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Introduccion 1

1 Introduccion

1.1 Elrinon de los vertebrados como organo de excrecion

Los organos excretores tienen un cierto nuimero de funciones, todas ellas

relacionadas con el mantenimiento de un medio interno constante en el organismo.

El mantenimiento de una composicion interna constante implica una necesidad
basica, la de que todo material que entra en el organismo tiene que ser equilibrado
por una cantidad igual eliminada. Esto a su vez implica que las vias excretoras han
de tener una capacidad variable, que pueda ser ajustada, para eliminar cantidades
perfectamente controladas de cada una de las posibles e innumerables sustancias

metabdlicas.

Asi las funciones principales de los sistemas excretores son: el mantenimiento de las
concentraciones adecuadas de iones (sodio, potasio, cloro, calcio, hidrogeno, etc.), el
mantenimiento de un volumen acuoso corporal adecuado y como consecuencia el
mantenimiento de las concentraciones osmoticas corporales y la eliminacion de los

productos catabdlicos finales (urea, acido urico, etc.) y de las sustancias extrafias.
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1.1.1 Adaptaciones a la regulacion del agua y a la regulacion

osmotica.

Los problemas para mantener el agua y las concentraciones de los solutos de forma
constante varian con el ambiente, ya que un animal hace frente a dichos problemas

de forma distinta en el agua de mar, el agua dulce o sobre el medio terrestre.

1.1.1.1 Vertebrados acuaticos (peces y anfibios).

Las concentraciones de los principales iones y moléculas en el plasma sanguineo de

los vertebrados acuaticos son muy variables.

Dentro de los representantes marinos podemos diferenciar dos grupos bien definidos;
aquellos cuyas concentraciones osmoticas son o bien las mismas o ligeramente por
encima de las del agua de mar (Myxine, Elasmobranquios, Latimeria) o aquellos en
los que las concentraciones osmoticas son aproximadamente una tercera parte la de
la concentracion del agua de mar (otras lampreas y teledsteos). El primer grupo no
debe tener ningin problema en cuanto al equilibrio hidrico, pero no asi los que
permanecen claramente hiposmoticos ya que viven en peligro constante de perder

agua frente al medio marino osmoéticamente mas concentrado.

Los vertebrados de las aguas dulces, por otro lado, constituyen un grupo uniforme
que presentan concentraciones osmoticas que se corresponden con entre una tercera
y una cuarta parte de la del agua de mar, y por lo tanto son hiperosméticos con
respecto al medio (Robertson,1954; Gordon et al., 1961; Thorson et al., 1967a y b;
Mayer, 1969; Bentley,1971; Lutz y Robertson, 1971).
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1.1.1.1.1 Clase Agnatos.

De los ordenes de agnatos, los Petromyzontia viven tanto en el agua de mar como en
agua dulce mientras que los Myxinoidea solo tienen representantes estrictamente
marinos y estenohialinos. Estos dos grupos han utilizado dos soluciones distintas

para el mantenimiento de la vida en el medio marino.

Los Myxinoidea son los unicos vertebrados verdaderos que tienen sus liquidos
corporales con una concentracion de sales similar a la del agua de mar, de hecho, la
concentracion normal de sodio en la sangre de estos animales es ligeramente superior
a la del medio. Esta caracteristica desde el punto de vista osmotico implica que este
grupo animal no debe enfrentarse con el problema del movimiento osmotico del

agua.

El otro grupo de Agnatos, presenta una concentracion osmotica de aproximadamente
un cuarto o un tercio de la del agua del mar. Su principal problema osmotico es

similar al de los Osteictios que se comentara mas adelante.

1.1.1.1.2 Clase Condrictios.

Los tiburones y las rayas son, casi sin excepcion, marinos. Estos animales han
resuelto el problema osmotico de la vida en el mar de forma muy particular. Al igual
que muchos otros vertebrados, mantienen concentraciones salinas de sus fluidos
corporales en aproximadamente un tercio la del agua del mar pero mantienen el
equilibrio osmotico afadiendo a los liquidos corporales grandes cantidades de
compuestos organicos, principalmente urea y oOxido de trimetilamina, la
concentracion de urea en sangre en los elasmobranquios es del orden de mas de cien
veces la que se encuentra en los mamiferos, de tal modo que la concentracion

osmotica total de su cuerpo es ligeramente superior a la del agua del mar. El hecho
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de que la concentracion osmotica sea ligeramente mas concentrada que el agua de
mar provoca también una ligera entrada de agua a través de las branquias; de este
modo, los elasmobranquios obtienen agua que sera utilizada para la formacion de la

orina y para la secrecion a partir de la glandula rectal.

Aunque los elasmobranquios han resuelto el problema osmotico de la vida en el mar
siendo isosmoticos, tienen todavia una amplia regulacion ionica. Por ejemplo, la
concentracion de los iones sodio se mantiene en aproximadamente la mitad de la que
se encuentra en el agua de mar. Esto significa que el ion sodio tiende a difundir desde
el agua de mar hacia el interior del tiburén, primariamente a través del delgado
epitelio de las branquias, ademas siempre se ingiere algo de sodio con la comida.
Dado que la concentracion de ion sodio tiende a aumentar pero debe mantenerse
baja, el exceso de éste debe ser eliminado. Parte del exceso de iones sodio es
excretado por el rifidn, si bien es la glandula rectal la que tiene mayor importancia en

la eliminacion del mismo (Burger y Hess, 1960).

Si bien, la inmensa mayoria de Condrictios viven en el mar, unos pocos entran en las
aguas dulces, e incluso algunos pueden habitar permanentemente en ellas. En las
especies capaces de entrar en las aguas dulces las concentraciones de solutos son mas
bajas que en las formas estrictamente marinas; en particular, la urea esta reducida a
menos de un tercio, aunque permanece todavia muy por encima del nivel normal
para los demas vertebrados. El género Potamotrygon que vive permanentemente en
aguas dulces no sobrevive en agua de mar, incluso cuando la transferencia tiene lugar
mediante un aumento gradual de la concentracion salina (Pang et al., 1972). La
composicion promedio de su sangre muestra una adaptacion completa al agua dulce
con una baja concentracion de urea sanguinea similar a la de los osteictios de agua

dulce (Thorson et al., 1967a).
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1.1.1.1.3 Clase Osteictios

En conjunto los teledsteos tanto marinos como de agua dulce mantienen una
concentracion osmotica que se situa entre una tercera y una cuarta parte de la del
agua de mar. Algunas especies pueden tolerar una amplia gama de salinidades y
pasar sin problemas entre el mar, las aguas dulces y las salobres. Tales movimientos
estan asociados a menudo a su ciclo vital y requieren de profundos cambios en los

procesos osmorreguladores.

Los teledsteos marinos son hiposmoticos con respecto al medio marino y pierden
agua constantemente a través de las branquias y la orina. Para compensar esta
pérdida osmotica de agua estos vertebrados beben cantidades considerables de agua
de mar lo que implica que, si por un lado se compensa la cantidad de agua eliminada,
por otro se incrementa la cantidad de sales que son absorbidas por el tubo digestivo.
La eliminacion de los iones sodio y potasio se realiza de forma primaria, mediante
transporte activo (House, 1963; Maetz y Campanini, 1966) a través de las branquias
y secundariamente a través de la orina, ya que la orina de los teledsteos es
normalmente mas diluida que los liquidos corporales. Sin embargo, el rifidén juega un
papel muy importante en la excrecion de los iones divalentes de magnesio y sulfato,
que constituyen aproximadamente la décima parte de las sales presentes en el agua

de mar.

Para los teledsteos de agua dulce las condiciones osméticas son diferentes ya que las
concentraciones osmoticas de su sangre son mucho mayores que las que se
encuentran en el agua dulce que los rodea. El problema principal es la entrada
osmotica de agua por las branquias, debido a la gran superficie y a la relativamente

elevada permeabilidad de las mismas.
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El exceso de agua es excretado en forma de orina muy diluida que puede ser
producida diariamente en grandes cantidades, de hasta una tercera parte del peso
corporal. Aunque la orina es muy diluida el gran volumen excretado supone una
pérdida importante de solutos, que deben ser sustituidos. Algunos solutos son
ingeridos con el alimento, pero la principal via de captacion se realiza mediante

transporte activo a nivel branquial (de Krogh, 1939).

Algunos teledsteos se mueven entre aguas dulces y saladas como parte de su ciclo
vital. Tales movimientos entre aguas dulces y saladas implican cambios importantes
en los mecanismos osmorreguladores. Asi, si una anguila es transferida desde el agua
dulce al agua de mar, se produce en ella una pérdida osmotica de agua que alcanza
valores del cuatro por ciento del peso corporal en diez horas (Keys, 1933), aunque la
ingesta de agua salada permite que se recupere el peso corporal hasta alcanzar un
valor estacionario en uno o dos dias. Si la anguila es transferida en sentido contrario,
desde el agua de mar al agua dulce, aparece una ganancia inicial de peso y un
aumento en la formacion de orina lo que permite alcanzar el estado estacionario de

nuevo en uno o dos dias.

Estudios realizados con Fundulus heteroclitus, que se adapta facilmente tanto al agua
dulce como al agua de mar, sobre los cambios de permeabilidad para los iones sodio
y potasio ponen de manifiesto que la permeabilidad a dichos iones desciende a los
pocos minutos de transferir el animal al agua dulce mientras que, aumenta al
devolverlo al agua de mar si bien, necesita de varias horas para restablecerse (Potts y

Evans, 1967).

Tanto si son responsables la superficie general del cuerpo como si lo son las
branquias, los peces adaptados al agua de mar son relativamente permeables a los
iones, mientras que los peces adaptados a las aguas dulces son relativamente

impermeables (Montais y Maetz, 1965).
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1.1.1.1.4 Clase Anfibios

La mayor parte de las especies de anfibios son acuaticas o semiacudticas y sus
puestas son depositadas en el agua. Las larvas de estas especies son animales
acuaticos que respiran por branquias hasta el momento de la metamorfosis, en los
que la mayoria, cambian a la respiracion mediante pulmones. Los anfibios son
animales limitados a las aguas dulces y mueren, en pocas horas, si se les coloca en

agua de mar.

Con respecto a la regulacion osmotica, los anfibios son muy similares a los peces
teledsteos, no obstante en el adulto el principal 6rgano de osmorregulacion es la piel.
Cuando el animal se encuentra dentro del agua hay una entrada osmética de agua que
es excretada de nuevo en forma de orina muy diluida. La pérdida de iones tanto a
partir de la orina diluida como a partir de la piel es equilibrada mediante la captacion
de sales por medio de mecanismos de transporte activo desde el medio diluido y a

través de la piel.

Una excepcion a la vida dulceacuicola de los anfibios es la de la Rana cancrivora de
los manglares costeros del Sudoeste Asidtico. El adulto de rana cangrejera para
mantener la concentracion de sales relativamente baja, caracteristica de los
vertebrados, utiliza la estrategia de los elasmobranquios, afiadir grandes cantidades
de urea a los liquidos corporales (Gordon et al., 1961). En los tiburones, la urea es
retenida por una reabsorcion activa a nivel de los tubulos renales mientras que, en la
rana cangrejera la retencion de la urea se consigue primariamente por una retencion
del volumen de orina cuando la rana estd en el agua de mar. Los renacuajos de la
rana cangrejera presentan una tolerancia todavia mayor que la de los adultos para las
altas salinidades. El mecanismo de regulaciéon osmotica en éstos renacuajos es

similar al de los peces teledsteos (Gordon y Tucker, 1965).
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Algunos anfibios pueden habitar en medios desérticos, aridos y secos; éstos viven en
madrigueras a varios centimetros de profundidad donde estivan durante los largos
periodos de sequia. Para mantener el equilibrio de los niveles de hidratacion de la
sangre y de los tejidos utilizan, como principal reserva de agua, orina almacenada en

la vejiga urinaria (Ruibal, 1962).

1.1.1.2 Vertebrados terrestres.

Si bien la ventaja fisioldgica mas grande de la vida terrestre es la facilidad del acceso
al oxigeno, la mayor desventaja fisiolégica es la amenaza constante de la
deshidratacion. En la vida terrestre ni el agua ni los electrolitos pueden obtenerse
directamente del medio sino que deben ser adquiridos a través del alimento y la
bebida. En los ambientes terrestres mas aridos la existencia de agua puede ser nula
durante largos periodos, de manera que el animal debe producir mediante su
metabolismo toda su agua corporal. Otra posibilidad es que el animal terrestre, con
fluidos corporales relativamente diluidos, hace frente a unas condiciones semejantes
a las desérticas cuando vuelve, en forma mas o menos permanente a las aguas saladas

y vive en un ambiente hiperosmético.

1.1.1.2.1 Clase Reptiles

Una de las caracteristicas de los reptiles es la de presentar una piel seca y provista de
escamas; este hecho haria suponer que dificilmente su piel, en comparacién con los
anfibios de piel desnuda y humeda, pueda ser permeable al agua. No obstante,
estudios realizados sobre la tasa de evaporacion indican que estos animales pierden
mayor cantidad de agua a través de la piel seca, del orden del 66 al 88% seglin las

especies, que a través de las vias respiratorias hiimedas (Schmidt- Nielsen, 1969).
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Existe una marcada correlacion entre la cantidad total de agua perdida por
evaporacion y el habitat de la especie; cuanto mas seco es el ambiente mas lenta es la
velocidad de evaporacion total y menor es la proporcion de pérdida a través de la

piel.

Ademas de la pérdida de agua ocurrida mediante la evaporacion, se necesita también
agua para la formacion de orina. Los reptiles excretan principalmente acido turico
como producto final de su metabolismo proteico, y dado que éste compuesto es
altamente insoluble, requiere solamente pequefias cantidades de agua para su

excrecion.

Los representantes marinos de los reptiles deben excretar el exceso de sales debido a
que el medio en que viven y el alimento que consumen contienen una alta
concentracion de sales. Como el rifion de los reptiles no puede producir orina que sea
mas concentrada que los liquidos corporales, el exceso de sales es eliminado por
medio de unas glandulas excretoras de la sal. Las glandulas de la sal producen un
fluido altamente concentrado que contiene primariamente iones sodio y cloro en
concentraciones considerablemente mas altas que en el agua de mar. Dichas
glandulas, a diferencia del rifion, no funcionan permanentemente sino que excretan
sus productos de forma intermitente, cuando la concentracion plasmatica de sal

aumenta.

1.1.1.2.2 Clase Aves y Clase Mamiferos

Tanto en aves como en mamiferos el equilibrio hidrico no sélo esté relacionado con
el mantenimiento de la regulacién osmdtica sino que también lo estd con la
regulacion de la temperatura corporal, asi utilizan el agua para mantenerse frios en
ambientes calidos. Aves y mamiferos pueden producir una orina hiperosmotica, con

respecto al plasma sanguineo. En las aves esta capacidad no es muy pronunciada,
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puede alcanzar un méximo de dos veces la concentracion del plasma, mientras que
en los mamiferos se pueden alcanzar valores de hasta veinticinco veces la

concentracion del plasma sanguineo (MacMillen y Lee, 1967).

La alta capacidad de concentracién osmotica de orina se da en animales de habitats
desérticos, mientras que en los animales que viven ligados a habitats dulceacuicolas
o con abundancia de agua dulce existe una moderada capacidad de concentracion

(Schmidt-Nielsen y O'Dell, 1961; Schmidt-Nielsen 1964; MacMillen y Lee, 1967).

