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Ausencia de alteraciones en la carga ionica
de la membrana basal glomerular durante el
sindrome nefrotico inducido por
aminonucledsido de puromicina

M. Arévalo Gomez y E. Carrascal Marino
Departamento de Histologia. Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca.

RESUMEN

La inyeccién intraperitoneal de aminonucledsido de puromicina en ratas indu-
ce en estos animales la aparicién de alteraciones patologicas en la barrera de
filtracién glomerular que simulan el sindrome nefrético de cambios minimos (ne-
frosis lipoidea humana). En el presente trabajo hemos estudiado si este sindrome
nefrético experimental provoca alteraciones en las cargas iénicas de la membrana
basal glomerular. Para estos propésitos hemos utilizado un trazador aniénico, aci-
do tanico, y dos trazadores catiénicos, rojo de rutenio y ferritina cationizada. Los
animales se sacrificaron a los siete, quince y treinta dias de la inyeccion del toxi-
co, recogiendo la orina semanalmente para detectar la existencia de proteinuria.
Los hallazgos ultraestructurales revelan las alteraciones morfoldgicas descritas cld-
sicamente en el sindrome nefrético inducido por aminonucleésido de puromicina
en las ratas sacrificadas a los siete y quince dias. Estas lesiones habian desapareci-
do en los animales sacrificados a los treinta dias. No obstante, se ha podido obser-
var que la localizacién de los trazadores empleados para detectar las cargas elec-
trostdticas de la membrana basal glomerular permanece constante, sin pérdida
apreciable de los mismos, a lo largo del periodo de estudio. Concluimos que la
barrera de cargas ionicas de la membrana basal glomerular no presenta alteracio-
nes durante el curso de la nefrosis inducida por aminonucleésido de puromicina, a
pesar de existir modificaciones ultraestructurales importantes y proteinuria abun-
dante, por lo que no puede imputarse totalmente a estas cargas el que, en condi-
ciones normales, detengan la salida de proteinas plasmdticas al espacio urinario.

Palabras clave: Membrana basal glomerular. Carga iénica. Nefrosis.
Aminonucleésido de puromicina.

ABSENCE OF ALTERATIONS IN THE IONIC CHARGE OF THE
GLOMERULAR BASEMENT MEMBRANE DURING NEPHROSIS INDUCED BY
PUROMYCIN AMINONUCLEOSIDE

SUMMARY

Puromycin aminonucleoside-injected intraperitoneally into rats in a single dose
induces the appearence of pathological alterations in the glomerular filtration
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barrier which mimic minimal change nephrotic syndrome (Human lipoid
nephrosis). In the present work we studied whether the. experimental nephrotic
syndrome leads to alterations in the ionic charge of the glomerular basement
membrane. To do so we used an anionic tracer, tannic acid, and two cationic
tracers, ruthenium red and cationized ferritin. The animals were sacrificed at 7,15
and 30 days post-injection of puromycin aminonucleoside. Urine was collected
weekly for the detection of proteinuria. Ultrastructural findings revealed the
classical morphological changes of aminonucleoside nephrosis in the rats
sacrificed at 7 and 15 days. These lesions were seen to disappear in the animals
sacrificed at 30 days. However, the deposits of the tracer on the glomerular
basement membrane remained constant with no appreciable losses throughoui the
experimental period. These results show that no significant alterations take place in
the ionic charge of the glomerular basement membrane during the course of

puromycin aminonucleoside induced nephrosis.

Key words: Glomerular basement membrane. lonic charge. Nephrosis.
Puromycin aminonucleoside.

Introduccidén

La importancia de que la barrera de filtracién glo-
merular se mantenga en perfectas condiciones, tanto
estructural como funcionalmente, se pone en eviden-
cia cuando el mencionado filtro sufre un aumento
anormal de su permeabilidad, sobreviniendo enton-
ces una pérdida de proteinas plasmaticas a la orina.
Este hecho ha motivado que se realicen maltiples es-

~tudios con el fin de desvelar los componentes estruc-
turales de la barrera glomerular, sus caracteristicas
bioguimicas y la relacién morfofuncional que existe
entre ellos para impedir que, en condiciones norma-
les, aparezca proteinuria. En términos generales, la
posibilidad de que una macromolécula atraviese el
filtro glomerular depende de su tamafo, carga eléc-
trica y configuracion molecular, ademas de las con-
diciones de flujo y presion plasmaéticas en el capilar
glomerular. (Para una revision mas amplia consultar
las referencias ' y 2))

