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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue disefiar
un modelo experimental de Glomerulonefritis Membra-
nosa (GM) en ratas Wistar, inducida con Seroalbumina
Bovina (BSA), y validarlo mediante la determinacién de
parametros bioquimicos, histolégicos, ultraestructura-
les y deteccion de inmunocomplejos por inmunofluores-
cencia (IF). Los animales del grupo experimental fueron
inmunizados por via subcutanea, con dosis de 3 mg c/u
de BSA/PBS con adyuvante de Freund. Se efectuaron
diferentes esquemas de inmunizaciéon. Cuando el titulo
de anticuerpos fue 21/2, comenzé la administracion dia-
ria de 2 mg, por via endovenosa de BSA/PBS, durante
15 dias. Se evalu6 la funcionalidad renal por la protei-
nuria; después de la 5° semana, desde su aparicion,
se determind: depuraciéon (clearance) de creatinina,
uremia, proteinemia y perfil lipidico. Los dos rifiones
se usaron para estudios histologicos, ultraestructurales
y deteccion de inmunocomplejos por IF. Los resulta-
dos mostraron que la inmunizacion fue efectiva con 5
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inoculaciones c¢/15 dias. En los animales nefréticos la
proteinuria, depuracién (clearance) de creatinina, pro-
teinemia , uremia y el perfil lipidico presentaron altera-
ciones significativas (p<0.0001). Al microscopio éptico
se observo hipercelularidad, engrosamiento difuso de
las membranas basales de los capilares glomerulares
y diferentes grados de atrofia, esclerosis e hialinizacién
de los glomérulos. Por IF se detecté inmunocomplejos
IgG en el 100 % de los glomérulos. Ultraestructural-
mente, se observaron depdsitos subepiteliales electro-
densos en la membrana basal engrosada, compatibles
con inmunocomplejos . Se encontraron alteraciones en
la estructura de los podocitos. En conclusién, los es-
tudios bioquimicos, estructurales y ultraestructurales
permitieron inferir la induccién de un sindrome nefroti-
co experimental. Concluimos que el protocolo utilizado
tiene validez para la induccién de una glomerulonefritis
membranosa en ratas Wistar.

ABSTRACT

The aim of this research was design an expe-
rimental model of membranous glomerulonephritis (GM) in
Wistar rats induced by bovine serum albumin (BSA), and
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validated it through biochemical, histological, ultrastructu-
ral parameters determination and immunecomplexes by
immunofluorescent technique (IF). Experimental animals
were immunized subcutaneously with doses of 3 mg of
BSA / PBS with Freund’s adjuvant. Different immunization
schedules were carried out. When the antibody title was 2
1/2, daily administration of 2 mg intravenously BSA / PBS,
for 15 days began. Renal function was assessed by pro-
teinuria, after the 5th week, from its appearance, creatini-
ne clearance, uremia, protein levels and lipid profile was
determined. The two kidneys were used for histological,
immunofluorescent and ultrastructural studies. Results
showed that immunization was effective with 5 inocula-
tions every 2 weeks. In nephrotic animals the proteinu-
ria, creatinine clearance, protein levels, uremia and lipid
profile showed significant changes (p<0.0001). Hyperce-
llularity, diffuse thickening of the basement membranes
of the glomerular capillaries and different degrees of atro-
phy, sclerosis and hyalinization of the glomeruli by light
microscopy was observed. IgG immune complexes were
detected by IF in 100 % of the glomeruli. Ultrastructura-
lly, sub-epithelial electron dense deposits (immune com-
plexes compatible) in the basement membrane and podo-
cytes structure alterations were also found. In conclusion,
biochemical, structural and ultrastructural assays allowed
to infer the induction of experimental nephrotic syndrome.
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Introduccion