La mayoria de las aves terrestres y todas las marinas poseen un par de glandulas de la
sal que por medio de un conducto conectan con la cavidad nasal. Mientras que en las
aves terrestres que poseen glandulas de la sal éstas son pequeiias, en las aves que se
alimentan regularmente con una dieta rica en sales o que reciben soluciones salinas
para beber, las glandulas de la sal estdn muy desarrolladas y son de gran tamafio.
Dichas glandulas s6lo empiezan a segregar y son activas como respuesta a un
aumento de la presion osmdtica al ingerir agua de mar o alimentos muy salados. El
liquido segregado por las glandulas de la sal de las aves, a diferencia de lo que ocurre
en los reptiles, tiene una composicion relativamente constante con concentraciones
altas de iones sodio y cloruro y muy bajas de ion potasio. La proporcion entre los dos
cationes, sodio y potasio, permanece casi siempre dentro del orden proporcional de

30:1.

Los ordenes de mamiferos marinos, focas, ballenas y manaties, se alimentan de
organismos con un contenido de sales variable, desde peces con un contenido de
sales relativamente bajo hasta crustaceos y organismos plantonicos hiperosmoticos
con el agua de mar. El rifidén de todos estos vertebrados sigue la misma tendencia
filogenética que la de los vertebrados terrestres de ambientes aridos, son capaces de
producir orina altamente hiperosmotica, en este caso mas concentrada que el agua de

mar.
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1.1.2 Diferenciaciones anatomicas de la nefrona de los mamiferos

Los animales terrestres soportan los déficits hidricos de su ambiente mediante
modificaciones especiales de muchos de los mecanismos descubiertos por sus
antepasados acuaticos y por evolucion de otros pocos nuevos y exclusivamente
suyos. Entre los de la primera categoria tenemos la impermeabilizacion de las
cubiertas permeables al agua, la ingestién de agua, la excrecidon extrarrenal de sales,
la reduccion de la filtracion glomerular y la capacidad del protoplasma para
funcionar eficazmente con cantidades relativamente variables de electrolitos y agua.
Entre los de la segunda categoria, la de las innovaciones evolutivas, se encuentra la
capacidad de recuperar grandes cantidades de agua de la orina (orina hipertonica), el
uricotelismo, la capacidad de absorber importantes cantidades de agua a través de sus
superficies, la capacidad de poder depender ampliamente del agua metabdlica, y la

respuesta de su conducta para evitar los microhébitats en desecacion.

Algunos representantes de cada uno de los principales grupos animales, desde
oligoquetos hasta los mamiferos, se encuentran en hébitats extremadamente aridos en
donde la posibilidad de beber agua es rara o inexistente. Los mecanismos especiales
que se explotan en los ambientes secos deben ser convenientemente divididos en

anatomicos, fisiologicos y relativos al comportamiento.

Una técnica para la conservacion del agua de la orina depende de la anatomia renal.
La diferencia morfoldgica mas extraordinaria entre la nefrona de mamifero y la de
anfibio y reptil es la existencia de una alargada asa en forma de horquilla situada
entre el tubulo contorneado proximal y el distal. Esta asa conocida como asa de
Henle, consiste en dos ramas paralelas, la rama descendente y la rama ascendente, e
interpuesto entre ambas ramas un segmento de menor didmetro denominado
segmento delgado. La longitud total de la asa de Henle varia considerablemente

segun las especies y también segln las nefronas dentro de los rifiones de una misma
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especie. La asa de Henle funciona bombeando activamente sales hacia los espacios
intracelulares que se encuentran en las proximidades de los tibulos de la porcién mas
interna del rifién, recuperando agua osmoticamente de los tubulos colectores y

haciéndola pasar hacia el fluido salino asi formado.

Existe una eficaz relacion entre la longitud del asa de Henle y la cantidad de agua
que se encuentra a disposicion de una determinada especie y estd correlacionada con
su capacidad para concentrar la orina (Schimdt- Nielsen y O'dell, 1961). El castor de
las montafias del género Aplodontia posee unas nefronas con asa cortas que producen
una concentracion urinaria maxima de 600 mOsm; el conejo con una mezcla de asas
cortas y largas, puede producir una orina que alcanza dos veces y media esta
concentracion, mientras que el roedor del desierto del género Psammomys, que sélo

posee asas de Henle largas produce orina de 6000 mOsm.

Otra diferencia entre el rifion de mamifero y el de anfibio o el de reptil es la
disposicion muy ordenada de las nefronas y los conductos colectores. Los
glomérulos y los tubulos se situan hacia la superficie externa del rifidon, mientras que
las asas de Henle y los conductos colectores se proyectan hacia el interior de la pelvis

renal.

En el examen histolégico se puede observar como el rifion de los mamiferos consiste
en un estrato externo morfologicamente distinto, la corteza, que rodea a uno interno,
la médula. La corteza contiene a los corpusculos renales, los tibulos y los vasos
asociados. La médula consta de las asas de Henle y los conductos colectores asi

como los vasos asociados.

Las nefronas que con su corpusculo renal se situan hacia la superficie externa de la
corteza se conocen como nefronas corticales y presentan las asas de Henle

relativamente cortas ya que solo penetran un poco, si lo hacen, en la médula. Las
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nefronas con el corptsculo renal situado muy al interior de la corteza, denominadas
como nefronas yuxtaglomerulares, tiene asas de Henle largas que penetran

profundamente en la médula.

La médula del rifion suele tener forma aproximada de piramide, que se proyecta en la
pelvis renal como la papila renal. A menudo s6lo existe una piramide y una papila,
aunque la médula de algunos mamiferos, entre ellos el hombre, contiene dos o mas
pirdmides que se proyectan en un nimero igual o menor de papilas. Puesto que la
médula estd compuesta principalmente de asas de Henle, la prominencia de la papila

proporciona informacion sobre el nimero relativo y la longitud de las asas largas.

Las especies que habitan medios humedos o acudticos carecen de papila o ésta esté
poco desarrollada. Las especies que viven en ambientes mésicos presentan papila, y
las especies que habitan en ambientes desérticos presentan papilas desarrolladas al

maximo (De Sperber, 1994).

Los mamiferos marinos, también han seguido la tendencia filogenética de los
mamiferos que habitan los medios desérticos, desarrollando rifiones que excretan
orinas fuertemente hiperosmoticas si bien, sus problemas hidricos no son tan
extremos como los de los animales desérticos, dado que no experimentan las altas

temperaturas, que provocan importantes pérdidas de agua por evaporacion.

La capacidad del hombre para tolerar la deshidratacion es relativamente limitada. En
el desierto no puede tolerar una pérdida de agua corporal equivalente a mas del doce
por ciento de su peso, sin embargo, el camello puede perder dos veces esta cantidad,
lo que equivale aproximadamente a un tercio del agua que posee en su economia, sin

debilitarse (Schimdt-Nielsen, 1959).
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Algunos roedores del desierto utilizan el agua metabdlica. El agua es considerada
como un producto secundario de la respiracion celular y, en algunas especies, esta
agua metabodlica se hace cargo de las necesidades totales del animal. El potencial
hidrico de los alimentos es variable. Asi, cuando se metaboliza un gramo de grasa se
producen 1.07 gr de agua en contraste con el catabolismo de un gramo de
carbohidrato que produce 0.6 gr de agua y con el de un gramo de proteina que solo
produce 0.4 gr (Schimdt-Nielsen, 1952). Como consecuencia de éste hecho, un
aumento del metabolismo de las grasas comporta una disminucion de la escasez de
agua; a diferencia de las grasas, el metabolismo de las proteinas comporta ademas de
la menor obtencion de agua metabdlica la produccion de residuos que deben ser
eliminados en disolucion. Los roedores de habitats desérticos consumen grandes
cantidades de semillas grasas lo que les confiere una mayor obtencién de agua
metabolica; ademas esta ventaja metabdlica se asocia con un eficaz mecanismo de
reabsorcion renal del agua y un comportamiento tendente a la busqueda de
microclimas humedos (Chew, 1961). La orina de la rata canguro es
aproximadamente dos veces mas concentrada que la de la rata de laboratorio y

comparativamente tres veces mas que la del perro (Hoar, 1976).

Ademas, junto con el rifién evoluciond la corteza suprarrenal, un tejido regulador, del
equilibrio hidrico e i6nico. En los mamiferos se reconoce que la aldosterona es el
mas potente de los esteroides adrenales relacionados con el equilibrio electrolitico.
Su accién a nivel del organismo es incrementar la reabsorcion tubular de sodio y
promover la excrecion renal de potasio. Aunque se ha demostrado que varios factores
alteran la secrecion de esta hormona, el sistema renina-angiotensina constituye el
mecanismo dominante en la regulacion de los mineralocorticoides en los mamiferos.
El sistema renina-angiotensina de los mamiferos se activa mediante cambios en el

volumen de fluido o en los electrolitos sanguineos.
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La hormona antidiurética (ADH) es otro factor importante en la regulacion de la
actividad tubular renal. Varios octapéptidos ligeramente diferentes entre si, como por
ejemplo las vasopresinas y las vasotocinas, procedentes del hipotdlamo de los
vertebrados, se almacenan en la neurohipofisis y se liberan, de acuerdo con las
necesidades, para realizar diferentes funciones una de las cuales es la absorcion de

agua en el tibulo renal.

En los mamiferos la vasopresina es la hormona antidiurética (ADH).
Osmorreceptores localizados en el hipotalamo controlan la liberacion de ADH en
respuesta a los cambios de presion osmotica del plasma que circula a través de €l. En
los mamiferos, la ADH actlia incrementando la permeabilidad al agua de los tabulos
contorneados distales y de los conductos colectores y en consecuencia, se promueve

la recuperacion de agua de la orina tubular.

1.2 Morfologia evolutiva del rifion de los vertebrados

1.2.1 Primeras etapas embrionarias del sistema urinario

Las unidades urinarias o nefronas de los vertebrados se originan a partir de la cinta
mesodérmica intermedia situada entre la capa superior subdividida en somitos
(epimero) y la capa inferior mas ancha (hipémero) delaminada en somatopleura y
esplacnopleura. De este modo, el tejido nefrogeno de la cinta intermedia (mesdémero)
puede metamerizarse en nefrotomos mas o menos separados y constituidos por
pequenias cavidades, nefrocelomas, que se modelan de manera que mantienen la

comunicacion con la cavidad celomica general, o esplacnoceloma, situada por
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debajo, a través de una abertura ciliada en forma de embudo, denominada

nefrostoma.

Los nefrotomos constituyen por invaginacion una capsula de pared doble
denominada cépsula de Bowman, la cual recibe una arteria que forma un pequefio
ovillo en el interior de la cépsula antes de proseguir su camino hacia el sistema
venoso cardinal; a partir de la capsula se forma un tibulo nefrocelostomico (tibulo
néfrico) que desemboca en un conducto colector longitudinal (conducto néfrico) el
cual a su vez desemboca caudalmente en la cloaca. De acuerdo con esta disposicion,
la nefrona puede eliminar a la vez los productos residuales procedentes de la sangre,
por filtracion a través de la cépsula, y los del celoma general por el conducto
peritoneal. La capsula de Bowman junto con los vasos sanguineos que engloba

constituye un conjunto funcional denominado corputsculo de Malpighi.

Los estudios embrioldgicos han demostrado que la formacion de las unidades
néfricas dispuestas segmentariamente se inicia en la region cefélica del organismo y
se propaga en direccion caudal (Ooi y Youson, 1977; Youson, 1981; Tisher y
Madsen, 1986; Tytler, 1988). Si la totalidad de nefrotomos se desarrollara
completamente y fuesen permanentes, tendriamos un sistema excretor segmentario,
bilateral, que desembocaria en los conductos colectores longitudinales, localizados
dorsalmente, y que recorreria toda la longitud del celoma. De hecho, un sistema renal
como éste, que se designa como arquinefros, no existe como tal en los vertebrados
actuales aunque puede pensarse que haya sido funcional en formas ancestrales (Fox,
1963) y que a partir de este tipo de rifion pueden haber derivado los diversos rifiones
de las especies actuales de vertebrados. De esta manera, los tibulos o unidades
excretoras mas anteriores tienden a desaparecer y a ser reemplazados por unidades
mas posteriores, las cuales, a su vez, pueden desaparecer para dejar sitio a elementos
situados en posicion todavia mas posterior. Asi, el arquinefros no es en realidad mas

que un esquema tedrico que es sustituido por una sucesion de organos excretores
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denominados, en orden cefalocaudal, pronefros y opistonefros en los vertebrados

anamniotas, y pronefros, mesonefros y metanefros en los vertebrados amniotas.

El grado en que cada uno de estos diferentes rifiones se hace efectivamente funcional
depende del grupo de vertebrados que se estudie y no implica que los mas
evolucionados, que estaran dotados del tipo metanéfrico, pasen primero y

sucesivamente por las etapas de pronefros y mesonefros (Tisher y Madsen, 1986).

1.2.2 Filogenia de la nefrona

En general, los productos de excrecion de los vertebrados son numerosos y diversos:
didxido de carbono, agua, productos finales nitrogenados, iones inorganicos y gran
variedad de compuestos organicos. El individuo debe excretar cada sustancia de
manera proporcionada al conjunto de la homeostasis, de forma que en particular la
excrecion de una sustancia concreta se debe realizar sin afectar excesivamente las

reservas de otra sustancia que el individuo tenga.

Las excreciones se expulsan del animal por medio de diferentes estructuras y
mecanismos. La mayoria de los animales acudticos vierten todas sus excreciones al
exterior en forma de solucién acuosa. El diéxido de carbono y el amoniaco se
difunden a través de las membranas de las branquias u otras partes permeables de la
superficie corporal. A veces, los iones se excretan activamente de manera
extrarrenal, tal como se observa en las branquias de los teledsteos marinos y en las

glandulas rectales de los elasmobranquios marinos.

Los 6rganos renales asumen diversas funciones en los diferentes animales acuaticos.
Asi, por ejemplo, la funcién primaria de los rifiones de los teledsteos marinos es la

excrecion de los iones divalentes; la pérdida de agua se reduce al minimo y, en rigor,
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los deshechos nitrogenados no se eliminan con la orina. Por el contrario, los rifiones
de los teledsteos de agua dulce cumplen la tarea de excretar el exceso de agua y

evacuan algunos deshechos nitrogenados con la orina.

Los animales terrestres y los acuaticos de respiracion aérea excretan ciertos
deshechos en forma gaseosa hacia el aire mientras que otros son eliminados en
solucion acuosa. Obviamente, la posibilidad de evacuar una substancia en el aire
depende de si ésta existe como gas a temperatura fisiolégica aunque como la mayoria
de las excreciones no cumplen esta caracteristica deben ser evacuadas en disolucion
por los organos renales, o por otras estructuras capaces de producir disoluciones

acuosas.

De acuerdo con las caracteristicas anteriores, se puede deducir que la funcion
excretora de la nefrona estd muy relacionada con el medio de vida de las distintas
clases de vertebrados y este hecho ha condicionado la evolucion de la nefrona en los
vertebrados. Segun esto, siguiendo una filogenia hipotética, basada en la observacion
de las estructuras urinarias de formas embrionarias y adultas de los vertebrados
actuales, se puede partir del concepto de que la nefrona original era aglomerular.
Desde el esplacnoceloma los liquidos sobrantes podian pasar al nefroceloma y de
aqui al exterior a través del tubulo nefrocelostomico y el conducto colector. Sin
embargo como la posibilidad de filtraje osmoético o de selectividad en un sistema tal
debio ser casi nulo, pronto seria sustituido por la extraccion de los materiales de
deshecho a partir de la sangre. La estructura glomerular debié hacer de esta manera
su aparicion pegada a la pared del nefroceloma, surgiendo en la parte anterior de
éste, que permaneceria ampliamente abierto sobre el esplacnoceloma adyacente. De
esta manera, se podria realizar una filtracion hacia los espacios del esplacnoceloma y
del nefroceloma adyacente a partir de los capilares arteriales. Es lo que, en las formas
actuales, conocemos como glomérulo externo, sin que sea posible decir si esta etapa

tuvo una duracion significativa en la filogenia. Independientemente de cual sea la
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existencia real de formas intermediarias que posean este tipo de estructura, el paso
entre el esplacnoceloma y el nefroceloma se redujo al conducto peritoneal y el
nefroceloma quedd limitado al espacio interno de la capsula de Bowman que rodea a
la masa de capilares sanguineos del corptisculo de Malpighi. De esta manera, se
constituyeron un numero importante de glomérulos internos netamente separados del
esplacnoceloma, los cuales formaron en conjunto un rifidén diferenciado. Esta etapa
finalizd con la desaparicion de los conductos peritoneales y la instauracion de la

filtracion tnica y exclusivamente a partir de la sangre.