La membrana basal glomerular (MBG), conside-
rada como el filtro principal para macromoléculas
plasmaticas en-el-rifdn 3, esta compuesta-por.colage-
no de los tipos IV-*y V-3 los proteoglicanos heparan
sulfato y condroitin sulfato ®® y las glicoproten’nas
entactina °, nidégeno ' y laminina "'. De todos
ellos se cree que es el heparén sulfato (HS) el respon-
sable de los lugares aniénicos presentes en la
MBG "2 '3, confiriendo a la misma una gran electro-
negatividad, hecho que evitaria el paso de proteinas
a través de esta membrana basal, ya que la destruc-
cién de HS mediante digestion enzimatica con hepa-
ritinasa permite una mayor permeabilidad a las ma-
cromoléculas. Ademas, en determinados modelos
patolégicos experimentales se ha descrito que la pro-
teinuria sucede a una alteracion de la barrera de car-
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gas electrostaticas que posee la MBG "¢, sin que,
aparentemente, se vean afectados el resto de disposi-
tivos del filtro '”. Esta pérdida de cargas negativas se-
ria debida a una disminucién en la sintesis de HS o a
un aumento de su degradacion '®. Sin embargo,
otros investigadores no encuentran que exista pérdi-
da de lugares aniénicos en los mismos modelos
experimentales 192!,

Basandonos en nuestras observaciones sobre un
modelo experimental de diabetes quimica por
estreptozotocina ?> hemos efectuado en el presente
trabajo un estudio de las cargas eléctricas de la
MBG, tras provocar un sindrome nefrético de cam-
bios minimos mediante la inoculacién de aminonu-
cleésido de puromicina 2% 2. Dicha nefrosis amino-
nucleosidica es reversible para las dosis que hemos
empleado, permitiendo, por tanto, analizar la cinéti-
ca de la membrana desde que sufre la alteracién hasta
que se recupera y vuelve a la normalidad.

Para detectar los componentes electrostaticos a lo
largo de la prueba se han utilizado un marcador
anionico, acido tanico y dos -marcadores cationicos,
“rojo-de.rutenio y.-ferritina’ cationizada.

Material y métodos

Se han utilizado 21 ratas albinas, machos y hem-
bras indistintamente, con un peso que oscilaba al ini-
cio de la prueba entre 125 y 150 gramos. Estos ani-
males recibieron por via intraperitoneal una inyec-
cion Gnica de aminonucledsido de puromicina (Sig-
ma Chemical Company) a una dosis de 10 mg. por
100 g. de peso corporal, disueltos en suero salino al
0,9 %. Se utilizaron nueve animales control, a los
que se inyectd el suero salino solamente. Los anima-



les fueron alojados en-jaulas metabdlicas individua-
les, recogiendo la orina semanalmente, que fue ana-
lizada por medio de tiras reactivas en un aparato Cli-
ni-Tek AMES.

Las ratas se sacrificaron a los siete, quince y treinta

dias (siete. cada vez, de las cuales se utilizaron dos- =

para cada-una de las:técnicas con trazadores y una -
para realizar la técnica habitualmente empleada en
microscopia electrénica). Los animales control se sa-
crificaron en los mismos periodos (tres cada vez). To-
dos fueron anestesiados previamente con hidrato de
cloral al 30 %, 0,1 ml/100 g. de peso.

Técnica del 4cido tanico

Tras extirpar los rinones se tallaron microbloques
de 1 mm?® de corteza renal que se fijaron en una so-
lucién compuesta por-acido-tanico (Merck)-al-8-%-en-
buffer cacodilate 0,2 M, pH 7,4 y glutaraldehido al
2,5 % en el mismo buffer, a temperatura ambiente
durante noventa- minutos. Transcurrido este tiempo
los bloques se lavaron con buffer y se posfijaron en
tetréxido de osmio al- 1 % durante una hora a 4° C;
posteriormente se deshidrataron en series crecientes
de acetona y se incluyeron en resina Durcupan.