La glomerulonefritis membranosa (GM) tiene
una incidencia de 1 caso por cada 100.000 personas por
afo (Bockenhauer et al., 2008), y su fenotipo ha sido de-
finido en base a sus caracteristicas histoldgicas. La GM,
también llamada glomerulonefritis por inmunocomplejos,
es reconocida como una entidad patoldgica desde 1950 y
es el diagndstico mas frecuente en el adulto con sindro-
me nefrético (Glassock , 2010). Es una enfermedad que
progresa lentamente y es mas frecuente en hombres que
en mujeres, entre 30-50 afios. Casi el 85% de los casos
se clasifican como primarios es decir, la causa del tras-
torno es idiopética o desconocida. El resto son de origen
secundario, es decir, causado por condiciones autoinmu-
nes (lupus eritematoso sistémico, infeccion- en particular
el cancer de pulmén, colon y melanomas) (Moranne et

fa i
BLo-cienciay

al., 2008). En individuos caucasicos se ha determinado
mayor susceptibidad genética para padecer las formas
primarias de esta enfermedad cuando poseen: HLA-BS,
HLA-B18 y HLA-DR3 (Hofstra & Wetzels, 2010).

La GM se caracteriza principalmente por un
engrosamiento difuso de la membrana basal glomerular
por el deposito subepitelial de inmunocomplejos (Vozme-
diano 2005). Los antigenos que estimularian la formacion
de anticuerpos serian glicoproteinas de la membrana, los
cuales han sido identificados en las nefropatias membrano-
sas humanas autoinmunes (Debiec et al., 2002). Reciente-
mente, los trabajos de Beck et al (2011) mostraron que el
receptor de la fosfolipasa A2 tipo M - PLAZ2R - es el autoan-
tigeno diana en la mayoria de los pacientes adultos con
GM idiopatica. PLA2R es una proteina de transmembrana
localizada en los podocitos (Hofstra & Wetzels, 2012).

Se ha sefalado que la localizacién de los
inmunocomplejos en el rindn depende del tamafio y de
la concentracion relativa de antigeno y anticuerpo (So-
barzo & Vilches, 2004). La GM estaria determinada por
complejos pequefios, formados en exceso de antigeno,
que se depositarian en la zona subepitelial de la mem-
brana basal. La lesién subsiguiente al depdsito de los
complejos se debe a la activacién de numerosos media-
dores proinflamatorios que activan a células infiltrantes
y a células glomerulares locales. EI mediador proinfla-
matorio mas importante seria el complejo de ataque
del sistema del complemento (MAC-C5b-9) (Glassock,
2009) que estimula, en las células epiteliales glomeru-
lares, la biosintesis de las enzimas que catalizan la
formacién de radicales oxidantes. El hallazgo en orina
del MAC-C5b-9 se ha considerado como una prueba
diagnostico de la enfermedad en actividad (Chen et al.,
2007). EI MAC-C5b-9 en pequefias cantidades estimula
a los podocitos a producir proteasas, oxidantes prosta-
noides, componentes de la matriz extracelular y citoqui-
nas, incluyendo el factor de crecimiento transforman-
te B (TGF-beta) (Nangaku & Couser, 2005). También,
puede causar alteraciones en el citoesqueto que llevan a
una alteracion de la estructura de los podocitos y su dis-
posicion en la capsula de Bowman (Ortiz et al., 2002). El
dafio que produce esta respuesta inflamatoria se traduce
en una disfuncion del filtrado glomerular, por lo que pueden
detectarse proteinas en orina, éste es uno de los signos
mas importantes, ya que varia de acuerdo al grado de le-
sién renal (Vozmediano et al., 2005). Por otro lado, también
los lipidos se ven afectados por los compuestos oxidantes
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y por la pérdida por la orina de enzimas que actuan en el
metabolismo lipidico (Rodriguez Albanés et al., 2003).

