de 1a inmunizacién.
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Procedimiento Experimental:

Se examinaron los rifiones de animales inmunizados y de controlesen
diferentes momentos después de la inmunizacion y luego de haber apare-
cido proteinuria anormal. Todas las ratas fueron anestesiadas por via in-
traperitoneal con Pentobarbital sodico (Nembutal, Abott Laboratories,
Chicago 111}, a una dosis de 5 mg/100 gramos de rata. La cavidad abdomi-
nal era luego abierta y una aguja calibre 30 unida a un fino catéter de
polietileno (Clay Adams. Perssipany, New Jersey) se introducia en la vena
cava inferior. 5 animales inmunizados y 4 controles recibieron una inyec-
cidn sistémica con ferritina nativa (Ferritina de bazo de caballo, libre de
cadmio, Sigma Chemical, Co., St. Louis, Miss); (1 mg/ar de rata), mientras
que 14 animales inmunizados y 5 controles recibieron inyeccion sistémica
con ferritina catidnica (0,4 mg/gr de rata) preparada de acuerdo al método
de Danon y cols(s). Las inyecciones se administraron con una bomba de
infusion (Harvard Apparatus Co., Wills, Mass), con un flujo constante de
0,1 cc/min. Después de terminada la inyeccion se permiti6 a las ferritinas
circular durante 5 minutos adicionales. Ambos rifiones eran extraidos con
el animal adin vivo y luego éste era sacrificado por sangramiento agudo.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS

Inmunofluorescencia:

Fragmentos de rifion para inmunofluorescencia previamente embebi-
dos en gelatina (Tissue Tek-OCT) (Miles Laboratories, Naperville 111}, se
congelaron rapidamente en isopentano a —70°C. Secciones de 4-6 u de es-
pesor de este material obtenidas en criostato, se trataron con antisueros
fluoresceinados anti-rata (IgG, Cs y Albimina), (Cappel Laboratories,
Cochranville, PA) y fueron examinados en un microscopio de epifluores-
cencia.

Microscopia Electronica:

Pequefios fragmentos de corteza renal (1 mm® aproximadamente)
fueron procesados para microscopia electronica. Dichos fragmentos eran
fijados por inmersidn en fijador de Karnovsky (%2 concentracién) (22),
(2% de paraformaldehido; 2,5% glutaraldehido; 0.1 M. buffer cacodilato
0.1 M), (pH. 7.3), deshidratados, infiltrados e incluidos finalmente en
Epon. Secciones ultrafinas de glomérulos se recogieron en rejillas de cobre
y fueron contrastadas con nitrato de uranilo + citrato de plomo para su
observacion ultramicroscopico. Fragmentos adicionales de corteza de cada
animal eran incubados en ferritina cationica de acuerdo al siguiente es-
quema:
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1. La corteza renal se fragmentd muy finamente formando un “pellet”’
y se fijo en medio de Karnovsky {72 concentracion) por 30 minutos. 2. El
material fué lavado durante 5 minutos (2 veces) con buffer fosfato salino
0.01 M, pH. 7.4. 3. Los grupos aldehidos libres en el material eran neutra-
lizados con solucion de glicina 8.1 M en buffer fosfato {2 cambios 5 minu-
tos cada uno). 4. El material se incubd con ferritina catiénica {concentra-
cion 0.6 mg/ml) por 3 minutes y se lavd luego con 0.1 M buffer fosfato
durante 5 minutos {2 veces). 5. Finalmente el material se post-fijo en te-
troxido de osmio al 2% (3% horas aproximadamente) y se completd el
procesamiento para microscopia electronica tal como se describe mds
arriba. Todo el material procesado para ultraestructura fue finalmente
observade en un Microscopio Electronico (Phillips 201), operado a 70
Kv.