1.2.3 Morfologia de las unidades excretoras y de los rifiones adultos

1.2.3.1 Anamniotas

1.2.3.1.1 Clase Agnatos

Los dos ordenes de agnatos (Myxinoidea y Petromyzontia) son considerados como
los vertebrados actuales mas primitivos, no obstante, se presentan entre ambos
grupos considerables  diferencias tanto morfologicas como fisioldgicas y
bioquimicas (Stensio, 1968; Robertson,1974; Forster y Goldstein, 1979; Janvier,
1981).

Los mixinoideos conservan incluso en la vida adulta la parte anterior del rifion
primitivo, es decir, el pronefros o rifion de cabecera o cefélico. En el género
Eptatretus, los pronefros tienen forma ovoidal y estan situados a ambos lados del
esofago, invadiendo el celoma pericardico; estos pronefros estdn en comunicacién
por una parte con la cavidad pericardica a través de numerosos conductillos, y por
otra con los conductos excretores longitudinales (conducto pronéfrico) a través de

diversos tubulos pronéfricos. Sin embargo, estos Ultimos estan obturados localmente
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y han degenerado. Se supone que, en el animal adulto, la principal funcién de estos
pronefros es mas bien fagocitaria que excretora (Pirlot, 1976). En el género Myxine
los tibulos ni siquiera alcanzan el conducto longitudinal (Holmgren, 1950). En
posicion mas caudal al pronefros existe un segundo rifion, denominado opistonefros,
constituido por un cierto numero de elementos de Malpighi (30-40 corpusculos)
dispuestos de forma segmentaria, los cuales descargan en el conducto excretor
longitudinal, conducto néfrico originario, por medio de una serie de tibulos (Heath-
Eves y Mcmillan, 1974). Los conductos peritoneales han desaparecido totalmente en
el opistonefros (Fiange, 1963). Independientemente de la segmentacion, éste es ya
esencialmente un organo excretor de vertebrado tipico ya que desempena sus
funciones exclusivamente a partir del glomérulo de capilares sanguineos. El
glomérulo recibe sangre arterial de la aorta dorsal y es drenado por la vena cardinal
posterior (Heath-Eves y McMillan, 1974). El conducto excretor a nivel del
opistonefros recibe el nombre de conducto arquinéfrico, lo que recuerda su origen

tedrico, y como sinonimo se le denomina, conducto de Wolff.

En diversos géneros de lampreas (Lampetra, Enttosphenus y Petromyzon) se
desarrolla un pronefros provisional formado por algunos tibulos en posicion muy
anterior, cerca de la regiébn branquial. La porcion pronéfrica del conducto
arquinéfrico se prolonga hacia la parte posterior hasta el peritoneo celomico donde
aparecera, con la metamorfosis, el opistonefros, al mismo tiempo que degenerara el
pronefros cefalico. En el adulto existe ya un opistonefros tipico que se encuentra
suspendido en el esplacnoceloma y descarga en el conducto colector longitudinal.
Los dos conductos colectores longitudinales, derecho e izquierdo, discurren por
separado a lo largo del borde libre del 6rgano uniéndose, en la porcion més posterior,
para desembocar en un seno medial que, a su vez, se abre al exterior por una papila
urogenital situada por detras del ano. En las lampreas ya no existe correspondencia

simétrica entre nefronas y segmentacion ya que el nimero de elementos de Malpighi
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es superior al de los segmentos corporales correspondientes a la longitud del

opistonefros (Youson y McMillan, 1970; Youson y Ooi, 1979; Youson, 1981).

1.2.3.1.2 Clase Condrictios

En los elasmobranquios, el pronefros no llega a desarrollarse, en especial en aquellas
especies que carecen de formas larvarias, siendo el rifion en los adultos del tipo
opistonefros. Como consecuencia de la continua formacién de nuevas nefronas el
opistonefros es extremadamente largo. Este hecho permite observar una gran
variabilidad, tanto en el tamafio de los corpusculos renales como en el grado de
diferenciacion de los mismos, en relacion con la edad del individuo (Hentschel,
1987; Hentschel, 1988). Asi, el opistonefros definitivo se extiende desde el tabique
postcardiaco hasta la region de la cloaca, con s6lo conductos peritoneales funcionales
en algunos individuos jovenes. Las nefronas, muy numerosas, degeneran en la
porcion mas anterior del opistonefros quedando tinicamente la porcion mas posterior

como funcional.

1.2.3.1.3 Clase Osteictios

De forma general, los rifiones de los peces Oseos varian considerablemente entre

grupos, tanto en el tipo como en el tamafio de los mismos (Nash, 1931).

En los osteictios el pronefros degenera muy pronto pudiendo desaparecer totalmente.
En ciertas especies el pronefros es funcional unicamente durante la fase larvaria,
mientras que en otras conserva una cierta actividad durante toda la vida adulta

(Tytler, 1988)

En general los peces 0seos presentan un opistonefros tipico que se desarrolla dando

lugar a nefronas primarias segmentarias mas o menos ordenadas. Posteriormente, la
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segmentacion primitiva desaparece debido a la formacion de tubulos secundarios
muy numerosos. Cuando la porcion anterior del opistonefros degenera de manera
mas o menos completa, transformandose en un o6rgano linfoide de volumen variable,

la funcidn excretora recae en los tiibulos de la porcion posterior.

En los peces de agua dulce los glomérulos son voluminosos, seguidos de tubulos mas
o menos contorneados de longitud variable con una porciéon proximal ancha y una
distal estrecha. En el caso de los teledsteos marinos, los glomérulos son muy

reducidos o no existen (rifiones aglomerulares).

1.2.3.1.4 Clase Anfibios

El rindn de tipo pronéfrico aparece inicamente en las formas larvarias de las cecilias,
disponiéndose de forma metamérica tanto los tubulos renales como los corpusculos
renales y los nefrostomas (conductos peritoneales); en los adultos de este grupo de
anfibios, el rifidon es de tipo opistonéfrico, segmentado y muy alargado,

extendiéndose a lo largo de la mayor parte del celoma.

En los wurodelos, el opistonefros es muy parecido al que presentan los
elasmobranquios. Consta de dos regiones: un segmento cefalico relativamente corto
y estrecho, el rifion toracico, y un segmento caudal alargado y ancho que constituye

la parte principal del opistonefros, rifién pélvico.

En los machos la porcion cefalica tiene funciones mas vinculadas a las genitales que
a las urinarias. El conducto opistonéfrico discurre paralelamente al borde lateral del
opistonefros y a poca distancia de éste. Los tubulos colectores, menos desarrollados
en las hembras que en los machos, desembocan directamente en el conducto

opistonéfrico mientras que en los machos s6lo lo hacen directamente los de la
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porcion cefalica. Los de la porcion caudal, primero, se relinen en una especie de

uréter y posteriormente lo hacen con el conducto opistonéfrico cerca de la cloaca.

Los rifiones opistonéfricos de los anuros no presentan la diferenciacion en dos
regiones de los urodelos; en éstos el rifion es un organo alargado, compacto y

deprimido dorso-ventralmente.

En los machos la porciéon mas anterior ha perdido los glomérulos mientras que los
tubulos colectores que conectan con ella se han modificado en conductos de
evacuacion del esperma; de esta forma el rifidén y el conducto opistonéfrico de los
machos tiene doble funcion, genital y excretora a la vez. En el género Alytes los
conductos eferentes testiculares se abren directamente en el conducto opistonéfrico

sin pasar por tanto por el rifion.

El conducto opistonéfrico esta localizado dentro del rifion a lo largo de su margen

lateral y sale de éste cerca del extremo posterior para desembocar en la cloaca.

En los anfibios en general, la irrigacion del rindén es doble y se corresponde con la de
los peces Oseos, es decir, la arteria renal forma los glomérulos y realiza funcioén
exclusivamente excretora, mientras que el sistema porta renal venoso forma una red
capilar alrededor de los tubulos renales y se encarga de la reabsorcion. Esta ultima

red capilar desemboca en la vena renal que va hasta la vena cava posterior.

1.2.3.2 Amniotas

En los reptiles, aves y mamiferos se suelen distinguir tres tipos de rifiones: pronefros,
mesonefros y metanefros, en vez del pronefros-opistonefros de los anamniotas. En
los primeros, los tres tipos de rifiones van apareciendo sucesivamente durante el

desarrollo embrionario, pero solo perdura el metanefros, que es el que da lugar al
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rinon adulto. Asi, en todos los amniotas aparece, durante los estadios iniciales del
desarrollo embrionario un pronefros metamerizado que se desarrolla con una
sucesion anteroposterior o cefalocaudal. Este pronefros pronto degenera y se
desarrolla el mesonefros en una region mas caudal; no obstante, el conducto
pronéfrico perdura y se transforma en el conducto del mesonefros (conducto

mesonéfrico o de WolfY).

El pronefros sélo es funcional, en algin grupo de reptiles (tortugas y cocodrilos) y
unicamente durante un corto periodo de tiempo. En el resto de grupos es puramente

vestigial.

En el caso de aves y mamiferos, el pronefros es menos significativo que en los
reptiles; en éstos una masa mesonéfrica Unica reemplaza rapidamente a los

segmentos pronéfricos apenas esbozados.

El mesonefros en general es una estructura bastante voluminosa que ocupa
temporalmente una gran parte de la cavidad del cuerpo. Se desarrolla en posicion
caudal al pronefros, pudiendo existir o no un espacio entre ellos. Los tabulos
mesonéfricos son segmentarios, en algunos casos con mas de uno por segmento,
pudiendo existir a veces glomérulos (reptiles). Durante el tiempo que el mesonefros
permanece activo, el conducto mesonéfrico o de Wolff sirve como conducto urinario,
pero tan pronto como el metanefros comienza a funcionar, dicho conducto degenera
en la hembra, aunque persiste en el macho. Los restos de mesonefros, que quedan
después que ha degenerado la parte principal, pasan a formar parte del sistema

reproductor.

Entre los amniotas en los cuales el mesonefros tiene una larga duracion hay que citar,
junto con los reptiles, a algunos monotremas y marsupiales que lo conservan hasta

después del nacimiento.
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El metanefros surge en posicion caudal al mesonefros de ambos lados. Es un 6rgano
mas compacto que éste, y deriva de un nivel que corresponde a la porcion caudal del

opistonefros de los anamniotas.

El metanefros se compone esencialmente de las mismas partes que el mesonefros y
contiene corpusculos renales, tubulos excretores y conductos colectores. No existen
ya nefrostomas. Las estructuras tubulares del metanefros tienen origen doble: en el
extremo posterior del conducto mesonéfrico se forma un diverticulo (o yema
ureteral) que se prolonga hacia el interior del llamado blastema metanéfrico (tejido
metanefrogénico), de localizacion caudal al mesonefros. El blastema es continuo con

el tejido nefrogenico, del que se derivan los tibulos mesonéfricos.

El diverticulo del conducto mesonéfrico esta destinado a formar el uréter y la porcion
colectora del rifion, para lo cual la yema uretérica se ramifica reiteradamente, dando
lugar a un gran nimero de conductos colectores. En el punto donde la yema
experimenta sus primeras divisiones se puede observar, al menos en los mamiferos,

una region ensanchada que daré lugar a la pelvis renal.

En el mesénquima del blastema se forman unas condensaciones celulares, las cuales

pronto daran lugar a los tibulos excretores, que adoptan una forma de S.

Cada tabulo excretor comunica por un extremo con un tiibulo colector, y por el otro,
la porcion en forma de S del tiibulo, se ensancha y es invadida en el seno de la S por
una madeja glomerular derivada de una delgada rama de la arteria renal, formandose

de este modo un corptisculo renal tipico.

El metanefros funciona de manera similar al mesonefros. Los productos de excrecion
que salen de los rifiones pasan por los uréteres directamente hasta la cloaca o a la

vejiga urinaria, segun los casos.
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Las tres clases de amniotas, reptiles, aves y mamiferos, presentan algunas

variaciones en lo que podriamos denominar esquema general del metanefros.

1.2.3.2.1 Clase Reptiles

El rifion adulto de los reptiles es compacto pero lobulado y a veces tiene la superficie
rugosa o plisada. El nimero de l6bulos es variable igual que la longitud del rifion,
pudiendo ser muy largo, como en el caso de los ofidios, 0 mas corto y ancho como en
los quelonios. Puede existir una dismetria acentuada tanto en la posicién como en la
forma de ambos rifiones, de manera que uno de ellos esté en situacion mucho mas
anterior que el otro; la divergencia es maxima en las serpientes y lagartos apodos
que, en correlacion con la forma del cuerpo, poseen rifiones muy estrechos, largos y
lobulados y situados uno completamente en posicion caudal con respecto al otro. Los

dos rifiones pueden estar también fusionados posteriormente.

La disposicion de las nefronas, de las que hay unas 2.000 en los rifiones de los gecos
y hasta unas 15.000 en algunos vipéridos, puede ser de dos tipos segun los grupos

reptilianos: serial o radial.

En la disposicion serial, que es la que existe en los rifiones de lagartos y cocodrilos,
los lobulos del rifién se agrupan en serie alrededor del uréter de cada 16bulo.
Independientemente y de forma paralela entre si, un conducto colector descarga
directamente su orina en el uréter. Paralela al uréter transcurre la arteria renal, que

emite ramificaciones en cada ldbulo.

En la disposicion radial los 16bulos se agrupan alrededor de una pelvis renal central.
La arteria renal forma una red esférica de vasos que divide el tejido renal en una

parte cortical y una medular. En la parte cortical se encuentran los glomérulos,
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mientras que en la parte medular se sitian principalmente los conductos colectores

que irradian del centro de la pelvis renal.

En las tortugas y en muchos lagartos, frente a la desembocadura del uréter hay una
vejiga urinaria, bien desarrollada y generalmente bilobulada, que se abre en la cloaca.
Los uréteres desembocan independientemente en la cloaca, excepto en los quelonios,
en los que estan en comunicacion con la vejiga. En los cocodrilos, anfisbénidos,

serpientes y varanos no existe vejiga urinaria.

1.2.3.2.2 Clase Aves

Las aves presentan metanefros relativamente voluminosos, situados en la porcion
caudal de la cavidad del cuerpo y a menudo fusionados por la parte posterior. Cada
rifion, con 20.000 a 30.000 glomérulos, es una estructura bi o trilobulada con un

uréter corto que desemboca en la porcion media de la cloaca.

Excepto en los avestruces, las aves carecen de vejiga urinaria, y los productos de

excrecion son eliminados junto con las heces por la cloaca.

La irrigacion sanguinea del rifion tanto en las aves como en los reptiles bajo un
esquema general es doble, es decir, los glomérulos estin constituidos por
apelotonamientos de capilares arteriales mientras que los tibulos contorneados son
irrigados por las venas del sistema portarrenal, tal como ocurre en los vertebrados de

clases anteriores.

1.2.3.2.3 Clase Mamiferos

Exteriormente, el rifidn metanéfrico tipico de los mamiferos es un érgano compacto,

liso y con forma de semilla de judia aunque en la vida fetal, presenta una cierta
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lobulacion de la que algunas especies conservan restos en el estado adulto

(proboscideos, pinnipedos, cetaceos, etc.).

La posicion de los rifiones es retroperitoneal, encontrandose los rifiones unidos a la
pared dorsal del cuerpo. El rifion derecho se encuentra, muy a menudo, situado un

poco mas cranealmente que el izquierdo (Latimer y Sawin, 1961).