Para estudiar este tipo de enfermedades se han
utilizado modelos animales, cuya validacion ha permitido el
descubrimiento de terapias que prolongaron la expectativa y/o
la calidad de vida de los pacientes. (Parra, 2002), y conocer los
mecanismos del dafio renal en humanos. El modelo de nefritis
de Heymann et al., (1959) fue uno de los primero realizados
en rata para el estudio de la GM en humanos. El autor utilizd
una forma activa de inmunizacién con preparados de rifion de
rata en adyuvante completo de Freund.

En 1978, Yamamoto et al describieron un mo-
delo de GM en ratas Wistar inducida con albumina bovi-
na. Estos investigadores realizaron una inmunizacion con
1mg de albumina en adyuvante de Freund por via sub-
cutanea y 8 semanas después, se inoculd el mismo an-
tigeno por via endovenosa, durante varias semanas con
el objeto de provocar la formaciéon de complejos inmunes
que se acumularon en la membrana basal provocando la
disfuncionalidad renal.

Este grupo de trabajo trat6 de replicar el mo-
delo de Yamamoto en la colonia de ratas Wistar exis-
tentes, en el Bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNT (Argentina), para probar el efecto de diferentes
dietas, sin lograr buenos resultados. Por ello, el objetivo
de este trabajo fue disefiar un modelo experimental de
Glomerulonefritis membranosa crénica en ratas Wistar,
inducida con Sero Albumina Bovina (BSA) y realizar su
validacion mediante la determinacion de parametros
bioquimicos, histoldgicos, ultraestructurales y deteccién
de inmunocomplejos por IF.

Materiales y Métodos
Animales de experimentacion

Se emplearon Ratas Wistar macho, prove-
nientes del Bioterio Central de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Tucuman (Argentina) que
pesaban entre 180 y 200 g. Los animales fueron man-
tenidos en condiciones estandar de bioterio, con agua y
alimento balanceado (Cargill, Buenos Aires) ad libitum.

Todos los experimentos se realizaron segun
las directivas de la Unién Europea (86/609/EEC) y las
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reglas y recomendaciones, en el manejo de los animales
de la FESSCAL (Federaciéon de Sociedades Sudameri-
canas de la Ciencia de Animales de Laboratorio).

Induccién de anticuerpos séricos anti BSA (In-
munizacion)

Para la induccion de GM se utilizé albumina sé-
rica bovina (BSA) Sigma Chemicals, USA. Los animales del
grupo experimental fueron inmunizados por via subcutanea,
con dosis de 3 mg c/u de BSA diluida en PBS con adyuvante
de Freund (Sigma Chemicals, USA). La primera inmunizacion
se realizé con adyuvante de Freund completo y las siguientes
con el adyuvante incompleto.

Se efectuaron diferentes esquemas de inmunizacion:
1) con 2 dosis, 1 cada 7 dias
) con 3 dosis, 1 cada 7 dias
3) con 4 dosis, 1 cada 15 dias
) con 5 dosis, 1 cada 15 dias

Cada experiencia se realizé con 6 animales
experimentales (N=24). Como Control se utilizaron 6
animales a los que se les inoculo solucion salina fisiolo-
gica tamponada (PBS).

La efectividad de la inmunizacion, es decir, la pre-
sencia de anticuerpos séricos se control6 2 veces por semana,
utilizando la técnica de inmunoprecipitacién de Ouchterlony
en agarosa 1% (Ouchterlony, 1962).

Induccion de inmunocomplejos

Cuando el titulo de anticuerpos sérico fue
21/2, se comenz6 con la administracién diaria de 2 mg,
por via endovenosa de BSA/PBS, durante 15 dias con-
secutivos, para inducir la formaciéon de inmunocomple-
jos. Alos animales controles se les inyecto por via endo-
venosa solucién salina.

A partir de la inoculacion endovenosa de BSA/
PBS, se evalud la funcionalidad renal, dos veces por semana,
con el objeto de detectar proteinuria mediante la técnica turbi-
dimétrica con acido sulfosalicilico (Flores Sanchez et al., 2007).