RESULTADOS
Proteinuria e inmunofluorescencia:

Una semana antes del comienzo del experimento se efectud en todos
los animales utilizados, 28 en total, determinaciones de proteinuria basal
de 24 horas que revelaron un valor promedio normal de 5.23 = 3.25 (DE)
mg/24 horas y el cual se tomé como valor control. A la 8a. semana se en-
contrd en 7 animales inmunizados incremento anormal leve y significa-
tivo {p = 0.01) de la proteinuria con un valor promedio de 8.70 + 2.99
{DE) mg/24 horas. Entre la 10 y 12 semanas después de la inmunizacién
se constatd en 12 animales inmunizados la presencia de proteinuria anor-
mal importante, con valores limites que oscilaron entre 18.7 mg/24 horas
y mas de 180 mg/24 horas. En animales sacrificad os en este lapso se encon-
tré en los riflones a la inmunofluorescencia un patron granular caracteris.
tico en paredes capilares glomerulares especialmente {gG (3+4), {Fig. 5} v
muy escasa cantidad de Cs, Albimina se observé caracteristicamente pre-
sente en forma de gotas fluorescentes en el epitelio tubular proximal.

HALLAZGQOS DE ULTRAESTRUCTURA
Animales con proteinuria leve:

En animales con proteinuria anormal leve y valor promedio de 8.70
my/24 horas, sacrificados en la 8a. semana post-inmunizacion e inyectados
in vivo por via IV con ferritina catidnica, se encontraron muy aislados

depdsitos electrodensos en la [amina rara externa de la membrana basal
glomerular (MBG), (Figs. 3, 4), en intimo contacto con los “pies’’ de po-
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docitos o con el complejo diafragma-poro de filtracion. En las areas de
membrana con depdsitos se observd pérdida local circunscrita de las cargas
negativas fijas de la ldmina rara externa (Figs. 3, 4), mientras que en las
dreas de membrana sin depdsitos se observé regularidad vy espaciamisnto
normal de las cargas negativas asi como tal integridad del resto de la mem-
brana, la cual era de aspects normal. No se logrd demostrar tampoco
“pérdida’’ o fusién de las prolongaciones podocitarias y las mismas se ob-
servaron integras y perfectamente interdigitadas.

En glomérulos de estos animales y en controles previamente inyecta-
dos in vive con ferritina catidnica para poner en evidencia las cargas nega-
tivas de la MBG, se realizd igualmente incubacidn in vitro de los mismos
con ferritina catidnica. En las muestras donde se logré durante el procesa-
miento ruptura mds o menos extensa de la cdpsula de Bowmann {seqin
metodologia descrita arriba), fue factible demostrar pese a la pobre pe-
netracion, un marcaje de la capa polianidnica de los “‘podocitos’” con ferri-
tina catidnica, resultando gue en un mismo glomérulo a la ultraestructura,
se observaron ambos marcajes en dos localizaciones: en la membrana basal
glomerular y en la cubierta polianidnica de células epiteliales.

La capa polianidnica podaocitaria en controles y animales inmunizados
mostrd similares caracteristicas y una estructura multiparticulada (Figs. 1,
2, 3, 4). Como se observa en las Figs. 1, 2, 3, 4; |as cubiertas polianignicas
de los “pies’” de podocitos se adosan a nivel del poro y diafragmas de filtra-
cién glomerulares.

EB

Fig. 1.— Glomérulo normal (Rata control). Obsérvese la superficie de los
podocitos y sus prolongaciones con su cubierta polianionica (flechas).
Incubacion con feritina catidnica in vitro. Uranilo + Plomo. x 3.600.
M =Mesangio. LC = Luz Capilar. EB =Espacio de Bowman,

ARG
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Fig. 2.— Area de pared capilar normal {Rata control). Dbsérvese ¢l doble marcaje de
las cargas negativas fijas de la MBG {en liminas raras) y en {a superficie de los podoci-

tos con ferritina catidnica, Uranilo + Plomo, x 10.000. LC = Luz capilar. EB =Es
pacio de Bowman.

ﬁg?. 3 y 4.~ Rats a la Ba. semana post-inmunizacion. Segmento de pared capilar.
Dbsérvese los pequeiios depésitos tempranos (flechas) en la ldmina rara externa de la
MBEG con pérdida de cargas negativas Jocales. Estructura podociteria normal con cu-
bierta polianidnica. Doble marcaje con ferritina catidnica. Uranilo + Plomo. x 10.000.
LC = Luz capilar.
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Fig. 5.— Rata a la 12 semana post-inmunizacion. Inmunofluorescencia.
lgG. Patron granular regular (3+) en pared de capilares glomerulares x 200.