El numero de glomérulos en cada rifién puede variar desde algunos millares en los
pequefios mamiferos (30.000 en la rata, 180.000 en el gato, 200.000 en el conejo)
hasta mas de un millon en mamiferos de mayor tamafio (1-2.000.000 en el hombre,
8.000.000 en el buey y 150.000.000 en el elefante) (Vintrup, 1928; Kunkel, 1930;
Smith, 1951).

El rifion estd rodeado por una cépsula de tejido conjuntivo, debajo de la que se

encuentra la masa renal diferenciada en una zona cortical y una medular.

Las nefronas con los glomérulos y las porciones contorneadas de los tubulos
colectores (tibulo contorneado proximal) se encuentran en la zona cortical. Cada
tubulo contorneado proximal se continlia, en la zona medular, por medio de un
tubulo no contorneado, formado por una rama descendente y una ascendente, que le
dan aspecto de U y a la cual se denomina asa de Henle. La rama ascendente acaba en
las proximidades del glomérulo y a partir de aqui se continua por un tubulo
contorneado distal situado en la zona cortical. Estos tibulos desembocan en los
tubulos colectores, que se hallan en la zona medular y que convergen en una o varias
masas piramidales, piramides renales, a través de las cuales la orina pasa a los calices
renales, los cuales se retinen y se abren en la pelvis renal. Esta se continta por medio
del uréter, que desemboca en la vejiga (o en la cloaca en el caso de los monotremas)

donde la orina se almacena temporalmente y sale al exterior a través de la uretra.
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A pesar de la configuracion uniforme de las nefronas, los rifiones de los mamiferos
presentan una gran diversidad en cuanto a la division externa e interna. Asi, existen
riflones monopiramidales (marsupiales, insectivoros, roedores), pluripiramidales o
compuestos (quirdpteros, primates, desdentados), rifiones cuyos tubulos colectores
desembocan en un borde continuo, rifiones con reniculos, en los que la pelvis renal
muy ramificada toma contacto con un gran nimero de pequefios rifiones
(proboscideos y muchos perisodactilos) y rifiones en fosa, en los que el sistema
colector desemboca directamente en un conducto de lumen amplio de la pelvis renal,

sin la formacion de papilas.

1.2.4 Organizacion citolégica del corpusculo renal

En contraste con la diversidad de tipos de nefronas que se encuentran en los distintos
tipos de vertebrados, la organizacion histolégica y celular del corpusculo renal, como

unidad de filtracion, es en todos ellos muy similar.

Cada corpusculo renal esta formado por una serie de capilares anastomosados y por
sus células de sostén, que se han desarrollado dentro de una capsula de paredes
dobles (cépsula de Bowman) con aspecto semilunar. La pared externa de la cépsula
se denomina capa parietal, la interna recibe el nombre de capa visceral o glomerular

y el espacio situado entre ambas paredes es el denominado espacio de Bowman.

El epitelio de la pared visceral reviste a los capilares anastomosados encontrandose

entre ambos una capa extracelular, la denominada membrana basal glomerular.

En el polo opuesto a la localizacion de los vasos aferente y eferente, que forman la
red capilar intraglomerular (polo vascular), el espacio de Bowman se continta, a

través de la capa parietal, con la luz del resto de la nefrona (polo urinario) por medio
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del segmento inicial del tabulo contorneado proximal. La arteriola aferente, después
de penetrar por el polo vascular, se divide en tres a seis ramas primarias, cada una de
las cuales se transforma en una red de capilares anastomosados cuyas asas aparecen
unidas entre si por unas denominadas células mesangiales. De esta forma cuatro tipos
celulares aparecen regularmente en los corplsculos renales de todos los vertebrados
estudiados hasta el momento: las células del epitelio parietal de la cépsula, las células
del epitelio visceral de la capsula, las células endoteliales del glomérulo y las células

mesangiales.

1.2.4.1 Células del epitelio parietal de la capsula de Bowman

La capa parietal del glomérulo esta formada por un epitelio monoestratificado de
células escamosas poligonales cuya porcion nuclear hace protrusion hacia el espacio
de Bowman. Estas células descansan sobre una gruesa lamina basal que en algunos
casos parece multilaminada, la cual aparece anclada por medio de densos haces de
microfilamentos intracelulares que se comunican con haces de filamentos de la

membrana basal (Mbassa et al., 1988).

1.2.4.2 Células del epitelio visceral de la capsula de Bowman

Este epitelio envuelve estrechamente a toda la red de capilares glomerulares y esta
formado por células de gran tamafio denominadas a menudo como podocitos. Asi, el
concepto de podocitos corresponde a las células epiteliales de la capa visceral de la
capsula de Bowman. Estas células tienen una forma complicada al presentar largas
prolongaciones basales primarias, de hasta 30 micras de longitud, llamadas ramas o
trabéculas. Estas ramas o trabéculas a su vez se ramifican en prolongaciones
secundarias y terciarias. Estos tres tipos de prolongaciones se ramifican formando
finas prolongaciones terminales en forma de clava, los pedicelos, que se interdigitan

de forma complicada con otros similares de las células adyacentes (Arakawa, 1970).
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Los pedicelos forman una capa junto a su lamina basal, la denominada membrana
basal glomerular. Esta complicada interdigitacion origina la formacion de estrechas
ranuras entre los pedicelos. Mediante microscopia electronica se ha puesto de
manifiesto que estas ranuras parecen estar cubiertas por una fina capa de material
denso a los electrones a la que se conoce como membrana de las ranuras de filtracion
o diafragma de hendidura, mas delgada que una tipica membrana celular. En
glomérulos humanos, de rata y de raton estas membranas presentan una estructura
compleja semejante a la de los diafragmas de la membrana nuclear y a la de los poros

de los capilares fenestrados (Rodewald y Karnovsky, 1974).

Los podocitos contienen nucleos grandes y de formas irregulares asi como también
abundantes organulos de secrecion de proteinas, numerosos filamentos finos y

microtubulos.

Sobre la membrana celular del podocito aparece una cubierta celular de espesor
aproximado a 120 A formada por mucopolisacaridos que contienen 4cido sidlico
(Rambourg y Leblond, 1967). Se ha observado disminucion de esta cubierta celular
en pacientes con proteinuria o glomerulonefritis (Blau y Haas, 1973). La perfusion
vascular de policationes en ratas para neutralizar la carga idnica de la cubierta
sialoproteica causa la pérdida de las prolongaciones pediculadas similar a la

observada en los seres humanos con proteinuria (Seiler et al., 1975).

La estructura basal, denominada membrana basal glomerular, sobre la que se apoyan
los pedicelos es gruesa, con un espesor medio de aproximadamente 320-340 nm en
humanos adultos (Jorgensen, 1966), mas delgada en nifios muy pequefios y en la
mayoria de los animales de experimentacion. La membrana basal glomerular se tifie
con el acido peryddico de Schiff (PAS). Contiene coldgeno de tipo IV y
proteoglicanos ricos en heparan sulfato. En la zona de unidon con las células

epiteliales y endoteliales hay, ademas, componentes que contienen acido sialico y
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son sensibles a las neuraminidasas. Estas moléculas establecen relaciones con los
filamentos finos que emergen de la membrana basal glomerular (Kanwar y Farquhar,

1980).

La membrana basal glomerular se describe como formada por tres capas: una central
electronicamente densa y dos menos densas, o claras, una a cada lado de la central, y

adyacentes a los podocitos y al endotelio capilar respectivamente.

1.2.4.3 Células endoteliales del glomérulo

Los capilares intraglomerulares se encuentran revestidos por una serie de células
endoteliales fenestradas extremadamente delgadas, excepto en la region del tallo del
capilar, con nucleos prominentes cuyo abultamiento se introduce en el limen del

capilar.

Las fenestraciones que se distribuyen de forma regular, difieren de las que se
encuentran en el endotelio fenestrado de los capilares peritubulares de la nefrona y de
las que se encuentran en otras regiones del cuerpo, ya que los poros son de forma
mas irregular y presentan un tamafio mayor (40-130 nm de didmetro) tanto en
mamiferos (Tisher y Madsen, 1986; Bachmann et al., 1988) como en reptiles (Peek y
McMillan, 1979), anfibios (Welsch y Storch, 1973; Sakai et al., 1988a y b),
teleosteos (Elger y Hentschel, 1981) y elasmobranquios (Bargmann y von Hehn
1971; Lacy et al., 1987). Las fenestraciones son raras en los peces de los géneros
Mpyxine (Heath-Eves y McMillan, 1974; Kiihn et al., 1975), Gasterosteus y Spinachia
(Wendelaar, 1973; Hentschel, 1977; de Ruiter, 1981).

Aunque en los endotelios fenestrados los poros estan habitualmente cubiertos por un
diafragma, tanto en los rifiones adultos de mamifero (Kriz y Kaisslin, 1985;

Bachmann et al., 1988) como en diversos géneros de otros grupos de vertebrados
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(Bulger y Trump, 1968; Welsch y Storch, 1973; Elger y Hentschel, 1981; Gray y
Brown, 1987), los poros permanecen totalmente abiertos. No obstante, también en
algunos géneros de peces como es el caso de Raja (Lacy et al., 1987), Gasterosteus
(Wendelaar, 1973; de Ruiter, 1981), Sparus (Zuasti et al., 1983 ) y Typhlonectes
(Sakai et al., 1988a y b) se ha podido observar que en algunos o en todos los poros

aparece un fino diafragma.

Sobre el endotelio, en mamiferos, se ha demostrado la existencia de una fina capa de
glucocalix (Karnovsky,1979), que también se ha puesto de manifiesto mediante la

tincion de Azul Alcian en los peces del género Carassius (Elger et al., 1984).

1.2.4.4 Células mesangiales intraglomerulares

La region mesangial o del tallo del ovillo capilar estd formada por las células

mesangiales intraglomerulares y la matriz extracelular en la que estan incluidas.

Zimmermann en 1933 fue el primero en introducir el concepto de mesangio para
denominar la estructura que une las asas capilares de forma similar a como lo hace el
mesenterio al intestino o los pericitos adyacentes a los vasos de otras partes del

organismo.

La membrana basal glomerular en contacto con el capilar s6lo forma una parte de la
circunferencia vascular de manera que en la cara de los vasos orientada hacia el
interior del ovillo capilar glomerular, la membrana basal se refleja sobre el capilar
vecino, y la parte del primer capilar no cubierta por ella esta ocupada por las células
del mesangio, las cuales tienen un cierto parecido con las células epiteliales. Las
cé¢lulas mesangiales son células de origen mesodérmico que contienen un pequefio
nicleo, que se tifie intensamente, y numerosas Yy largas prolongaciones

citoplasmaticas distribuidas periféricamente. Algunas de estas prolongaciones
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parecen atravesar la matriz que rodea la célula, y que ellas mismas producen,
alcanzando y atravesando a su vez al endotelio y penetrando en el lumen capilar. La

funcion de estas prolongaciones celulares mesangiales se desconoce (Bulger, 1986).

Algunos autores han puesto de manifiesto que las células mesangiales pueden
contraerse cuando son estimuladas con angiotensina, produciendo de este modo una
disminucion del flujo capilar (Ausiello et al., 1979) mientras que otros les han
conferido propiedades de sostén de los capilares y funciones contractiles y
fagocitarias en mamiferos (Kriz y Kaissling, 1985; Tisher y Madsen, 1986) y
lampreas (Youson, 1981); de tal forma que, las células mesangiales tienen en
apariencia la funcion de depurar la membrana basal de las grandes proteinas que han

quedado alojadas durante la filtracion.

La matriz mesangial aparece como una sustancia amorfa con menor densidad a los
electrones que la lamina densa correspondiente a la membrana basal glomerular de
forma que parece ser continua con la ldmina clara interna de la misma. La region

mesangial intraglomerular se contintia con la region mesangial extraglomerular.

1.3 Matriz extracelular

De manera general, todas las células de los organismos pluricelulares se encuentran
revestidas extracelularmente por un entramado de macromoléculas. No obstante, los
diferentes tejidos presentan grandes diferencias en relacion a la cantidad de
substancia extracelular, asi los tejidos conjuntivos o conectivos son definidos como
aquellos formados por diversos tipos celulares siendo su caracteristica mas
importante el que éstos estdn separados por abundante material extracelular

constituido éste por sustancia fundamental amorfa y fibras con funciones de sostén,
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relleno, defensa y nutricion (Junqueira y Carneiro, 1973). A diferencia de los tejidos
conjuntivos, los tejidos epiteliales se han considerado clasicamente formados por
células rodeadas por escasa sustancia intersticial. A esta escasa sustancia de
revestimiento celular se la denominé como glucocalix (Junqueira y Carneiro, 1973).
Actualmente los términos de sustancia intersticial, sustancia fundamental amorfa y
glucocalix se han agrupado bajo el nombre de matriz extracelular (Engel y

Furthmayr, 1987).

La matriz extracelular, ademas de actuar como substancia de union intercelular,
también forma estructuras altamente especializadas como el cartilago, los tendones,

los huesos, los dientes y las ldminas basales .

Son las propias células las que de forma local y directamente segregan las
macromoléculas que estructuran la matriz extracelular, de manera que la matriz
extracelular y las células que la segregan quedan en contacto directo. También,
podemos definir a las laminas basales como la primera matriz extracelular que
aparece durante la embriogénesis y que en los tejidos adultos desempefia funciones

de matriz extracelular especializada, de 20-300 nm de espesor.

Las laminas basales, en contacto directo con las células pueden rodearlas
completamente de forma individual (células musculares, adiposas y de Schwann) o
separarlas como un conjunto en forma de capa polarizada del estroma adyacente

(epitelio, endotelio) (revisado por Paulsson, 1992; Rohrbach y Timpl, 1993).

En la actualidad, se sabe que la matriz extracelular no sélo actia como una simple
sustancia de union intercelular sino que también desempeia funciones mucho mas
activas como son las relacionadas con el desarrollo, la migracion, la proliferacion y
la diferenciacion y polaridad de las células con las cuales contacta asi como también

actua como barrera que regula la filtracion de macromoléculas y la penetracion de
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células con la actividad metabdlica de las mismas (Gospodarowicz et al., 1980; Hay,
1981; Alberts et al., 1983; Krug et al., 1987; Bernfield, 1989; Timpl, 1989;
Couchman y Woods, 1993; Aumailley y Krieg, 1996 Timpl, 1996; Aumailley y
Gayraud, 1998). Estos hechos han motivado que se hayan realizado numerosos
estudios, en distintos tejidos y d6rganos, sobre la localizacion y distribucion de las
macromoléculas que componen las matrices extracelulares en general y de las

laminas basales en particular como formas especializadas de las primeras.

1.3.1 Componentes mayoritarios de la matriz extracelular

Las matrices extracelulares en general y las laminas basales en particular presentan
composicién quimica y estructura que varia de forma especifica segun el tejido, del
mismo modo dentro de un mismo tejido pueden variar dependiendo de los diferentes
periodos del desarrollo y la reparacion celular. No obstante, entre las principales
macromoléculas que constituyen las matrices extracelulares en general se encuentran
las proteinas (colageno tipo IV como mayoritaria), los proteoglicanos (agrin,
perlecéan, colageno tipo XVIII) y las glicoproteinas (entactin/nidégeno, fibronectina
y laminina) asi como otros componentes minoritarios, que interactian con los
mayoritarios, como el BM40/Sparc/osteonectin, el fibulin-1 y el fibulin-2 (Hay,
1981; Hynda et al., 1981; Hynes y Yamada, 1982; Alberts et al., 1983; Timpl et al.,
1983; Vartio, 1983; Kleinman et al., 1984; Hynes, 1985; Ruoslahti et al., 1985; von
der Mark y Kiihl, 1985; Ekblom et al., 1986; Osawa, 1986; Parry et al., 1987; Martin
et al., 1988; McDonald, 1988; Timpl, 1989; Timpl y Aumailley, 1989; Mercier y
Ekindjian, 1990; Weber, 1992; Aumailley, 1995; Erickson y Couchman, 2000;
Miosge, 2001).
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1.3.1.1 Colageno tipo IV

Por definicion, todos los polipéptidos colagénicos se caracterizan por presentar
secuencias repetitivas de glicina unida a dos aminoacidos mas (Gly-X-Y); esta
secuencia repetitiva confiere a la cadena polipeptidica alfa de coldgeno una
estructura helicoidal rigida e inestable que adquiere un mayor grado de estabilidad
por la formacion de asociaciones de tres cadenas alfa que conforman a la molécula
de coldgeno. Los colagenos clasificados como fibrilares contienen secuencias
ininterrumpidas de Gly-X-Y a lo largo de toda su molécula; este grupo incluye a los
colagenos tipo I, II, III, V y XI. Los colagenos no fibrilares presentan interrupciones
entre las secuencias de Gly-X-Y, creandose regiones moleculares flexibles; a este

grupo pertenecen los colagenos de tipo IV, VI, VII-X y XII-XIX.