Técnica del rojo de rutenio

Los animales se perfundieron por via cardiaca, a
través del ventriculo izquierdo, primero con suero fi-
sioldgico heparinizado durante un minuto para efec-
tuar el lavado sanguineo total, seguido inmediata-
mente por una solucién compuesta por glutaraldehi-
do al 3,6 % en buffer cacodilato 0,2 M, pH' 7,4 y
rojo de rutenio al T % (Sigma Chemical Company),
purificado segln la descrpcién de Luft 25 durante se-
senta minutos. A continuacidn-se extirparon los rifio-
nes y se retallaron microbloques que se lavaron en
buffer cacodilato (tres pases de diez minutos), tras lo
cual los tejidos se posfijaron durante tres horas a tem-
peratura ambiente en una mezcla de rojo de rutenio
al 1 % y tetréxido de osmio al 1 %. Se deshidrataron
e incluyeron segln describimos mas arriba.

Técnica de la ferritina cationizada

Las ratas utilizadas para esta técnica fueron inyec-
tadas intravenosamente con una dosis de 0,5 ml/100
g. de peso corporal de ferritina cationizada (ferritina
de bazo de caballo copulada con- N,N-dime-
til-1-3-propanodiamina en suero fisiolégico 0,15 M a
una concentracion de 10 mg/ml. (Sigma Chemical -
Company). Transcurridos quince minutos desde la:
inyeccién se extirparon los rifiones, y tras tallar pe-
quenos bloques de corteza renal. éstos se fijaron en
glutaraldehido al 2,5 % en buffer cacodilato 0,2 M,
pH 7,4 durante noventa minutos, lavando a conti-
nuacién las piezas en buffer y posfijandolas en tetrd-
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Fig. 1.—Semipanordmica de glomérulo de una rata sacrificada a

los siete dias, en la que se aprecian las lesiones ultraestructurales

debidas al-aminonucleésido de puromicina. Asterisco: fusién de

los pedicelos. CAP: luz del capilar glomerular. EU: espacio urina-
rio. Flecha: desaparicion citoplasmdtica (18.900 X).

xido de osmio al 1 % durante una hora, deshidratan-
do e incluyendo en resina finalmente.

De todos-los bloques preparados se efectuaron cor-
tes ultrafinos con cuchillas de cristal en un ultrami-
crotomo LKB Ultrotome Ill; dichos cortes fueron exa-
minados en un microscopio electrénico Philips EM
201, con un potencial de aceleracién de 40 kV. Sola-
mente se contrastaron con plomo y uranilo las rejillas
preparadas a partir de las piezas procesadas con aci-
do téanico.

Resultados

Entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas

_tras la inyeccioén todos los animales inoculados con

aminonucledsido de puromicina presentaron oliguria,
que se acentu6é a medida que pasaba el tiempo. Las
proteinas en orina, que eran negativas el dia de la
inyeccion, se manifestaron hasta alcanzar valores de
entre 100 y 300 mg/dl. a los siete dias, manteniéndo-
se estas cifras a los quince dias, y. a partir de enton-
ces fueron disminuyendo, hasta que a los treinta
dias solo se detectaron indicios de proteinuria. Al
mismo tiempo desaparecio la oliguria, mostrando los
animales. supervivientes un-aspecto saludable a los
tréintar dias. Los-animales-control~no exhibieron pro-
teinuria en' ningdn’ momento-a“o largo del periodo
de estudio. :

Los glomérulos de los animales sacrificados a los
siete dias de la inyeccién del téxico muestran una
fusion pedicelar masiva y difusa, apareciendo en el
citoplasma de los podocitos grandes vesiculas-y
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los siete dias. Técnica del acido tanico. CAP: luz del capilar. EU:
espacio urinario (84.000 X).

abundantes fagolisosomas. En algunas zonas el cito-
plasma estd adelgazado, formando finas laminas,
hasta su casi total desaparicién. La MBG conserva su
aspecto y morfologia normal, no observandose tam-
poco alteraciones en el endotelio del capilar glome-
rular (fig. 1). A los quince dias se aprecia en todos los
animales una recuperacién parcial de la morfologia
normal de los podocitos, persistiendo, no obstante,
zonas de fusiéon amplias en las que es posible apre-
ciar las lesiones estructurales citadas mas arriba. En
los animales sacrificados a los treinta dias aparece
una recuperacién morfoldgica completa.