Animales con proteinuria anormal importante:

Animales inmunizados con proteinuria anormal importante se sacrifi-
caron entre las semanas 10 a 12 post-inmunizacion. En todos ellos se ob-
servaron lesiones ultraestructurales importantes difusas de la membrana
tasal de los capilares glomerulares. La misma se observo engrosada y con
presencia de abundantisimos depésitos electron-densos de tamafio variable
localizados en la ldmina rara externa (Figs. 6, 7, 8, 10) provocando mar-
cada irregularidad de su vertiente subepitelial. Alrededor de los depésitos

Fig. 6.— Rata a la 12 semana post-inmunizacion con proteinuria masiva.
Glomérulo con presencia de miltiples depasitos electrodensos en vertiente
subepitelial de MBG. Fusion extensa de prolongaciones podocitarias. Ura-
nilo + plomo. x 6.000. LC =Luz capilar. Pod. =Podocitos.
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en la mayoria de las asas se observd neoformacion exuberante de mem-

brana basal ("‘espiculas”). Los podocitos mostraron extensa y casi total
fusion de sus prolongaciones con desaparicion de poros de filtracion y re-

Fig. 7.— Rata con proteinuria masiva. Segmento de pared capilar glomery-
lar con numerosos depasitos subepiteliales y “espiculas” de neomembrana
alrededor de los mismos, Inyeccion IV de ferritina anidnica. Incremento
normal de particulas (flechas): alrededor de los depdsitos, lamina rara ex-
terna y presencia en citoplasma de células epiteliales y espacio urinario.
LC =Luz capilar. d =depdsito. e =espicula.

Fig. 8.— Capa polianionica podocimria'marmda con ferritina cationica de
aspecto normal, dibuja el contorno celular. Uranilo + Plomo. x 20.000.
LC =Luz capilar. d =depdsito. e =espicula.

chazo de los diafragmas interpodocitarios (Figs. 7, 8, 9, 10). La membrana
citoplasmatica de los podocitos mostrd transformacion vellosa parcial y el
citoplasma incremento de su electrn densidad (Figs. 7, 9, 10). En este
grupo de animales algunos se inyectaren in vive por via IV con femitina
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anidnica (1 mg/gr) y otros se inyectaron con ferritina catidnica (0,4 mg/

gr). En los animales inyectados con ferritina anidnica (Figs. 7, 8) se ob-
servé una distribucion de las particulas en un “frente’ a todo lo largo
de la {dmina densa de la MBG en las dreas sin depdsitos, similar a lo ob-
servado en los animales controles, mientras que en las dreas con depoésitos
se observd la presencia de numerosas particulas alrededor de éstos y en
el seno de la l&mina rara externa, muy cercanos a las prolongaciones po-
docitarias (Fig. 7}, ias cuales mostraron cierto incremento de su actividad
pinocitica, con formacidn de vesiculas “cubiertas” y de cuerpos multi-
vesiculares en su citoplasma, con presencia de particulas de ferritina en
s interior.

Figs. 9 y 10.— Rata con proteinuria masiva. Membrana basal glomerular
con numerosos depdsitos electrodensos subepiteliales. Doble marcaje con
ferritina catidnica. Obsérvese la desaparicion de las cargas negativas fijas
en las zonas de depdsitos. Aparicion de las cargas negativas alineadas (fle-
chas), irregularmente agrupadas (flechas} por debajo del citoplasma podo-
citario. Capa polianidnica podocitaria normal. Uranilo + plomo. x 15.000.
LC =Luz capilar. p =podecitos.
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En los animales inyectados por via IV con ferritina catiénica se obsar-
varon diferentes alteraciones de las cargas negativas fijas de la ldmina rara
externa de la MBG que pueden resumirse comao sigue:

a) Disminucion o ausencia evidente de cargas negativas en las dreas de
localizacién de los depdsitos {Figs. 9, 10). b) Agrupamiento irregular de
particulas de ferritina en el borde de los depdsitos (Figs. 9, 10, 11). ¢) En
las dreas de membrana neoformada alrededor de los depdsitos se observd
ordenamiento de las cargas negativas fijas en grupos no regulares que en
cierta forma remedan la disposicion de la membrana normal {Figs. 9, 10).
d) En los sitios donde los depdsitos pierden el contacto con el citoplasma
de las prolongaciones podocitarias, se ohservd aparente “regeneracion’’ de
la lamina rara externa y a su nivel presencia de grupos anidnicos fijos dis-
puestos en hilera 6 agrupados mds o menos en forma espaciada que se-
mejan la disposicion habitual en la membrana normal (Fig. 10). e} En
animales donde la proteinuria fué menos intensa se ohservaron dreas de
membrana basal con menos depdsitgs, algunos parcialmente removidos
(Fig. 11) y otros incorparados progresivamente a la MBG. En la Fig. 11
se observa que la membrana neoformada de aspecto “‘espicular’” muestra
caracteristicas similares a la membrana basal normal del capilar adyacente
y las cargas negativas muestran una evidente regularidad en su organizacidn
tal como en la membrana normal. En un drea de la Fig. 11 se observa un
"puente 't de membrana neoformada, rodeando un depdsito.