El componente basico de las matrices extracelulares estructuradas en forma de red la

establecen las moléculas de colageno tipo IV (Timpl, 1989; Hudson et al., 1993).

Este colageno se caracteriza por presentar una secuencia colagénica larga, de
aproximadamente 1400 residuos, interrumpida por secuencias cortas no colagénicas
y por contener dos secuencias no colagénicas terminales de aproximadamente 15
residuos en el extremo amino terminal y de 230 residuos en el extremo carboxilico
terminal con 12 cisteinas (dominio NC1). Cada cadena es extensivamente glicosilada
con aproximadamente 50 unidades disacaridas unidas a hidroxilisina en el dominio
colagénico y una unidad oligosacaridica unida a asparagina cerca del extremo
amino terminal (Spiro, 1967; Dion y Myers, 1987; Langeveld et al., 1991; Nayak y
Spiro, 1991; Mariyama et al., 1992).

Se han descrito seis isoformas, altamente homologas, de la cadena alfa para los
colagenos de tipo IV, estableciéndose con ellas dos grupos: uno en el que se incluyen

las cadenas parecidas a alfa 1 (IV) (alfa 1 (IV), alfa 3 (IV) y alfa 5 (IV)) y otro donde
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se incluyen las cadenas parecidas a alfa 2 (IV) (alfa 2 (IV), alfa 4 (IV) y alfa 6 (IV));
de las cuales han sido descritas las secuencias completas de las cadenas alfa 1 (1V) y
alfa 2 (IV) humanas y de raton, la alfa 5 (IV) y la alfa 6 (IV) humanas y
aproximadamente un tercio de la secuencia alfa 3 (IV) y alfa 4 (IV) humanas y
bovinas (Blumberg et al., 1987; Brazel et al., 1987; Soininen et al., 1987; Hostikka y
Tryggvason, 1988; Guo y Kramer 1989; Saus et al., 1989; Gunwar et al., 1990;
Hostikka et al., 1990; Philajaniemi et al., 1990; Morrison et al., 1991; Mariyama et
al., 1992; Quinones et al., 1992; Turner et al., 1992; Zhou et al., 1992; Sugimoto et
al., 1993; Zhou et al., 1993). La existencia de seis cadenas alfa IV y la combinacién
de éstas para la formacion trimérica de la molécula de colageno tipo IV hace mas
complejo el estudio de las funciones estructurales y de asociacion a otras moléculas
del colageno tipo IV; no obstante, se ha puesto de manifiesto que se establecen
asociaciones supramoléculares ditriméricas y tetratriméricas por formacion de
puentes disulfuro entre dominios no colagénicos carboxilico terminales (NC1-NC1),
amino terminal con amino terminal, hélice con hélice y hélice con NC1 (Timpl et al.,

1981; Dion y Myers, 1987; Gunwar et al., 1991; Mariyama et al., 1992).

1.3.1.2 Colageno tipo XVIII

Dentro de los colagenos no fibrilares se ha establecido una nueva subfamilia, la de
los multiplexins, para aquellos colagenos con multiples dominios en triple hélice e

interrupciones (Oh et al., 1994a) donde se incluyen los colagenos tipo XV y XVIIIL.

Los colagenos tipo XVIII, se caracterizan por ser ademas de multiplexins por el
hecho de que la glicosilacion postranscripcional se establece con heparan sulfato,
siendo ademas este colageno el segundo mas abundante y el Ginico considerado como

un proteoglicano de heparan sulfato, de las laminas basales (Halfter et al., 1998).
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El colageno tipo XVIII desnaturalizado, presenta un peso molecular de unos 700-
1000 kDa, constituido por mondémeros de aproximadamente unos 300 kDa, donde la
cadena alfa 1 XVIII incluye diez dominios alfa helicoidales separada por 11 regiones
no colagénicas (NC). Las dos regiones NC terminales, NC11 en el extremo amino
terminal y la NC1 en el extremo carboxilico terminal, contienen aproximadamente
299 residuos aminoacidicos, mientras que el resto de regiones NC contiene solo entre
10 y 24 residuos de longitud. La secuencia humana de esta cadena fue publicada en
1994 y mostrd ser en un 81.6 % idéntica a la de raton (Oh et al., 1994b; Rehn et al.,
1994).

Todas las cadenas alfa XVIII descritas contienen una regiéon comun que incluye a los
diez dominios colagénicos y a las secuencias de interrupcion de los mismos, a las que
se unen las secuencias de heparan sulfato, diferenciandose unas de otras por la region
amino terminal (Rehn y Pihlajaniemi, 1994; Muragaki et al., 1995; Rehn y
Pihlajaniemi, 1995; Rehn et al., 1996; Saarela et al., 1998).

Una caracteristica funcional de las cadenas de colageno XVIII es la de presentar la
secuencia del tripéptido de union RGD (Arg-Gly-Asp) para las integrinas de
membrana (Halfter et al., 1998) ademas de conservar una region homologa a la
descrita en la glicoproteina trombospondin-1 para la unién con heparina (Rehn y

Pihlajaniemi, 1994)

Las distintas moléculas de colageno tipo XVIII presentan distribucion variable
segun los tejidos asi como distintos niveles de expresion y en general con
distribucion semejante a otros proteoglicanos como el agrin y el perlecan (Halfter et
al., 1998).
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1.3.1.3 Agrin

El perlecan fue el unico gran proteoglicano de hepardn sulfato descrito durante
muchos afios en las laminas basales; a éste se le confirio la funcidén de actuar como
molécula de ensamblaje, si bien, estudios posteriores sugieren que esta funcion no es
primordial y/o que otros proteoglicanos de heparan sulfato pueden sustituirlo (Olsen,

1999).

McMahan en 1990, identifico primero el agrin como un polipéptido de 150 kDa que
aparecia en los extractos del 6rgano eléctrico del Torpedo (Nitkin et al., 1987).
Posteriormente, Tsen y colaboradores en 1995, pusieron de manifiesto la molécula
de agrin en cerebro y cuerpo vitreo, como una molécula heterogénea de mas de 400
kDa con estructura modular similar a la encontrada en otras proteinas de las matrices

extracelulares a las cuales se les unen secuencias de glicosaminoglicanos.

La distribucion del agrin muestra niveles bajos en los diferentes tejidos fetales
probados, siendo mayoritarios en rifion y pulmén (Groffen et al., 1998a; Raats et
al., 1998), pero abundante en los tejidos adultos, en especial en rifidén, pulmoén y en
los capilares cerebrales. Una caracteristica comin a las laminas basales renales,
pulmonares y neuromusculares junto con el predominio del agrin es que todas estas
estructuras histologicas estan ensambladas a las laminas basales por dos tipos de
células diferentes y ademas expresan las cadenas de colageno tipo IV alfa 3, alfa 4,y
alfa 5 y la cadena beta 2 de laminina, mientras que la mayor parte de otras ldminas

basales expresan cadenas alfa 1 y alfa 2 de colageno tipo IV.

El agrin es el principal proteoglicano de heparan sulfato de la membrana basal
glomerular (Groffen et al., 1998a, Groffen et al., 1998b), de la capsula de Bowman y
de los tubulos, ademas las ldminas basales vasculares también contienen algo de

agrin. Se ha postulado que la funcion del agrin, ademés de la de interactuar con las
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proteinas de la matriz extracelular, la laminina 1 (Denzer et al., 1997), la laminina 2
(Cotman et al., 1999) y el alfa distroglican (Gee et al., 1994; Gesemann et al., 1998)
es la de estar implicado en la ultrafiltracion de carga selectiva (Rosenzweig y
Kanwar, 1982).

1.3.1.4 Entactin/Nidégeno

A principios de los afios ochenta, dos grupos de investigacion pusieron de manifiesto
la existencia de una nueva glicoproteina de las laminas basales, la actualmente
denominada como entactin o nidégeno. La entactin-1/nidogeno-1, aislada
inicialmente de extractos del tumor de raton EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) y de
cultivos celulares (Carlin et al., 1981; Timpl et al., 1983; Paulsson et al., 1986), actia
como promotora de uniones celulares (Chakravarti et al., 1990) y en la angiogénesis
(Nicosia et al., 1994) y tiene capacidad para formar complejos con la laminina, el
colageno tipo IV y el perlecan (Ekblom et al., 1994). Posteriormente, Kimura y
colaboradores en 1998 describen una nueva molécula, homoéloga a la entactin-
I/nid6égeno-1 denominandola como entactin-2 mientras que el grupo de Timpl y
colaboradores también describen una nueva secuencia molecular denominandola

como nidégeno-2 (Kohfeldt et al., 1998).

Tanto la entactin/nidogeno-1 como la entactin/nidogeno-2 se caracterizan
estructuralmente por presentar tres dominios globulares separados por dos regiones,
una como eslabon de unién entre el dominio globular amino terminal (G1) y el
dominio globular central (G2) y otra entre el dominio globular central y el dominio

globular carboxilo terminal (G3).

La entactin/nidogeno-1 se une con la misma afinidad que la entactin/nidogeno-2 a los
colagenos de tipo I y IV y al perlecan pero la entactin/nidéogeno-1 presenta una

afinidad mucho mas alta por la laminina-1 que la entactin/nidégeno-2. Ambas
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isoformas, en raton, presentan la secuencia del tripéptido de unién RGD (Arg-Gly-
Asp) para interactuar con las integrinas, en su dominio en barra (Kohfeldt et al.,

1998).

La microscopia con doble inmunofluorescencia ha revelado la co-localizacion de
ambas isoformas en el rifion, la piel y los testiculos, y mas especificamente en rifion
las dos isoformas han sido localizadas principalmente en la membrana basal
glomerular, en las membranas basales de los tubulos proximales y distales y en la

capsula de Bowmann (Kohfeldt et al., 1998).

1.3.1.5 Fibronectina

La fibronectina primero, fue descrita como una glucoproteina soluble presente en el
plasma y otros fluidos corporales, posteriormente fue reconocida en el tejido
conjuntivo formando microfibrillas delgadas y en los tejidos epiteliales y endoteliales
asociada a las laminas basales de los mismos. Actualmente se define a la fibronectina
como una glucoproteina, con un 5% de estructura glucidica, implicada en una gran
variedad de propiedades celulares que se presenta basicamente en dos formas, la

celular y la plasmatica.

Entre las propiedades celulares cabe destacar: la de la adhesion celular, la de conferir
morfologia y forma espacial a la célula, la de intervenir en la organizacion del
citoesqueleto, la de permitir la migracion celular, la de intervenir en la diferenciacion
celular, en la transformacién oncogénica y en la regeneracion de los tejidos

cancerosos, asi como en la fagocitosis y la hemostasis (Ouaissi y Capron, 1985).

La fibronectina como tal, debido a sus diversas localizaciones y funciones, recibid
distintos nombres. En 1948, Morrison y colaboradores detectaron una molécula

fibrosa en el precipitado que se formaba cuando la sangre precipitaba en frio a la cual
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denominaron como cold-insoluble globulin (Clg). En 1973, Hynes describié una
proteina asociada a la superficie celular sensible a la digestion proteolitica presente
en linajes celulares de fibroblastos normales a la que denomind large external
transformation-sensitive protein (LETS). También en la superficie celular y en
cultivos de fibroblastos, Ruoslahti y colaboradores en 1973 y Ruoslahti y Vaheri en
1974 describieron un surface fibroblast antigen (SFA) que reaccionaba de forma
cruzada con el suero. Con propiedades similares Yamada y Weston en 1974 aislaron
la cell surface protein (CSP) y Gahmberg y Hakomori en 1973 la galactoprotein a;
Hogg en 1974 la L1 band; Robbins y colaboradores en 1974 las zeta proteins; y
Pearlstein y Waterfield en 1974 la band 1. En 1974, Klebe describio la importancia
de una proteina sérica que media la adhesion de células tripsinizadas a matrices de
colageno; este autor la aislo del suero y la denomind collagen-dependent cell
attachment protein (c-CAP). También proteinas séricas opsonicas que facilitaban la
fagocitosis por parte de los macrofagos fueron aisladas y denominadas como anti-
gelatin factor (AGF) (Wolff et al., 1967; Hopper et al., 1976) y como a2-SB-opsonic
glycoprotein (Blumenstock et al., 1976). Asimismo, Grinnell y colaboradores en
1977, aislaron del plasma una molécula implicada en la proliferacion celular a la que
llamaron cell spreading factor (SF). Con anterioridad Kuusela y colaboradores en
1976, acufiaron el nombre de fibronectin enfatizando la asociacion de la molécula
proteica con los fibroblastos y su union a la fibrina durante la coagulacion de la
sangre. En 1978, el término fibronectin fue adoptado de forma mayoritaria por
diversos autores ya que esta proteina se hallo en forma fibrosa en la matriz
extracelular (del latin fibra) unida a numerosas sustancias (del latin nectere)

(Yamada y Olden, 1978).

Las primeras células en las que se identifico la fibronectina fueron los fibroblastos
(Hynes, 1973; Ruoslahti et al., 1973; Ruoslahti y Vaheri, 1974). También diversos
tipos de células epiteliales dieron resultados positivos in vitro a la fibronectina. Asi,

como, también dan resultados positivos las células del higado y del rifién (Chen et
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al., 1977), del intestino (Quaroni et al., 1978) y las membranas amnioticas (Crouch et

al., 1978; Alitalo et al., 1980b).

La expresion de la fibronectina por parte de las células epiteliales es particularmente
relevante ya que se observa, con frecuencia, la ausencia de esta glucoproteina en
células malignas y en muchas de las neoplasias malignas humanas (Yamada et al.,

1976; Ali et al., 1977; Ruoslahti et al., 1981a; Hayman et al., 1982).

Otros tipos celulares que también producen fibronectina son los mioblastos (Hynes,
1976; Chen, 1977; Furcht et al., 1978), los condrocitos indiferenciados (Dessau et al.,
1978; Hassell et al., 1979), las células de Schwann (Kurkinen y Alitalo, 1979), los
macréfagos (Johansson et al., 1979; Alitalo et al., 1980a; van de Water III et al.,
1981; Villiger et al., 1981), las células de melanoma (Lloyd et al., 1979) y las células
endoteliales (Birdwell et al., 1978; Jaffe y Mosher, 1978; Macarak et al., 1978). Las
células de la astroglia cultivadas in vitro también producen fibronectina (Vaheri et
al., 1976), pero in vivo no se ha encontrado asociada a ellas (Schachner et al., 1978).
Las plaquetas contienen fibronectina (Plow et al., 1979; Zucker et al., 1979) y se

anclan y proliferan en superficies cubiertas con esta molécula (Hynes et al., 1978).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia se ha descrito fibronectina en numerosos
tejidos humanos adultos (linfaticos, vasos sanguineos, tracto respiratorio, glandulas,
higado, tracto intestinal, tracto urogenital y rifién, piel y tejido conectivo) (Stenman y
Vaheri, 1978). De tal forma que, en los distintos organos, la fibronectina sigue la
distribucion del tejido conectivo laxo, aunque puede formar parte de las laminas
basales (Stenman y Vaheri, 1978; Laurie et al., 1982; Yamada et al., 1984a).