Validacién del modelo

Después de la 5° semana, desde la aparicion
de la proteinuria, los animales fueron anestesiados con Ke-
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tamina (Ketamine 50, HOLLIDAY-SCOTT S. A.), 250 mg kg™,
y Xylacina (Xilacine 2 % Alfasan, Woerden Holland), 7 mg
kg'; se extrajo sangre para determinar parametros bioquimi-
cos, previa toma de muestra de orina de 24 h. Luego, fueron
sacrificados por sobredosis anestésica. Posteriormente, se
extrajeron los dos rifiones, los que fueron seccionados por
sus ejes longitudinales y utilizados para estudios histologi-
cos clasicos, inmunohistoquimicos y ultraestructurales.

La funcionalidad renal fue evaluada me-
diante: a) depuracién de creatinina: depuracion de crea-
tinina endégena mediante las determinaciones en suero
y orina de 24 h, mediante técnicas espectrofotométricas
(Wiener Lab, Rosario, Argentina); b) Uremia y protei-
nemia por métodos espectrofotométricos (Wiener Lab,
Rosario, Argentina).

El perfil lipidico se determiné en suero con
los siguientes ensayos: Colesterol Total, LDL-Coleste-
rol, HDL-Colesterol y Triglicéridos por técnicas espec-
trofotométricas (Wiener Lab, Rosario, Argentina).

Para los estudios histoldgicos se trabajo con la
técnica clasica de fijacién en paraformaldehido al 4 % en
PBS, inclusion en parafina y tinciones con Hematoxilina —
eosina (HE), y Pas-hematoxilina (Pas-H).

Para los andlisis ultraestructurales por micros-
copia electrénica (M.E.) se fijaron las muestras de rifién en
glutaraldehido en tampdén cacodilato a 4°C y fueron proce-
sadas en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de la
Universidad Nacional de Tucuman, Argentina.

Para detectar la presencia de inmunocomple-
jos de 1gG, a nivel de los glomérulos, se utilizé la IF. Las
muestras de rifldn se congelaron a -70°C con nitrégeno
liquido y se cortaron en ldminas de 3 ym, en criostato.
Estas muestras fueron incubadas con 0.2 mL de sue-
ro de cabra IgG anti rata (cadena gamma especifica,
Bethyl Inc., Montgomery, Texas, USA) a una dilucién
de 1/20 durante 30 minutos, en una cdmara humeda a
temperatura ambiente. Luego, fueron lavados tres veces
con buffer fosfato 0.01 M, pH=7.2. Se agreg6 a con-
tinuacion el segundo anticuerpo: Fragmento F(ab’) 2
anti cabra, conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(Cappel, ICN Pharmaceuticals Inc., Costa Mesa, Califor-
nia, USA), durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, los preparados fueron lavados nueva-
mente 3 veces con el buffer, secados al aire y montados
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con (1:9) glicerol-buffer fosfato, pH 9. Finalmente, fueron
analizadas tres muestras de un mismo animal con un
Microscopio de epifluorescencia Leica, a 52020 nm.
Los resultados se expresaron como el N° de glomérulos
IF positivos por campo de 10x.

Analisis estadisticos

El anadlisis de los resultados se realizd con el
programa SPSS (v 9.0). Se determiné la diferencia estadis-
tica a traves de t-student.

Resultados
Esquemas de inmunizacién

Con respecto a la inmunizacion, los esquemas
1, 2, 3y 4 no fueron efectivos para la formacion de anti-
cuerpos, cuya presencia fue analizada en todos los esque-
mas mediante la técnica de inmunoprecipitacion.

Aplicando el ultimo esquema de 5 inocula-
ciones de BSA/PBS cada 15 dias, obtuvimos sueros
con una concentracion de anticuerpos =1/2, valores
que llegaron hasta 1/4. Por ello, de aqui en adelante,
solo se presentan los resultados obtenidos con este es-
quema de inmunizacion.