Fig. 11.— Rata con proteinuria moderada. Membrana basal glomerular
muestra defecto central (flechas) en zona de depdsitos parcialmente remeo-
vidos o incorporados y membrana regenerada espicular airededor, con in-
tegridad de sus capas (laminas rara externa y densa). Inyeccian de ferritina
cationica muestra regularidad casi total de cargas negativas en “‘espiculas”
{flechas). Areas de membrana normal adyacente sin depdsitos. Uranile +
Plomo. x 15.000. LC = Luz capilar.
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Tanto en los animales inyectados con ferritina anidnica como los in-
yectados con ferritina catinica se observé que ambos tipos de particulas
permearon los depdsitos y se encontraron en el seno de las mismas distri-
buidas en forma irreqular, En ambos grupos de animales se incub6 material
de corteza renal in vitro con ferritina catiénica y se comprobd (Figs. 8, 9,
10) que en los sitios donde la ferritina penetré marcando la capa poliani-
nica podocitaria se observé una estructura multiparticulada continua de
caracteristicas semejantes a los animales controles (Figs. 1, 2) sin que se
evidenciaran cambios en su espesor y en su intensidad.

DISCUSION

La membrana basal glomerular es una matriz extracelular interpuesta
entre los procesos podacitarios y una lémina delgada de endotelio fenes-
trada. Su funcion estd principalmente influenciada por su compleja com-
posicién bioquimica(is), la cual ha sido caracterizada en afios recientes
y complementada ademds con técnicas adicionales electroforéticas, morfo-
l6gicas e inmunohistoquimicas {1e}. Se acepta en la actualidad en general,
como integrantes de su estructura los coldgenos tipos [V y V, proteogli-
canes variad os, faminina y entactina. El colageno tipo 1V esta fundamental-
mente concentrado en la ldmina densa de la MBG y muy posiblemente
juega un papel muy importante en los mecanismos de tamizaje selectivo
de particulas a través de ia unidad de filtracion en relacion a sus tamaiios.
Adicionalmente se ha encontrado que los proteoglicanes de heparan sul-
fato son también componentes integrales de la MBG (15 17}, que se distri-
buyen en todo el espesor de la misma, pero predominantemente se con-
centran en las ldminas rara interna y externa{s, 18), en las cuales se reco-
nocen como el asiento de las cargas negativas fijas, demostrables mediante
el uso de diferentes moléculas catibnicas (lisosima, rojo rutenio, ferritina
cationica, ete.), (s). En condiciones de isosmolaridad estas cargas anionicas
le confieren una fuerte electronegatividad a la MBG y contribuyen signifi-
cativamente a las propiedades selectivas para cargas de la unidad filtrante,
ademds de que por su lecalizacion estratégica a lo largo de la MBG, ayudan
a mantener la hidratacion de la superficie de la membrana basal (1), pre-
viniendo por lo tanto la adsorcion de proteinas plasmaticas cargadas nega-
tivamente (albimina por ejemplo) y permitiendo al mismeo tiempo el paso
continuo de solutos a través de la pared capilar {1s).