Asimismo, ha sido descrita en gran variedad de tejidos embrionarios (Hay, 1981).

La fibronectina, mediante estudios de radioinmunoensayo e inmunofluorescencia, ha

sido identificada en una gran variedad de tejidos animales tanto de vertebrados como
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de invertebrados; estando claramente presente en: mamiferos, aves, reptiles, anfibios,
peces, tunicados, equinodermos, crustaceos, anélidos, moluscos y poriferos. Esta
distribucion filogenética es similar a la del colageno. En relacion con la localizacion
en las distintas clases zoologicas, las moléculas de fibronectina de distintas especies
pueden ser reconocidas por un anticuerpo humano anti-fibronectina plasmatica,
indicando que ciertas caracteristicas estructurales de esta glucoproteina han sido

conservadas a lo largo de la evolucion (revisado en: Yamada et al., 1984a; 1984b).

La fibronectina en su forma soluble se encuentra presente en el plasma y fluidos
corporales si bien, en el plasma humano se encuentra en menor cantidad (0.3 mg/ml)
que en otros fluidos (Mosesson y Umfleet, 1970; Hynes y Yamada, 1982; Yamada et
al., 1984a).

La fibronectina plasmatica es producida mayoritariamente por los hepatocitos (Voss
et al., 1979), aunque también las células endoteliales (Birdwell et al., 1978; Jaffe y
Mosher, 1978; Macarak et al., 1978) y los macrofagos (Johansson et al., 1979;
Alitalo et al., 1980a; van de Water III et al., 1981; Villiger et al., 1981) pueden

contribuir a su produccion, dando lugar a su asociacion con la circulacion sanguinea.

Las funciones de la forma plasmatica son poco conocidas. Las multiples
interacciones y actividades biologicas de la fibronectina plasmatica sugieren un
importante papel en la cicatrizacion. Puede unirse a otras moléculas de fibronectina,
a la fibrina y al colageno. Estas interacciones pueden ser esenciales para la formacion
del coagulo de fibrina (Kleinman et al., 1981). En el area de cicatrizacion la
fibronectina ayudaria al mantenimiento de los fibroblastos promoviendo las
interacciones célula-matriz y estimulando la produccion de matriz extracelular
(Foidart et al., 1980). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la fibronectina
plasmatica puede ser incorporada en las matrices extracelulares de diferentes tejidos

y células en cultivo (Hayman y Ruoslahti, 1979). Se ha sugerido que la fibronectina
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plasmatica seria un reservorio de fibronectina tisular (Oh et al., 1981), lo que parece
indicar la existencia de un mecanismo de regulacion para el mantenimiento de un
equilibrio entre las formas plasmatica y tisular de la fibronectina (Ouaissi y Capron,
1985). La formacion de la matriz de fibronectina ocurriria mediante un proceso de
autoensamblaje de fibrillas de fibronectina preexistentes (Chernousov et al., 1985).
También se ha podido observar que moléculas de fibronectina soluble purificada
forman agregados insolubles por su union mediante puentes disulfuro (Mosher y

McKeown-Longo, 1985; Mosher et al., 1992).

La fibronectina plasmatica y la celular son muy similares, e incluso indistinguibles,
por métodos inmunologicos (Ruoslahti y Vaheri, 1975), por su composicion de
aminoacidos y carbohidratos (Vuento et al., 1977; Yamada et al., 1977), mapas
peptidicos (Vuento et al., 1977), movilidad electroforética (Macarak et al, 1978), y
propiedades espectrofotométricas (Alexander et al., 1978; 1979). Existen, sin
embargo, diferencias evidentes entre ambas como son el que:

- La fibronectina celular es mucho menos soluble y tiene mondmeros de peso
molecular ligeramente mayor (Yamada et al., 1977; Yamada y Kennedy, 1979).

- La fibronectina celular, al igual que la plasmatica, contiene fucosa en su porcion
glucidica, si bien la forma plasmatica contiene menor cantidad (Fukuda y Hakomori,
1979; Ruoslahti et al., 1981b).

- La fibronectina plasmatica es 50 veces menos activa que la celular en revertir a las
células transformadas a la morfologia normal; y 150 veces menos activa en
hemoaglutinar eritrocitos fijados (Yamada y Kennedy, 1979).

- Las movilidades electroforéticas de un producto limitado de la proteolisis son
distintas entre ambas formas moleculares (Yamada y Kennedy, 1979).

- El anticuerpo monoclonal se une preferencialmente a la fibronectina celular frente a
la plasmatica (Atherton y Hynes, 1981).

- Presentan al menos tres regiones de diferente tamafio aparente en dominios

detectados por electroforesis en geles de SDS (Hayashi y Yamada, 1981).
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Todas estas diferencias pueden ser localizadas en regiones estructurales de la
molécula, indicando que ninguna fibronectina puede ser generada por la otra por un
simple proceso de proteolisis. Diversos estudios muestran que la fibronectina celular
y la plasmatica son codificadas por un mismo gen existiendo un procesado
diferencial del ARNm (Schoen et al., 1982; Kornblihtt et al., 1983; Yamada et al.,
1984a, 1984b; Gutman y Kornblihtt, 1987).

La fibronectina es sintetizada como un dimero, con mondmeros de peso molecular de
aproximadamente 220-225 kDa; los dos monomeros se encuentran unidos por dos
puentes disulfuro cercanos ambos a los extremos terminales carboxilico de ambas
cadenas polipeptidicas (Hynes y Yamada, 1982; Vaheri et al., 1983; Vartio, 1983;
Vartio y Vaheri, 1983; Yamada et al., 1984a y 1984b; Hynes, 1985; Ouaissi y
Capron, 1985; Petersen et al., 1989; Yamada, 1989; Ann et al 1992; Kar et al., 1993).

Como muchas otras proteinas, de la matriz extracelular, incluyendo la tenascina, la
laminina y la trombospondina, la fibronectina presenta una estructura en mosaico,
compuesta por una serie de unidades modulares que a menudo se corresponden con
la estructura exdnica del gen (Doolittle, 1985; Hynes, 1985; McDonald, 1988;
Petersen et al., 1989; Engel, 1991; Patthy, 1991).

La fibronectina esta compuesta casi completamente por tres unicos tipos de modulos
repetitivos (tipo 1, tipo 2 y tipo 3 denominados como Fnl, Fn2 y Fn3,
respectivamente). A su vez un conjunto determinado de modulos se organiza en un
dominio globular funcional de forma que la molécula es estructuralmente fibrosa
formada por dominios globulares conectados por cortos segmentos flexibles
(Alexander et al., 1978; Engel et al., 1981; Erickson y Carrell, 1983; Tooney et al.,
1983; Engel y Furthmayr, 1987; Yamada y Kleinman, 1992). Los dominios
globulares funcionales son resistentes a la proteolisis y contienen sitios de union para

las proteinas de la matriz extracelular tales como el colageno y la trombospondina,
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para los receptores de la superficie celular tales como las integrinas y para los

glicosaminoglicanos tales como el heparan y el condroitin sulfato.

En base a esta estructura molecular compleja, diversos estudios han puesto de
manifiesto que las funciones de la fibronectina han de considerarse en relacion a esta
estructura (Hynes y Yamada, 1982; Vartio, 1983; Yamada et al. 1984a y b; Ouaissi y
Capron, 1985).

Las diferentes isoformas de fibronectina resultan de presentar de manera alternativa
los mdédulos EDA (extradominio A, también denominado como EIIIA o EDI) y EDB
(extradominio B, también denominado como EIIIB o EDII), ambos pertenecientes al
grupo de modulos Fn 3; asi como de un tercer mdédulo no perteneciente a ninguna de
las categorias anteriores, el IIICS (segmento de conexion tipo III, también

denominado como segmento de conexion V o variable) (Hynes,1990).

1.3.1.5.1 Estructura del Modulo Fnl

Cada uno, de las doce posibles isoformas, de los médulos Fnl esta constituido por
una secuencia de aproximadamente unos 45 aminoacidos. Estudios con técnicas de
resonancia nuclear magnética (NMR) han puesto de manifiesto que los mddulos Fnl
presentan dos pliegues en el espacio. Uno se caracteriza por estar constituido por una
corta doble secuencia en conformacion beta antiparalela (secuencias A y B) cerca del
extremo amino terminal mientras que el otro presenta tres secuencias antiparalelas
igualmente en conformacion beta (secuencias C, D y E) (Baron et al.,1990; Williams
et al.,, 1993; Williams et al., 1994). La mayoria de los residuos aminoacidicos
contribuyen a la formacion del ntcleo hidrofobico de la proteina, localizandose entre

las conformaciones beta.
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La estructura molecular de éste modulo se estabiliza por la presencia de cuatro
residuos de cisteina, los cuales forman dos puentes disulfuro uno entre
conformaciones opuestas, secuencia A y D, y otra dentro de una misma
conformacion beta, entre las secuencias D y E. Como excepcién la isoforma 12 (12
Fnl) presenta un puente disulfuro extra; a su vez la estructura terciaria de este
modulo se estabiliza por medio de interacciones hidrofobicas, entre las que destaca la
interaccion entre dos residuos aromaticos, uno perteneciente a la primera
conformacion beta (secuencia B) y otro perteneciente a la segunda conformacion
beta (secuencia C). También se considera que existen interacciones hidrofébicas

entre modulos Fnl adyacentes (Hendsch y Tidor, 1994).

Actualmente se sabe que los médulos Fnl desempefian diversas funciones concretas.
Asi, en cada uno de los mondémeros de la fibronectina, los cinco primeros modulos
(1-5 Fnl) del extremo amino terminal constituyen un dominio de ensamblaje de la
matriz extracelular de tal forma que la deleccion de alguno de estos modulos impide
que la fibronectina contribuya a la formacion de la matriz extracelular (Quade y
McDonald, 1988; Schwarzbauer, 1991; Mosher, 1993). Por otro lado los dominios de
union de la fibronectina con la fibrina se establecen por medio de los médulos 4-5
Fnl y 10-12 Fnl (Hendsch y Tidor, 1994; Potts y Campbell, 1994; Williams et al.,
1994; Potts y Campbell, 1996). Ademas los dominios Fnl, 6Fnl y 7-8Fnl,
inmediatamente contiguos a los dos modulos Fn2 contribuyen en la unioén de éstos
ultimos con la molécula de colageno (Owens y Baralle, 1986; Litvinovich et al.,

1991; Constantine et al., 1992a).

Copias simples del modulo Fnl también han sido identificados en tejido activador de
plasminogeno (7issue-tipe plasminogen activator) (t-PA) y en el factor de

coagulacion sanguineo.
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1.3.1.5.2 Estructura del Modulo Fn2

En cada monomero de fibronectina aparecen dos modulos Fn2. Ademés modulos
Fn2 semejantes a los de la fibronectina también han sido identificados en una serie
de proteinas diversas incluyendo a la 92 kDa y a la 72 kDa colagenasa de tipo [V y a
la proteina del fluido seminal bovino PDC 109. Cada uno de los modulos Fn2 esta
formado por, aproximadamente, unos 60 aminoacidos con una secuencia de 15
aminodcidos desde el extremo amino terminal hasta la primera cisteina (Kornblihtt et

al., 1985).

Los estudios mediante técnicas de espectroscopia NMR del mdédulo Fn2 de la PDC
109, constituido por 46 residuos aminoacidicos, han puesto de manifiesto que el
nucleo central del moédulo estd compuesto por dos dobles secuencias antiparalelas
(A-B y C-D) en conformacion beta orientadas aproximadamente de forma
perpendicular una con respecto a la otra y dos bucles irregulares, uno separando las
dos conformaciones beta y otro entre las dos secuencias de la segunda conformacion.
La conformacidon molecular esta estabilizada mediante la formacién de dos puentes
disulfuro si bien estos no se encuentran localizados en las propias secuencias de
conformacion beta sino fuera de ellas (Constantine et al., 1991; Constantine et al.,

1992b).

En conjunto el mdédulo Fn2 presenta una estructura hidrofobica constituida por una
serie de residuos aromaticos localizados en una cavidad formada por el pliegue de la
estructura primaria. Estudios realizados mediante uniones de ligando indican que esta
superficie hidrofobica junto con un residuo de acido aspartico pueden estar en
relacion con las interacciones especificas del PDC 109 con la leucina y/o la

isoleucina de las secuencias del colageno (Constantine et al., 1992b).
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Los dos médulos 1Fn2 y 2Fn2 inmediatamente consecutivos, se encuentran situados
entre modulos Fnl con los que forman en conjunto el dominio de unién de la

fibronectina con el colageno (6Fnl y 7-8Fnl) (Potts y Campbell, 1994).

1.3.1.5.3 Estructura del Modulo Fn3

Cada mondmero de fibronectina contiene entre 15 y 17 modulos Fn3, dependiendo
del tipo de isoforma de fibronectina. Cada uno de los modulos Fn3 est4 formado por,
aproximadamente, unos 90 residuos aminoacidicos; ésta secuencia ha sido
identificada unas 300 veces en 67 proteinas distintas (Doolittle y Bork, 1993) y se la
encuentra tanto en organismos procariotas como eucariotas y en ambos grupos tanto
formando parte de las proteinas extracelulares como de las intracelulares (Bork,

1992; Bork y Doolittle, 1992).

La conformacion de los médulos de Fn3 se caracteriza por estar constituida por dos
conformaciones beta; una constituida por tres secuencias antiparalelas (A, By E) y
otra constituida por cuatro secuencias también antiparalelas (C, C', F y G). Las dos
conformaciones beta contienen entre si un ntcleo hidrofébico (De Vos et al., 1992;
Leahy et al., 1992; Main et al., 1992; Dickinson et al., 1994; Huber et al., 1994). A
diferencia con los modulos Fnl y Fn2 los mddulos Fn3 no contienen puentes
disulfuro y la mayoria estan codificados por dos exones en vez de por uno (Potts y

Campbell, 1994).

El modulo 10Fn3 contiene el tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD); estos residuos
aminoacidicos se localizan en un bucle flexible y expuesto a la superficie entre las
secuencias F y G del modulo (Baron et al., 1992; Main et al., 1992). La secuencia
RGD, constituye la secuencia de la fibronectina directamente relacionada con la
adhesion celular y mas especificamente con los receptores de membrana del tipo

integrina aSb1l (Yamada, 1989). No obstante, el mdédulo 10Fn3 de forma aislada no
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se une a la integrina con la misma intensidad con la cual lo hace la fibronectina
intacta. Este hecho se debe a que el médulo 10 Fn3 debe actuar de forma sinérgica
con otros modulos Fn3 (8-9 Fn3) (Obara et al., 1988; Mardon y Grant, 1994; Potts y
Campbell, 1996; Altroff et al., 2001).

También se ha puesto de manifiesto que la fibronectina puede unirse a otras
integrinas. Por medio de secuencias localizadas en el mdédulo 9Fn3 lo hace con la
allb-B3 (Bowditch et al., 1994; Mardon y Grant, 1994; Mohri et al., 1996) mientras
que regiones de los modulos 4Fn3 y 5Fn3 estan implicadas en la uniéon con las
integrinas a4bl y a4b7 (Moyano et al., 1997). De forma general existe gran variedad
de integrinas con afinidad para esta molécula: a3bl, a4bl, a5bl, avbl, avb3, allbb3,

avb6 (Damsky y Werb, 1992).

También el moédulo 1Fn3, junto con el contiguo 9Fnl, actia como estructura de
union entre la fibronectina y la matriz extracelular (Chernousov et al., 1991; Mosher,

1993).