A los siete dias postinyeccion (p.i.) en las muestras
tratadas con acido tanico se aprecia que el trazador
ha reaccionado sobre todo con la ldmina densa de la
MBG, que aparece contrastada en su totalidad. Ade-
mas, en ambas ldminas claras se aprecian depésitos
del trazador en forma de filamentos perpendiculares
a la lamina densa (fig. 2). Esta misma disposicién del
trazador se observé a los quince dias (fig. 3) y a los
treinta dias p.i. (fig. 4), a pesar de existir en este (lti-
mo estadio una recuperacién tanto estructural como
funcional de las alteraciones glomerulares.

El rojo de rutenio aparece a los siete dias deposita-
do en las ldminas claras, sobre todo en la lamina cla-
ra externa, en forma de particulas electrodensas de
55-65 nm, con un espaciamiento entre las mismas de
aproximadamente 20 nm (fig. 5). A los quince dias se
mantiene la misma disposicién del trazador (fig. 6),y
a los treinta dias, aungue. se aprecia una recupera-
cion estructural del glomérulo, las particulas electro-
densas siguen apareciendo de forma idéntica a lo
descrito anteriormente (fig. 7).

La ferritina cationizada se presenta, a los siete dfas
de la inyeccién del téxico, depositada en la MBG,
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Fig. 3.—Seccion transversal de la MBG de una rata sacrificada a
los quince dias. Técnica del dcido tinico. CAP: luz del capilar.
EU: espacio urinario (84.000 X).

Fig. 4.—Seccién transversal de la MBG de una rata sacrificada a
los treinta dias. Técnica del dcido tanico. CAP: luz del capilar.
EU: espacio uripario (126.000 X).

sobre todo en la lamina clara interna, apreciandose
en forma de acimulos de particulas de un didmetro
aproximado de 6 nm. Estas particulas aparecen tam-
bién a nivel de la ldmina clara externa, pero con una
intensidad mucho menor (fig. 8). A los quince y
treinta dias se aprecia la misma disposicién del traza-
dor descrita anteriormente (figs. 9 y 10). En ningin
caso atraviesan las particulas de ferritina la barrera de
filtracion glomerular, ya que no se han observado en
el espacio urinario.

Los glomérulos de los animales control no presen-
taron alteraciéon estructural alguna a lo largo de la
prueba; sin embargo, la disposicién de los trazadores
ultraestructurales sobre la MBG es la misma que la
observada en las ratas nefréticas (figs. 11, 12 y 13).
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Fig. 5.—Seccién transversal de la MBG de una rata sacrificada a
los siete dias. Técnica del rojo de rutenio. CAP: luz del capilar.
EU: espacio urinario. Flechas: lugares anidnicos marcados por el
trazador (126.000 Xx).

Fig. 7.—Seccion ligeramente sagital de la MBG de una rata sacrili-
cada a los treinta dias. Técnica del rojo de rutenio. CAP: luz del
capilar. EU: espacio urinario (63.000 X).
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Fig. 6.—Seccion transversal de la MBG de una rata sacrificada a
los quince dias. Técnica del rojo de rutenio. CAP: luz del capilar.
Flechas: lugares aniénicos (67.500 X).

Discusion

De los datos obtenidos en el presente trabajo se
desprende que las cargas electrostdticas que posee la
MBG permanecen inalteradas durante el curso de la
nefrosis por aminonucleésido de puromicina, al igual
que sucediera en otros modelos experimentales estu-
diados por nosotros #2, a pesar de que en la nefrosis
aminonucleosidica la proteinuria es de mucha mayor
intensidad durante el periodo activo del sindrome.
Este proceso se induce mediante la inyeccién de un
aminonucledsido (6-dimetilaminopurina-3-amino-
D-ribosa) preparado a partir de la puromicina *%;
estructuralmente es analogo del aminoacil-s-RNA. Se

Fig. 8.—Seccion transversal de la MBG de una rata sacrificada a

los siete dias. Técnica de la ferritina cationizada. CAP: luz del

capilar. EU: espacio urinario. Flecha: particulas de ferritina en la
lamina clara interna (84.000 X).