En el modelo autdiogo de nefritis de Heymann tal como lo inducimos
en este estudio, el antigeno responsable para la farmacion in situ de com-
plejos inmunes de localizacién subepitelial en la MBG, se considera que es
un constituyente intrinseco de la misma, que reacciona cruzadamente con
antigenos del borde en cepillo del tibulo proximal (14, 1, 3). La distribu-
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cidn del antigeno coincide con la Iocalizacion de las cargas negativas anio-
nicas fijas de la ldmina rara externa producidas por los glicosaminoglicanos
sulfatados(1s, 25) y como es logico, el anticuerpo en este caso, se une el
antigeno a nivel local (subepitelial), para formar los depositos subepitelia-
les, lo cual se hara de una manera mucho mas rapida si se trata de un anti-
cuerpo cationico {3). Al mismo tiempo la activacion de complemento que
se asocia a los complejos es factor indispensable para la aparicion de pro-
teinuria (1, 2) y es caracteristicamente independiente de la actividad de
los neutrofilos{1, 2). La intervencion de complemento en este modelo
segin recientes observaciones{11) depende fundamentalmente de la acti-
vacion de los componentes terminales: C5, C6, C7, C8, como mediadores
importantes de la lesion gromerular. No obstante es interesante notar la
ausencia de inflamacion en este modelo, hecho que reflejaria segiin algunos
autores (2) la interposicion de estructuras mas proximales de la pared ca-
pilar entre los neutrdfilos u otros mediadores inflamatorios de la circula-
cion, y el lugar de formacion de los depdsitos y de activacion del comple-
mento en el lado subepitelial de dicha pared. La accion del complemento
resultarfa en este caso de su accion citolitica debido a la formacidn del
complejo de atague de membrana (CAM) sobre la capa de fosfolipidos de
las membranas celulares. Como la MBG no tiene capa de fosfolipidos su
accion se localizaria probablemente en la membrana de las células epite-
liales o en los diafragmas de filtracion interpodocitarios (4).

La formacion in situ de depdsitos subepiteliales en la nefritis autologa
experimental de Heymann puede comenzar aproximadamente desde la 4a.
semana post-inmunizacion {4), con aparicioén de leve proteinuria. En nues-
tros animales sacrificados a la 8a. semana y con proteinuria de 8.70 mg/
24 horas encontramos pequefios y aislados depdsitos electrodensos locali-
zados en la lamina rara externa generalmente en contacto con los diafrag-
mas de filtracion {29). Estos mostraban ligero rechazamiento, ain cuando
se conservaba la total integridad de la MBG vy la disposicion interdigitada
de las prolongaciones podocitarias (). Un hecho interesante a destacar es
que la formacion de estos depdsitos iniciales provoca en cada sitio de la 13-
mina rara externa donde se localizan, una pérdida focal de los grupos anid-
nicos fijos {Figs. 3, 4), con integridad del resto de estos grupos en las zonas
de la lamina rara externa adyacentes no comprometidos. El fendmeno
local de desaparicion o enmascaramiento de grupos anidnicos altera el
componente de cargas eléctricds y por ende las propiedades restrictivas de
filtro y explica claramente el incremento de permeabilidad y la protei-
nuria (20).

La evidencia temprana de la desaparicion de las cargas negativas fijas

en los sitios de depdsitos en la nefritis de Heymann no habia sido hasta
ahora mostrada utilizando el marcaje de la MBG con ferritina catignica,
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aln cuando en una publicacion reciente Schneeberger y colaboradores (so)
en el mismo modelo han evidenciado, utilizando hierro coloidal, similares
alteraciones focales de la ldmina externa en las fases iniciales de la nefritis.

La aparicion de proteinuria masiva aparecié en nuestros animales-
entre las 10 y 12 semanas post-inmunizacion. En estos animales se encon-
traron lesiones ultraestructurales intensas de la pared capilar a distintos
niveles. Un hecho resaltante fué la localizacion masiva y confluente de in-
munocomplejos en Ja vertiente subepitelial de la MBG, talcomo han side
demostrado en los hallazgos de inmunofluorescencia (Fig. 5). Este hecho
produce el desplazamiento de los diafragmas de filtracion hacia el espacio
urinario (20), los cuales sufren al mismo tiempo torsién, plegamiento y
replicamiento especialmente cuando existen complejos inmunes de gran
tamafio (20). Al mismo tiempo se observé extensa “‘fusidn ' de las prolon-
gaciones podocitarias y desaparicion de los poros de filtracion con forma-
cion de nuevas uniones oclusivas entre células epiteliales, como ha sido
también demostrado por otros autores(ze, 21). Las alteraciones de los
diafragmas de filtracion parecen ser secundarios a la disminucion de la
superficie podocitaria (20), aunque las mismas podrian igualmente pro-
ducir un incremento de flujo hidrodindmico y el rdpido pasaje de molé-
culas de proteina por los poros residuales (21). Una alteracién adicional
descrita (29) que no observamos,fué el despegamiento focal de los pro-
cesos podocitarios de su anclaje de la MBG, que constituyen también dreas
de masiva filtracidn de proteinas.