Formacién de inmunocomplejos

La funcionalidad renal, medida por la protei-
nuria, se vio afectada desde los 15-20 dias posteriores
a la primera inoculacién de BSA por via endovenosa, se
consideraron valores patoldgicos por arriba de 50 g/24
h. Como nuestro objetivo era disefiar un modelo croéni-
co de la enfermedad, las inoculaciones endovenosas se
realizaron hasta 15 dias posteriores a la aparicién de la
proteinura, para evitar que la disfuncionalidad renal pro-
dujera la muerte de los animales antes de las 5 semanas
de sobrevida. Los valores llegaron hasta alrededor de los
600 mg/24 h, como puede verse en la Tabla 1.

Validacién del modelo

En los animales nefroticos las pruebas fun-
cionales (proteinuria, depuracion de creatinina, protei-
nemia y uremia) presentaron una diferencia significativa
(p<0.0001) con respecto a los controles (Ver Tabla 1).
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En el perfil lipidico, tanto el colesterol total como sus
fracciones, evidenciaron modificaciones significativas.
En los animales experimentales los sueros presentaron
una lipemia observada macroscopicamente debido a la
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presencia de elevadas concentraciones de triglicéridos,
como pudo constatarse a través de su dosaje (Tabla 1).
Estos valores confirmaron una alteracion significativa
del metabolismo lipidico.

Tabla 1.
Determinaciones Bioquimicas.

Analisis Control Experimental t p
Proteinuria 9/24h 30.8315.07 600:1 04.6 -13.305 <0.0001
Clearance de 0.78+0.14 1.60+0.10 10.874 <0.0001
Creatinina (mL min™)

Uremiag L™ 0.23+0.05 0.52+0.07 -8.201 <0.0001
Proteinemia g dL™ 6.23+0.45 4.08+0.61 6.913 <0.0001
Colesterol total (g L) 1.03+0.15 5.1+0.75 -13.004 <0.0001
LDL-Colesterol (g L™ 0.80+0.11 3.48+0.03 -11.703 <0.0001
HDL-Colesterol (g L™ 0.34+0.54 0.19+0.02 8.813 <0.0001
Triglicéridos (g L™) 1.23+0.40 8.55+1.28 -13.311 <0.0001

Al microscopio 6ptico, los cortes de rifion de los
animales experimentales (Figura 2 a, b, c) presentaron una
marcada hipercelularidad, un engrosamiento difuso de las

membranas basales de los capilares glomerulares y diferentes
grados de atrofia, esclerosis e hialinizacién de los glomérulos, a
diferencia de los controles normales (Figura 1).

Figura1. Corte de Rifion, de animales con-

troles. H-E 10x
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Por IF se ha comprobado la presencia de inmu-
nocomplejos IgG en el 100 % de los glomérulos (Figura 3 a
y b). Estos complejos se formaron: con la IgG antialbumina
bovina que se indujo en el periodo de inmunizacion y con la

albumina bovina inoculada via endovenosa. Estos comple-
jos inmunes debido a su tamafio no pueden ser filtrardos y
se acumulan en el subepitelio produciendo una alteracion
en la filtracion urinaria y posterior dafio renal.

Figura 3a. Inmunocomplejos
(IgG) Inmunofluorescencia (40x)

A nivel ultraestructural, se observé la presen-
cia de depdsitos electrodensos en el lado epitelial de la
membrana basal (depédsitos subepiteliales). Estos depé-
sitos podrian ser responsables del engrosamiento de la

mal ME (50.000 x)

Podocito

Depésitos
densos

Figura 3b. Inmunocomplejos
(IgG) Inmunofluorescencia (10x)

membrana ya que son compatibles con inmunocomplejos
observados por IF. Se evidencia también alteraciones en
la estructura de los podocitos.(Figura 4 a y b).