Otra de las caracteristicas mas importantes de los modulos Fn3 y, como
consecuencia, de sus funciones es el hecho de que su estructura estd modulada por
las diferentes posibles expresiones de sus ARNm. Por medio de expresiones
alternativas de ciertos exones de tipo III, multiples ARNm de fibronectina pueden
surgir de un mismo gen. Los resultados de las diferentes expresiones aparecen en tres
regiones denominadas como EDA, EDB y IIICS. Los mddulos EDA y EDB pueden
estar expresados cada uno por medio de un salto de exon mientras que el modulo
ITICS es expresado por medio de un mecanismo mas complejo, especifico del tejido
y de la especie (Hynes, 1990). Asi, las 20 diferentes isoformas de fibronectina surgen

de la expresion alternativa de estos modulos y mas en concreto del médulo IIICS.
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Los médulos EDA y EDB se localizan entre los modulos 11y 12 Fn3 yentreel 7y

el 8 Fn3 respectivamente.

Si bien la interaccion de las funciones de la fibronectina y los médulos EDA y EDB
no son del todo conocidos; la expresion o no de las diferentes isoformas repercute en
que las funciones especificas de la fibronectina cambian. Un ejemplo puesto de
manifiesto de como es regulada la expresion de la fibronectina se puede observar en
la sintesis alterna de ésta durante la condrogénesis embrionaria o en la formacién del
cartilago durante el crecimiento del individuo. En las células mesenquimales
precartilaginosas, la fibronectina contiene el exon para el EDA expresado. No
obstante, cuando éstas células se diferencian en el cartilago, la no expresion del
ARNm del EDA implica que so6lo una minima cantidad de fibronectina expresada
con EDA aparece en los condrocitos maduros (Downie y Newman, 1995; Ffrench-
Constant. 1995; Gehris et al., 1996). Este hecho, también es observable en procesos
patolégicos, enfermedades autoinmunes y procesos neoplasicos (Scarpino et al.,

1999; Satoi et al., 2000; Ting et al., 2000).

La expresion alternativa del dominio IIICS provee a la fibronectina de una segunda y
mayor regiéon de union celular. El dominio IIICS presenta dos sitios de unioén para
integrinas capaces de reconocer a la a4b1 y a la a4b7 (Humphries, 1990; Komoriya et
al., 1991). Ademas este dominio también esta relacionado con la unién con el

heparan.

Otra funcion descrita para los modulos Fn3 es la union con el heparan. Esta funcion
fue localizada en el fragmento abarcado entre los mdodulos 12-14 de Fn3 (Benecky et
al., 1988; Novokhatny et al., 1992; Ingham et al., 1993). La union con el heparan esta
basada en interacciones electrostaticas entre las cadenas laterales de los residuos de
Argy Lys (R y K), cargados positivamente, de la fibronectina y los grupos sulfato y
carboxilicos, cargados negativamente, del heparan (Walkery Gallagher, 1996).
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1.3.1.6 Laminina

La laminina, uno de los principales componentes de las ldminas basales celulares, fue
aislada inicialmente a partir de extractos neutros del tumor de raton EHS
(Engelbreth-Holm-Swarm) (Timpl et al., 1979), y de las células tumorales parietal-
yolk sac (teratocarcinoma en cultivo celular) (Chung et al., 1979), sistemas ambos

que se caracterizan por sintetizar grandes cantidades de membrana basal.

La laminina se une al colageno de tipo IV, al heparan sulfato, a la entactin/nidogeno,
y a si misma, creando una estructura integrada en las laminas basales. Por otro lado,
debido a su tamano y forma, es capaz de cruzar la ldmina basal y unirse a varias
sustancias en la superficie celular (Terranova et al., 1980; Charonis et al., 1985,

Martin y Timpl, 1987; Timpl, 1989).

Asi, entre las principales funciones bioldgicas de la laminina algunas coinciden en
parte con las de la fibronectina, si bien con distribucion mas restringida,
interviniendo en: la diferenciacion, el crecimiento y la morfologia celular; la
adhesion, la migracion y la polaridad celular; el ensamblaje de la matriz extracelular,
el crecimiento de las neuritas y la metastasis tumoral (Kleinman et al., 1984;

Kleinman et al., 1985; Kleinman y Weeks, 1989; Weber, 1992).

Actualmente se han identificado hasta doce moléculas isoférmicas diferentes de
laminina en mamiferos, mientras que han sido descritas dos lamininas diferentes en
invertebrados (McCarthy et al., 1987; Fessler et al., 1987; Chiquet et al., 1988;
Burgeson et al., 1994; Richards et al., 1994; livanainen et al., 1995; Miner et al.,
1995; Champliaud et al., 1996; Koch et al., 1999; Martin et al., 1999; Hutter et al.,
2000).
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En todos los casos la laminina de los vertebrados, comparte caracteristicas comunes
en su estructura, funcion y localizacion con la de los invertebrados, de tal forma que
estudios comparados de la laminina en Drosophila, en ratobn y en humanos, muestran
una analogia de un 90% entre la molécula de raton y la humana y de un 45% con la

de la mosca (Chi y Hui, 1989).

La estructura de la laminina es la de una molécula trimérica (Cooper et al., 1981;
Engel et al., 1981) constituida por una cadena alfa, una cadena beta y una cadena
gamma (Beck et al., 1993). Hasta ahora, han sido descritas cinco cadenas alfa, tres

beta y tres gamma posibles en mamiferos.

Mediante microscopia electronica y estudios, fisicos e inmunoquimicos, de
caracterizacion por fragmentacion proteolitica, se ha establecido que el ensamblaje
de las tres cadenas constituye una estructura general en forma de cruz asimétrica
(Engel et al., 1981; Timpl et al., 1983), unidas por puentes disulfuro y enlaces no
covalentes, de forma que cada una de las tres cadenas polipeptidicas forma uno de
los tres brazos cortos de la estructura cruciforme mientras que el conjunto de las tres
establece el brazo largo de la misma (Ott et al., 1982; Paulsson et al., 1985) (revisado
en: von der Mark y Kiihl, 1985; Kleinman et al., 1985; Claudy, 1987; Martin y
Timpl, 1987; Martin et al., 1988; Kleinmam y Weeks, 1989; Timpl, 1989; Schittny y
Yurchenco, 1989; Weber, 1992, Colognato y Yurchenco, 2000; Tunggal et al.,
2000).

Las distintas lamininas pueden ser clasificadas en subfamilias diferentes, basandose
en las diferencias de los distintos brazos cortos de la molécula general en cruz, asi
como también por las distintas secuencias de las distintas cadenas polipeptidicas. De
este modo, las lamininas 1, 2, 3 y 4 presentan los tres tipicos brazos cortos (Paulsson
y Saladin, 1989; Beck et al., 1993; Lindblom et al., 1994), las lamininas 6-9

presentan el brazo corto de la cadena alfa truncado (Marinkovich et al., 1992a;
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Sorokin et al., 1994), la laminina 5 presenta truncados los tres brazos cortos,
correspondientes por tanto a la cadena alfa, beta y gamma (Rousselle et al., 1991),
las lamininas 10 y 11 presentan una cadena alfa alargada en el brazo corto de manera

que son lamininas mas largas que las demas (Colognato y Yurchenco, 2000).

Algunas lamininas sufren pérdidas proteoliticas dentro de los dominios terminales en
el extremo carboxilico o en los brazos cortos debido a modificaciones
postransduccion y posiblemente también postsecrecion (Leivo et al.,, 1989;

Marinkovich et al., 1992b; Miner et al., 1997).

Las tres subunidades de la laminina presentan un rasgo comun estructural que es el
de estar formadas por secuencias globulares, por estructuras en barra y por un

dominio en superhélice.

La laminina tipo 1 (alfa 1, beta 1, gamma 1) fue la primera laminina identificada,
estructuralmente analizada y secuenciada mostrando un brazo largo de
aproximadamente 77 nm de longitud y tres brazos cortos de aproximadamente 36 nm
de longitud (Timpl et al., 1979; Engel et al., 1981; Engel y Furthmayr, 1987; Sasaki
etal., 1987, 1988; Sasaki y Yamada, 1987).

1.3.1.6.1 Estructura de la cadena Gamma (B2) y Beta (B1)

El andlisis sugiere que las cadenas gamma, en general, presentan seis dominios
distintos mientras que las cadenas beta presentan los mismos dominios que las
gamma mdas un segmento adicional de 30 aminodcidos, designado como dominio
alfa, situado entre los dominios I y II. Ambas cadenas estan estructuradas cada una
en dos dominios globulares (dominios IV y VI) y dos dominios en barra (dominios
IIT y V) que constituyen el brazo corto de cada una de las dos cadenas, gamma y

beta, més el conjunto de dos dominios que establecen un dominio mayor y principal
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alfa helicoidal (dominios I y II) (Sasaki y Yamada 1987, Sasaki et al., 1987) que
coincide con la estructura del brazo largo y con el extremo carboxilico terminal de la

cadena polipeptidica (Paulsson et al., 1985).

1.3.1.6.1.1 Dominios I y IT

El dominio I ocupa la porcion carboxilico terminal de la molécula. Desde ahi se
establece una serie de siete repeticiones que se caracterizan por presentar residuos
aminoacidicos hidrofobicos, hidrofilicos y cargados (Sasaki y Yamada, 1987,
Tunggal et al., 2000), lo cual es caracteristico de todas las proteinas que presentan
estructura en suprahélice tales como el fibrindgeno (Doolittle et al., 1978), la
desmina (Geisler y Weber, 1982), la miosina (McLachlan y Karn, 1983) y Ia
hemaglutinina (Bassel-Duby et al., 1985).

El dominio II también presenta estructura alfa helicoidal aunque con menos
periodicidad que el dominio I al tiempo que también carece de las secuencias de

aminoacidos polares observados en el mismo (Sasaki y Yamada, 1987).

Entre cadenas gamma y beta, el tamafio de los dominios I y II es muy similar en
ambas, probablemente debido a que ambas se entrelazan para formar una suprahélice
junto con los dominios I y II de la cadena alfa para constituir el brazo largo de la

molécula de laminina (Engel et al., 1981; Sasaki y Yamada, 1987).

En el extremo amino terminal del brazo largo, cerca del punto de transicion entre el
mismo y el brazo corto, las tres cadenas polipeptidicas estan unidas entre si por
puentes disulfuro; de forma semejante, también en el extremo carboxilico terminal

aparece un puente disulfuro entre la cadena beta y gamma (Paulsson et al., 1985)
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1.3.1.6.1.2 Dominios IIl y V (dominios EGF o dominios LE)

Estos dos dominios se caracterizan por presentar un alto contenido en cisteinas y
glicinas y por estar constituidos por una serie de tres a ocho repeticiones homologas
entre si en cada uno de los dominios III y V y entre ambos. Cada una de las
repeticiones se puede alinear con las otras por medio de las ocho cisteinas de cada
homologo; de forma que la distancia entre la primera y la segunda, la quinta y la
sexta y la sexta y la séptima cisteina es constante. Ademas 24 de aproximadamente
50 de los aminoacidos que establecen cada una de las secuencias homologas
coinciden entre si. Cada una de las repeticiones es semejante a la estructura del EGF
(Epidermal Growth Factor) denomindndose también a cada uno de éstos como

modulo EGF o médulo LE (Sasaki y Yamada, 1987).

Los dominios Iy V de las cadenas gamma y beta de la laminina presentan una gran
homologia entre si (42 y 44% respectivamente), aunque los dominios de las cadenas
gamma contienen menos repeticiones ricas en cisteina en comparacion con las
cadenas beta y un menor numero de repeticiones (8 y 6.5 en el dominio [Ily 5y 4.3

en el dominio V respectivamente) (Sasaki y Yamada, 1987).

Las secuencias repetitivas ricas en cisteinas aparecen en otras proteinas incluyendo el
factor de coagulacion IX (Kurachi y Davie, 1982), el EGF (Epidermal Growth
Factor) (Gray et al., 1983), el TGF (Transforming Growth Factor) (Derynck et al.,
1984), el TPA (Tissue Plaminogen Activator) (Pennica et al., 1983), la urokinasa
(Gunzler et al., 1982) , el VVGF (Vaccivia Virus Growth Factor) (Stroobant et al.,
1985), un receptor de lipoproteinas de baja densidad (Sudhof et al., 1985) y la
trombospondina (Lawler y Hynes, 1986).

El dominio III de la cadena gamma presenta una alta afinidad de interaccién no
covalente con el receptor de laminina nidogeno/entactin a nivel de la cuarta

repeticion (LE4) (Paulsson et al., 1987; Fox et al., 1991; Poschl et al., 1994).
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Como la nidoégeno/entactin tiene alta afinidad con el colageno de tipo IV (Fox et al.,
1991) éste podria servir como eslabon de uniéon molecular entre la laminina y el

coladgeno (Limblond et al., 1994).

1.3.1.6.1.3 Dominio IV (L4) y VI (LN)

La estructura de estos dos dominios contiene fracciones helicoidales, estructura beta
y hélices al azar pero en conjunto establecen conjuntos de estructura globular. El
dominio VI se corresponde con el extremo amino terminal de la cadena

polipeptidica.

Los dominios IV y VI actualmente se denominan como moddulos L4 y LN

respectivamente, segun la nomenclatura SWISS-PROT.

Al igual que en los dominios III y V los dominios VI de las cadenas gamma y beta

presentan una alta homologia entre si (30%) (Sasaki y Yamada, 1987).

El valor significativo de la alta homologia de la secuencia de aminodcidos del
dominio VI, asi como las localizadas en los dominios III y V, sugiere que estos
segmentos presentardn funciones bioldgicas comunes como resultado de la

transcripcion de un gen ancestral comun.

También el dominio amino terminal presenta sitios de union para con las proteinas
de membrana integrinas albl y a2bl (Languino et al., 1989; Hall et al., 1990;
Tomaselli et al., 1990; Colognato-Pyke et al., 1995; Colognato et al., 1997)
sugiréndose al mismo tiempo funciones tales como la union con el coldgeno de tipo

IV (Sasaki y Yamada, 1987).
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Los dominios amino terminal VI de las tres cadenas polipeptidicas participan en la
formacion de un polimero reversible calcio-dependiente (Paulsson, 1988; Yurchenco

et al., 1985; Yurchenco and Cheng, 1993).

1.3.1.6.1.4 Dominio B 0 Segmento Alfa

El dominio B o segmento alfa, constituido por aproximadamente 30 residuos
aminoacidicos, se caracteriza por contener seis cisteinas y ocho glicinas que
interrumpen la estructura alfa helicoidal del dominio I y II del mondémero beta

(cadena B1) (Engvall y Wewer, 1996).

1.3.1.6.2 Estructura de la cadena Alfa

En general, las cadenas alfa son semejantes a las cadenas gamma y beta en cuanto a

sus secuencias y dominios.

No obstante, una diferencia estructural significativa es que a nivel del extremo
carboxilico terminal la cadena alfa se caracteriza por presentar una serie de

estructuras globulares denominadas como dominios G (LG1- LGY).

Otra diferencia estructural es el hecho de que los dominios III y IV se encuentran
subdivididos cada uno en dos segmentos dispuestos de forma alterna entre si (Illa,
IVa, Illb, IVb). Los dominios IV alfa son dominios homdélogos a los dominios IV de
las cadenas gamma. El dominio IVa de la cadena alfa 1 en raton contiene la
secuencia del tripéptido de union RGD (Arg-Gly-Asp) reconocible por la alfa v beta
3 integrina (Aumailley et al., 1990; Schulze et al., 1996).

El conjunto de los cinco dominios G se corresponde con una secuencia de
aproximadamente 900 residuos aminoacidicos. Cada dominio LG esta constituido

por una serie de secuencias en conformacion beta antiparalela en dos planos a la cual
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se les une un ion calcio. Se ha sugerido que el ion calcio sirve como puente de union
entre la laminina y los grupos sulfato de moléculas oligosacaridas como por ejemplo
el alfa distroglicano (Bowe et al., 1994; Andac et al., 1999; Hohenester et al., 1999;
Talts et al.,1999; Talts y Timpl 1999).