La modificacion de 1a permeabilidad de la MBG en nuestro grupo de
animales con proteinuria severa se explord utilizando ferritina anidnica, en
igual forma a lo realizado por Schneeberger y colahoradores (27, s0) en el
mismo modelo de nefritis de Heymann. En todos los animales se ohservé
(Figs. 7, 8) un incremento de permeabilidad de la MBG a las particulas de
ferriting, alrededor de los sitios de localizacion de los depdsitos, con apa-
ricion de particulas de ferritina en la ldmina rara externa, en el citoplasma
de los podocitos {libres o en vesiculas pinociticas) y en el espacio urinario.
Esta alteracidn de [a permeabilidad de !a membrana a Ia ferritina anidnica
parece ser solo observabie cuando ia localizacién de los complejos inmunes
en la MBG es suficiente como para producir una proteinuria mayor de 10
mg/24 horas(so). Esta observacién sugiere que la proteinuria en estos ani-
males es consecuencia de una perturbacion en la estructura dependiente
seguramente de cambios en las propiedades selectivas de tamafio y cargas
de la MBG (30).

En este grupo de animales la exploracién de las cargas negativas fijas

de la ldmina rara externa de la MBG con ferritina catidnica mostrd marca-
das y variables alteraciones. Un hecho muy evidente fué la disminucion o
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enmascaramiento (20, ao) de los grupos anidnicos en las dreas de depasitos,
con agrupamiento irregular de las particulas de ferritina catidnica alrede-
dor de los depdsitos, contrastando asi con fa indemnidad y regularidad de
los grupos anidnicos en las zonas de membrana sin depdsitos de los mismos
animales o de los animales controles. La necformacion “espicular’”’ de la
MBG alrededor de los dep0sitos mostré -una ordenacidn irregular o distor-
sion en la disposicion de las particulas de ferritina catidnica, aun cuando
en distintas dreas pudo identificarse cierto esbozo de organizacion, espe-
cialmente en las dreas donde los depdsitos habian sido parciaimente incor-
porados en {a MBG. En tales sitios observamos una aparente '‘regenera-
cion” de la ldmina rara externa (Figs. 9, 10} por debajo de los podocitos
con una distribucién de nuevas cargas o de cargas residuales mostrando
cierto asomo de regularidad. En algunos animales donde la proteinuria
no fué muy intensa y la MBG mostré menos depdsitos, se observaron dreas
de neomembrana “espicular "\alrededor o por encima de los depdsitos en
vias de incorporacidn o ya parcialmente resueltos, con una evidente orga-
nizacion de sus capas {Fig. 11) (ldmina rara externa y ldmina densa) y
una restitucién casi completa de sus cargas negativas fijas. Todas estas mo-
dificaciones de la MBG desencadenadas por la formacién de complejos a
nivel subepitelial producen aparentemente cambios solo a nivel local de la
ldmina rara externa, sin aparente compromiso de la ldmina densa y rara in-
terna. Sin embargo, los complejos inmunes tienen ellos mismos la capaci-
dad de estimular un incremento en sintesis de nueva membrana (“espicu-
las”} por las células podocitarias (a1} que contribuye a la “cicatrizacion”
de la membrana con depdsito y que en condiciones normales contribuye
eficientemente en gran parte a la renovacidn de la misma(s1). Esta acti-
vidad de la célula epitelial para regenerar eficientemente nueva membrana
alrededor de los depdsitos supone necesariamente una total integridad
funcional y metabdlica de la misma. Esta afirmacion parece confirmarse
en nuestro material ya que nuestros hallazgos demuestran que en ios ani-
males con severa proteinuria y abundantes depdsitos subepiteliales en la
MBG, la misma mostrd signos evidentes de regeneracién, con restitucion
progresiva de sus capas y de sus cargas aniénicas fijas (Figs. 8, 10, 11).
En este sentido es interesante destacar que la célula epitelial glomerular
sintetiza en cuitivos fundamentaimente proteoglicanes, especialmente
heparan suifato(s), que como es sabido determina en gran parte las cargas
negativas fijas de la MBG (s), las que a su vez coinciden normalmente con
los sitios de localizacidn en la membrana del antigeno que da origen en
este modelo a la produccion de nefritis{is, 25). Muy recientes hallaz-
gos (23) han demostrado de manera evidente que este antigeno de la ne- -
fritis de Heymann es una glicoproteina normal {(gp. 330) del borde en
cepillo del tibulo proximal, que se localiza en el lado luminal del mis-
mo (23}, pero que también es sintetizada por la célula epitelial glomerular
primariamente (demostrado con anticuerpos monoclonales e inmunocito-
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quimica) (22) y concentrada normalmente en vesiculas cubiertas en la su-