Y
Figura 4b. Endotelio rata
nefrética ME (50.000 x)
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Discusion

Los modelos animales son ampliamente usa-
dos en investigaciones sobre la etiologia, la terapéutica y
el pronéstico de las enfermedades humanas (Rodriguez
Yunta, 2007). Los modelos animales consisten en indu-
cir una enfermedad que tenga el mayor parecido posible
con la patologia en humanos que se desea estudiar. En
este trabajo desarrollamos y validamos un modelo expe-
rimental en rata Wistar de glomerulonefritis membranosa,
causada por inmunocomplejos.

La etapa de inmunizacion fue similar a la rea-
lizada en ovejas por Ashley Jefferson et al, 2010. Sin em-
bargo, si comparamos nuestros resultados con otros autores
(Pippin et al., 2009; Nakatsue et al., 2005) que trabajaron
con ratas Wistar, soélo necesitaron 1-2 dosis de BSA para
obtener la formacién de anticuerpos. En nuestro trabajo se
inocularon 5 dosis, 1 cada 15 dias de BSA para obtener an-
ticuerpos en titulos 2 y V4. Esto llevo a que la enfermedad
se desarrollara de manera lenta y con gran posibilidad de
mantener a los animales por varias semanas, lo que permitié
evaluar la etapa crénica de la patologia estudiada.

Una baja respuesta inmune, similar a la obteni-
da en el presente trabajo, también fue reportada por Mam-
paso et al., (2002) quienes afirman que aquellos animales
que tienen una discreta respuesta inmunolégica muestran
diversas formas histolégicas de GN proliferativa con infiltra-
dos celulares inflamatorios en el glomérulo, engrosamiento
de la pared capilar, asi como una proteinuria severa.

Podriamos inferir también, que la efectividad
de la inmunizacién depende de la especie y cepa del ani-
mal que se utiliza. En estudios recientes Chen et al., 2004,
utilizaron tres especies de ratones (ICR, Balb/c, C57BL6),
y usaron como antigeno inductor albdmina bovina cationi-
zada. El nivel de anticuerpos y posteriormente la presencia
de inmunocomplejos fue diferente en las distintas especies.
Solo las ICR y Balb/c desarrollaron la enfermedad y con
Balb/c utilizaron dosis mayores del antigeno.

En nuestro modelo experimental, la proteinu-
ria fue detectada a partir de la segunda semana, luego
de la administracion endovenosa de BSA, considerandose
como niveles patolégicos desde los 50 g/24 h. Los anima-
les experimentales presentaron una elevacién progresiva
de estos valores hasta llegar a la 5° semana con 600 g/24
h (Tabla 1). Los neutrdfilos, monocitos y linfocitos produ-

Bro-

cen infiltracién en el rifién y juegan un importante rol en
el desarrollo de la proteinuria (Rincon et al.,, 2000). Esto
concuerda con lo descrito por Brahler et al., (2012) quie-
nes afirman que el desarrollo de la injuria glomerular es la
causa mas importante de la progresion de la enfermedad
renal. Ellos consideraron que la principal sefial de dafio es
el factor NF-kB, producido por los podocitos, ya que al inhi-
bir especificamente su produccion, produjeron una mejora
de la proteinuria y de la alteracion estructural de las células.

En el sindrome nefrético la evaluacion de los ni-
veles séricos de urea y creatinina se suelen emplear como
indicadores de la funcién renal. Si se eliminan los factores no
renales, la presencia de azotemia implica una pérdida funcio-
nal de alrededor del 75 % o mas nefronas (Elliot et al., 2000).

En nuestros estudios los niveles de urea y
creatinina muestran un deterioro severo de la funcién re-
nal. No obstante, los niveles de urea y creatinina se deben
interpretar con cautela, en especial, cuando se encuentran
dentro del limite superior de la normalidad o ligeramente
elevados, porque incluso un deterioro bastante sustancial
de la funcion renal sélo causara elevaciones relativamente
pequefas de los niveles de urea/creatinina. En cambio, en
estadios avanzados de la enfermedad renal un deterioro
relativamente pequefio de la funcién renal puede causar un
incremento marcado de las concentraciones de urea/creati-
nina. En general, las concentraciones séricas de creatinina
reflejan el estado de la funcion renal con mayor exactitud
que las concentraciones de urea (Elliott et al., 2000).