utiliza como medicamento antineoplasico y su meca-
nismo de accién se basa en la afectacién de la bio-
sintesis proteica en la etapa ribosomal, produciendo
liberacién de cadenas polipeptidicas incompletas. El
mecanismo por el que causa la nefrosis es desconoci-
do, pero pudiera ser debido a un defecto en la sinte-
sis de uno o varios componentes de la MBG '°.
Si el defecto fuera a expensas de una desaparicion
de los lugares ani6nicos de la MBG, las mencionadas
cargas negativas no serian detectadas mediante la fe-
rritina cationizada, ya que este trazador catiénico es
especifico solamente para los grupos sulfato presen-
tes en el heparan sulfato. Dichos radicales son los que
ocasionan los lugares ani6nicos, ya que se ha demos-
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Fig. 9.—Seccidn transversal de la MBG de una rata sacrificada a

los quince difas. Técnica de la ferritina cationizada. CAP: luz del

capilar. EU: espacio urinario. Flecha: acimulo de particulas de
ferritina (84.000 X).

Fig. 11.—Seccién transversal de la MBG de una rata control. Téc-

"nica del 4cido tanico. EU: espacio urinario. CAP: capilar glomeru-

lar (1715.000 X). ’
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Fig. 10.—Seccién transversal de la MBG de una rata sacrificada a

los treinta dias. Técnica de la ferritina cationizada. CAP: capilar.

EU: espacio urinario. Cabeza de flecha: particulas de ferritina en

la ldmina clara interna. Flecha: particulas de ferritina en limina
clara (115.000 Xx).

~ trado que el depésito de ferritina cationizada desapa-
rece al tratar la MBG con el enzima heparitina-
sa 27+ 28 Este hecho sugiere que el defecto de mar-
cado de la MBG por otros trazadores catidnicos,
como el azul alcian o la lisozima, durante el cur-
so de la nefrosis aminonucleosidica, descrito por
otros autores '*'°, serfa debido a una pérdida de
grupos polianiénicos distintos a los presentes en la
MBG y que podrian estar localizados en la pared del
capilar glomerular 0 en la membrana de la célula
epitelial podocitaria, lo que explicaria las alteracio-
nes ultraestructurales presentes en dicha célula du-
rante el curso del sindrome nefrético y que, a su vez,
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Fig. 12.—Seccién transversal de la MBG de una rata control. Téc-

nica del rojo de rutenio. EU: espacio urinario. CAP: capilar glo-

merular. Flechas: lugares aniénicos marcados por el trazador
(84.000 x).

provocaria cambios conformacionales en la estructu-
ra molecular de la MBG, que no afectarian a los lu-
gares anionicos, como se desprende de los resultados
descritos en el presente trabajo con los trazadores
rojo de rutenio y ferritina cationizada. Tampoco se
veria afectada la carga positiva de dicha membrana,
ya que la disposicién: del-acido. tinico, .que se- com-
porta como un anién a pH neutro, permanece cons-
tante a lo largo de la prueba.

Al igual que lo observado en nuestros anteriores
estudios sobre las implicaciones renales en un mode-
lo experimental de diabetes por estreptozotocina 22,
la disposicién de los trazadores catibénicos dentro de
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Fig. 13.—Seccién transversal de la MBG de una rata control. Téc-

nica de la ferritina cationizada. ER: eritrocito, EU: espacio urinaro.|

Cabeza de flecha: particulas de ferritina cationizada depositadas

en la ldamina clara interna. Flecha: particulas del trazador bajo el
diafragma interpedicelar (124.000 x).

la MBG es diferente, apareciendo el rojo de rutenio
mas abundantemente en la lamina clara externa,
mientras que la distribucion de la ferritina cationiza-

da predomina sobre la lamina clara interna. Este he-

cho se explicaria si se tiene en cuenta la existencia
de un filtro mecénico a nivel de la lamina densa que
impediria, en su mayor parte, el que las moléculas
de ferritina superasen la lamina clara interna #°, lo
gue avalaria una vez mas la hipétesis de que la filtra-
cién selectiva de macromoléculas a través del glomé-
rulo es debida a un mecanismo multifactorial que
precisaria para su correcto funcionamiento de la inte-
gridad morfofuncional de todos los componentes de
la barrera de ultrafiltracion renal.
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