perficie de su membrana, en la base de los procesos podocitarios, donde
se uniria eventualmente al anticuerpo. Este hallazgo podria explicar en
cierta forma fa observacién de que en glomerulonefritis membranasa hu-
mana pueden superponerse estadios de lesibn de membrana basal (32} vy
que si bien es cierto que no ha logrado determinarse en estos enfermos un
antigeno intrinseco en la MBG, la hipdtesis de un antigeno “plantado” o
“concentrado”, en la membrana, favoreceria a lo largo de la historia evolu-
tiva del proceso, con periodos de mejoria y agravamiento, la formacién
de nuevas generaciones de depdsitos en areas de membrana lesionadas
previamente y consecutivamente reparadas (s2).

Una Gltima observacién en nuestro material fué la que es factible a
pesar de su pobre penetracibn, marcar in vitro con ferritina catidnica las
cargas anibnicas libres en toda la superficie de los podocitos, sin que pu-
diera demostrarse diferencias entre animales proteinuricos y controles.
Estos hallazgos sugieren tal como lo han observado otros autores(s) que
en los animales nefroticos lo que disminuye es la superficie celular de los
podocitos pero no el nlimero de sus cargas anidnicas.

En conclusion el estudio del modelo de nefritis activa de Heymann
en ratas, plantea a la luz de los diferentes hallazgos discutidos los posibles
mecanismos patogenéticos de la lesidn de la MBG, en base al conocimiento
de la localizacion de un antigeno ““fijo”" en la ldmina rara externa de la
misma con formacién de anticuerpos y union de los mismos al antigeno
in situ localmente, con activacién del complemento de sus componentes
terminales, sin inflamacion y con aparicion de proteinuria. Los complejos
asi formados provocan alteraciones iniciales de las cargas eléctricas de ia
MBG a nive! subepitelial {desaparicién o enmascaramiento}, con posterior
evidencia de regeneracion de las mismas en forma progresiva, a medida
que se resuelven o se incorporan los depdsitos a la MBG, y parajela a la
regeneracion del resto de los constituyentes de la membrana.
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ABSTRACT

Experimental autologous nephritis. Morphology and capilar permeability
in glomerular lessions in rats. Pinto J. (Instituto Anatomopatolégico, Uni.
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versidad Central de Venezuela, Apartado Postal 50647, Caracas, Vene-
zuela). Invest Clin 26(3): 149-169, 1985.— A time sequence of glomerular
capitlary wall ultrastructural lesions was studied in Lewis rats with auto-
logous Heymann’s nephritis. Nineteen nephritic animals were intrave-
nously infused (1V) either with anionic or cationic ferritin to explore the
glomerular basement membrane (GBM) permeability changes and the al-
terations of the lamina rara externa fixed negative charges. In animals
after 8 weeks of immunization and slight proteinuria (8.70 mg/24 hs.),
few electrondense subepithelial deposits and focal loss of the lamina rara
externa negative charges were only observed. In heavy proteinuric animals
(60 mg/24 hs.) killed between 10 and 12 weeks after immunization, we
found numerous electrondense subepithelial deposits, 1gG granular depo-
sition in fluorescent preparations, spike formation and displacement of
slit diaphragms. This group of animals showed increased permeability of
the GBM for anionic ferritin particles sorrounding the deposits, and varia-
ble modifications (loss, distortion, regeneration and rearrangement} of
the lamina rara externa negative charges. In vitro incubation with cationic
ferritin of exposed glomeruli showed, and intact multiparticulated podo-
cytic polyanionic surface coat as it was gbserved in control animals.
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