Habitualmente, en el sindrome nefrético se
observa hipoproteinemia e hipercolestorelemia. La pri-
mera se debe, especialmente, a la alteracion glomerular
que permite la pérdida de proteinas por la orina. Cuan-
do se habla de hipercolesterolemia, también se dice que
hay una alteracion en todo el perfil lipidico. Todos estos
parametros estuvieron alterados en nuestro modelo. Esto
concuerda con los estudios de Montoro et al., 2009, quie-
nes reportaron que la sintesis proteica corporal es normal
e incluso elevada, por lo tanto la hipoproteinemia es una
consecuencia directa de las grandes pérdidas proteicas.
Mientras, se ha demostrado que existe una relacion inver-
sa entre la concentracion de albumina plasmatica y las
concentraciones de colesterol y triglicéridos. De acuerdo
a Saban y Tello, 2012 habria tres mecanismos para ex-
plicar la alteracion del perfil lipidico: la mas importante
seria el aumento de la sintesis de lipoproteinas por el hi-
gado, en respuesta a la hipoproteinemia, disminucion del
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metabolismo lipidico y disminucién del aclaramiento de
lipoproteinas del plasma, mediada por receptores. A nivel
experimental los lipidos pueden promover la infiltracién
mononuclear, los que luego se transforman en macrofa-
gos y por Ultimo se transforman en células espumosas.
Estas células liberarian mediadores inflamatorios que
agravarian la lesion glomerular.

Con respeto a los estudios estructurales realiza-
dos, se observa una infiltracion glomerular, engrosamiento
de la pared capilar con atrofia, esclerosis e hialinizacion visi-
ble de los glomérulos (Figura 2 a, b, c). De acuerdo a Schiffer
et al., 2001 esto se deberia a que los podocitos llevarian a
cabo una apoptosis asociada a la expresion de TBF. B1y
de Smad7, que promueven la apoptosis en cultivos de podo-
citos a través de diferentes mecanismos.

Por inmunofluorescencia (IF) pudo comprobarse
la presencia de inmunocomplejos IgG en el 100 % de los glo-
mérulos (Figura 3 a y b). Esto se vincul6 a nivel ultraes-
tructural, con el engrosamiento de la membrana basal
por la presencia de depositos electrodensos (depositos
subepiteliales) (Figura 4 a y b). También, por microscopia
electronica, se reveld un engrosamiento de la membrana
basal asi como modificaciones muy marcadas en la es-
tructura de los podocitos (Figura 5 a y b). Los hallazgos
por microscopia electronica son muy similares a los pu-
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blicados por Barat et al., (2002). Estos autores también
observaron depdsitos electrodensos en el lado epitelial
de la membrana basal, es decir entre la membrana basal y
los podocitos. Estos depdsitos son denominados, comun-
mente, como depdsitos subepiteliales o transmembrano-
sos. En tal sentido Ehrenreich y Churg (1975) describen
cuatro estadios de la glomerulopatia membranosa en fun-
cion de la densidad de estos depdsitos. Dentro de esta
clasificacion las observaciones aqui presentadas (Figura
4 b) corresponderian a los estadios II-11.

Conclusiones

Tanto las pruebas bioquimicas como los estu-
dios estructurales y ultraestructurales permitieron inferir la
induccion de un sindrome nefrético experimental. Asimismo,
la presencia de inmunocomplejos se comprobd por inmu-
nofluorescencia, lo que fue compatible con el engrosamien-
to evidente observado por microscopia electrénica. Conclui-
mos que el protocolo utilizado tiene validez para la induccion
de una glomerulonefritis membranosa en ratas Wistar.
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