Moléculas efectoras pueden modular la polimerizacion de la laminina; esto es,
realzandola o inhibiendola, segiin la presencia y la concentracién de heparina. El
realce en gran parte se debe a la capacidad de la heparina de unir o acortar dominios

G (Yurchenco et al., 1990).

El dominio LG3 presenta alta afinidad de interaccion no covalente, al igual que los
dominios de la cadena gamma III, por los receptores nidogeno/entactin (Paulsson et

al., 1987; Fox et al., 1991).

Los dominios LG también intervienen en la union con el proteoglicano de las
membranas basales agrin (Ruegg et al., 1992; Denzer et al., 1997, 1998; Gesemann
et al., 1995, 1996) y con los receptores de membrana del tipo integrina (abbl, a6b4,
a7bl) probablemente con LGl y/o LG2 asi como con el alfa distroglicano en el
dominio LG1-3 y LG4-5 (Sonnenberg et al., 1988; Aumailley et al., 1990; Kramer et
al., 1991; Lee et al., 1992; Ervasti y Campbell, 1993; Gee et al., 1993). Tanto las alfa

6 integrinas como la a7bl son integrinas muy especificas para la laminina.

La heparina y otros tipos de polimeros que contienen heparan sulfato pueden unirse a
los dominios VI de la cadena alfa (Roberts, 1986; Mann et al., 1988; Roberts et al.,
1988; Yurchenco et al., 1990; Sung et al., 1993; Colognato-Pyke et al., 1995; Sung
et al., 1997). También y de forma similar a lo que ocurre en el dominio VI de la
cadena alfa, la heparina y otros tipos de polimeros que contienen heparan sulfato

pueden unirse también a los dominios LG4 de dicha cadena (Roberts, 1986; Mann et
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al., 1988; Roberts et al., 1988; Yurchenco et al., 1990; Sung et al, 1993; Colognato-
Pyke et al., 1995; Sung et al., 1997; Hohenester et al., 1999).

1.3.2 La Matriz extracelular en el desarrollo glomerular y las

patologias renales

Si bien, todas las matrices extracelulares contienen coldgeno, proteoglicanos y
glicoproteinas, no todas las matrices extracelulares presentan idéntica composicion
molecular. Actualmente, el concepto de matriz extracelular especifico de tejido se
considera mas bien como norma que como excepcion. Ademas, a este concepto de
especificidad se ha afiadido "la hipercomplejidad" de que, hasta el momento, de la
molécula de colageno tipo IV se conocen seis variantes genéticas de sus cadenas alfa
(IV) (alfa 1(IV)- alfa 6(IV) (Hudson et al., 1993) y doce isoformas posibles de
laminina en tejidos. (McCarthy et al., 1987; Fessler et al., 1987; Chiquet et al., 1988;
Burgeson et al., 1994; Richards et al., 1994; livanainen et al., 1995; Miner et al.,
1995; Champliaud et al., 1996; Koch et al., 1999; Martin et al., 1999; Hutter et al.,
2000).

Ademas, las moléculas alfa triméricas de colageno tipo IV, que en la mayoria de
moléculas de colageno tipo IV se forman por la asociacion de dos cadenas alfa 1(IV)
y una cadena alfa 2(IV), en los coldgenos de las membranas basales glomerulares las
isoformas que se detectan se corresponden con: una cadena alfa 3(IV), una cadena
alfa 4(IV) y una cadena alfa 5(IV) como mayoritarias y algunas cadenas alfa 1(IV) y
alfa 2(IV) como minoritarias (Hudson et al., 1993; Biiyiikbabani y Droz, 1994;
Gubler et al., 1995; Virtanen et al., 1995; Fischer et al., 2000).
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Algo semejante se observa en relacion con las moléculas triméricas de laminina. Asi,
mientras la mayoria de las membranas basales celulares contienen la isoforma beta 1
en su molécula, las membranas basales glomerulares maduras carecen de isoforma
beta 1, estando ésta sustituida por isoformas del tipo beta 2; ademas, la laminina 11
(alfa 5, beta 2, gamma 1) parece ser la principal laminina en la membrana basal
glomerular madura mientras que el mesangio glomerular maduro contiene laminina 1
(alfa 1, beta 1, gamma 1) y laminina 2 (alfa 2, beta 1, gamma 1)(Gubler et al., 1995;
Virtanen et al., 1995; Miner et al., 1997; Fischer et al., 2000).

La naturaleza exacta de los proteoglicanos de heparan sulfato, que contribuyen a la
carga negativa de la membrana basal por medio de sus cadenas laterales de
glicosaminoglicanos se desconoce todavia pero, mientras el agrin parece ser el
principal proteoglicano de la membrana basal glomerular se considera al perlecan
como el proteoglicano mayoritario en el resto de membranas basales celulares

(Groffen et al., 1998a y b).

Otro nivel adicional a la hipercomplejidad en la organizacion de las matrices
extracelulares es la expresion temporal de las diferentes isoformas de algunas de las
moléculas que la estructuran; es sabido que distintas moléculas de la matriz se
expresan de manera temporal y espacialmente especifica durante el desarrollo del

tejido.

El glomérulo renal refleja esta complejidad cuando se examina usando anticuerpos
especificos para las familias de moléculas de la membrana basal glomerular y el
mesangio y sus isoformas para el colageno tipo IV, la laminina y los proteoglicanos
(Ekblom, 1981; Abrahamson, 1985; Mounier et al., 1986; Lelongt et al., 1987; Klein
et al., 1988; Butkowski et al., 1989; Desjardins et al., 1990; Ekblom et al., 1990,
McCarthy y Couchman, 1990; Sanes et al., 1990; McCarthy et al., 1993; Miner y
Sanes, 1994; Sorokin et al., 1997).
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Al final de la etapa de vesicula de la nefrogénesis, la futura nefrona consiste en una
poblacion de células epiteliales circunscritas por una primitiva lamina basal. En este
estadio del desarrollo la lamina basal de la vesicula se ha demostrado que esta
compuesta por colageno tipo IV (alfa 1(IV), alfa 2(IV)) (Miner y Sanes, 1994),
fibronectina (Ekblom, 1981; McCarthy et al., 1993; Mounier et al., 1986), laminina
(Ekblom, 1981; Abrahamson, 1985; McCarthy et al., 1993; Mounier et al., 1986),
nidogeno/entactin (Ekblom et al., 1994), proteoglicanos de heparan sulfato (Lelongt
et al.,1987), perlecan (McCarthy et al., 1993; Mounier et al., 1986) y carencia de
proteoglicanos de condroitin sulfato (McCarthy et al., 1993).

En esta etapa de vesicula, las cadenas beta 1 y gamma 1 de la molécula de laminina
estan presentes en la lamina basal (Ekblom et al., 1990) junto con una cadena alfa
(Miner et al., 1997; Sorokin et al., 1997). Esta composicion molecular particular de

la membrana basal persiste en las fases en coma y en S temprana de la nefrogénesis.

También, durante la fase de vesicula varios acontecimientos correspondientes al
inicio de la formacion de la futura membrana basal glomerular estan ya en proceso
de desarrollo, asi, los elementos del presunto arbol vascular empiezan a invadir la
hendidura inferior (Osathanondh y Potter 1966; Sariola et al., 1984) para dar lugar
posteriormente a las poblaciones celulares del endotelio capilar y de las células

mesangiales del glomérulo adulto (Reeves et al., 1978; 1980).

Las células endoteliales que limitan los futuros capilares glomerulares dentro de la
hendidura glomerular presentan fenestraciones con diafragma y una escasa lamina
basal. A medida que la glomerulogénesis prosigue, las fenestraciones de la célula
endotelial pierden sus diafragmas para permitir el acceso de solutos y solventes a la

membrana basal glomerular naciente (Reeves et al., 1980).
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De manera concomitante con la ramificacion vascular dentro de la hendidura
glomerular aparecen los acontecimientos asociados con la segregacion de las células
en los futuros epitelios parietal y visceral del glomérulo adulto. Las células que
forman el limite inferior de la hendidura, aquellas destinadas para dar lugar al
epitelio visceral, comienzan a polarizarse, segregan su lamina bésal (McCarthy,
1997) y aparece la asociacion inicial de dos poblaciones de células, la epitelial y la
endotelial separadas por sus respectivas laminas basales y por una capa de matriz
fibrilar la cual no contiene laminina (Abrahamson y Perry, 1986), lo cual contrasta de

forma ostensible con las dos ldminas basales adyacentes.

Con disposicion central al desarrollo del lecho capilar aparece el futuro mesangio,
que, en este estadio del desarrollo, estd compuesto predominantemente por células
rodeadas por una leve matriz de tejido conectivo, con proteoglicanos de condroitin

sulfato, limitada por la membrana basal glomerular.

En los glomérulos en la etapa de asa capilar, se puede observar algunas areas de la
pared capilar donde se dan los primeros indicios de que “la fusion" de las capas
densas de ambas laminas basales, endotelial y epitelial visceral, esta ocurriendo. El
mecanismo exacto de la “fusion" y con ello de la formacion de la membrana basal
glomerular como tal se considera que es un proceso gradual y que implica la
renovacion del condroitin por el hialuronan, que previamente habia sido sustituido
por el mismo, de la matriz y la fusion de las dos ldminas densas (Abrahamson, 1987;
Lelongt et al., 1987; Abrahamson, 1991; McCarthy et al., 1993; McCarthy, 1997) asi
como por la evidencia resultante para diversos autores de que a partir de ese
momento es el epitelio visceral la Unica fuente biosintética de la matriz que
constituye la membrana basal glomerular madura (Kurtz y Feldman, 1962;

Abrahamson, 1985; Stow et al., 1985).
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En las etapas siguientes a la fusion de las ldminas basales y hasta la maduracion del
glomérulo, la nefrogénesis conduce a una transicion gradual de las isoformas de la
molécula de coldgeno en el desarrollo de la membrana basal glomerular desde las
cadenas alfa 1(IV) y alfa 2(IV), presentes todavia entre el estadio tardio en S y el
temprano de asa capilar, hasta las cadenas alfa 3(IV), alfa 4(IV) y alfa 5(1V)
encontrados en los glomérulos maduros de las ratas postnatales (Desjardin y
Bendayan, 1991; Lee et al., 1993, Miner y Sanes, 1994; Cosgrove et al., 1996; Miner
y Sanes, 1996; Harvey et al., 1998).

Este cambio en el tipo de isoformas de las cadenas de coldgeno tipo IV de la
membrana basal glomerular también se refleja de forma simultanea por Ia
transformacion de las cadenas beta 1 de laminina por las cadenas beta 2 (Miner y
Sanes, 1994) y la acumulacion de cadenas alfa 5 en sustitucion de las cadenas alfa 1
o alfa 4 que desaparecen progresivamente (Miner et al., 1997). Hasta ahora, se ha
demostrado que la cadena gamma 1 de laminina es la Unica, del heterotrimero, que

persiste en todas las secuencias del desarrollo de la nefrona.

Segun Fischer et al., 2000 paralelamete a estos cambios, la fibronectina desaparece
progresivamente de la membrana basal glomerular ademas de que para Miner 1999,
aunque de forma inversa, dice que en las matrices ricas en fibronectina no aparecen

cadenas alfa 1 de laminina .

McCarthy et al., en 1993 destacaron el hecho de que también durante el proceso de
la maduracion glomerular, la matriz mesangial sufre un proceso de reorganizacion en
sincronia con la maduracion postnatal de la membrana basal glomerular. No
obstante, parece que la composicion de la matriz mesangial durante la
glomerulogénesis no sigue un patréon de cambio similar a lo descrito para la

membrana basal glomerular, sino que mas bien permanece constante a lo largo de
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todo el proceso, y solo la isoforma de la cadena alfa de laminina podria cambiar

(Sorokin et al., 1994; Sorokin et al., 1997; Kashtan et al., 2001).

La membrana basal glomerular, ademas de presentar propiedades selectivas
caracteristicas para distintas moléculas de tamafio y/o carga distintas, también se
caracteriza por tener una composicion quimica caracteristica en las isoformas de sus
componentes principales es decir, del colageno tipo IV, de la laminina y de los
proteoglicanos de heparan sulfato; ya que las isoformas presentes en las membranas
basales maduras, en las distintas especies animales, son distintas de las que estan
presentes en la mayoria de otras membranas basales (revisado en Sanes et al. 1990;

Philajaniemi, 1996).

Algunas patologias renales, asi como algunas patologias sistémicas, son responsables
de producir, como efecto primario o secundario de la propia enfermedad, no sélo
modificaciones histolégicas en las matrices extracelulares sino también
modificaciones en la composicion quimica de las matrices modificadas, produciendo
a su vez variaciones en las propiedades funcionales de la membrana basal glomerular

y del mesangio y/o modificacion de las funciones de los podocitos.

La proteinuria asociada con enfermedades glomerulares es considerada como un
efecto secundario a las alteraciones de las propiedades selectivas de carga y/o
tamafio de la membrana basal glomerular, aunque las modificaciones moleculares
responsables de estos cambios funcionales son todavia poco conocidas (Kanwar et

al., 1991).

El sindrome de Alport, una glomerulonefritis hereditaria acompafada de sordera
neurosensorial, es causada por mutaciones en alguno de los genes que codifican las
cadenas alfa 3, alfa 4, y alfa 5 del coldgeno tipo IV (COL4A3, COL4A4, y COL4AS,
respectivamente) (Hudson et al., 1993; Antignac, 1995). Como el gen COL4AS5 esta
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ligado al cromosoma X, (Hostikka et al., 1990) la mayoria de pacientes con sindrome

de Alport son de sexo masculino.

La nefropatia de Alport avanzada, se caracteriza clinicamente por el desarrollo de
insuficiencia renal y proteinuria y estructuralmente por el engrosamiento, la
disminuciéon en la densidad y la laminacién progresiva de la membrana basal
glomerular (Atkin et al., 1988, Gubler et al., 1993; Kashtan y Michael, 1993). En esta
patologia renal, la membrana basal glomerular muestra como caracteristica el hecho
de que, cuando una de las cadenas alfa 3, alfa 4 o alfa 5 de colageno tipo IV muta, las
otras modifican su funcion normal en la membrana basal glomerular; ésto implica
que mientras en condiciones normales las cadenas de colageno tipo IV se ensamblan
en una red especializada que confiere estabilidad estructural a la membrana basal
glomerular, en los glomérulos Alport adultos aparecen anormalidades estructurales y
funcionales de la membrana basal glomerular (Hudson et al. 1993; Gunwar et al.,

1998; Boutaud et al., 2000).

En las membranas basales glomerulares Alport, las cadenas de coldgeno IV que
mutan (alfa 3, alfa 4 o alfa 5) son sustituidas por cadenas alfa 1(IV), y alfa 2(IV),
que normalmente son las que se encuentran en las membranas basales glomerulares
inmaduras (Kashtan y Kim, 1992; Miner y Sanes, 1994; Kalluri et al., 1997; Harvey
et al., 1998).

Mientras que en las membranas basales glomerulares maduras normales las cadenas
alfa 1(IV) y alfa 2(IV) estan limitadas a la region subendotelial de la membrana
basal, en los rifiones con el sindrome de Alport estas cadenas se expresan en todo el

espesor de la membrana basal glomerular (Kashtan y Kim, 1992; Muda et al., 1997).

En el sindrome de Alport humano, los colagenos tipo Vy VI también se acumulan

de modo anormal en la membrana basal glomerular. Estos coldgenos normalmente se
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expresan en el mesangio y en la region subendotelial de la membrana basal

glomerular (Kashtan y Kim, 1992; Kashtan et al., 2001).

En la glomerulonefritis membranosa, las cadenas de colageno tipo IV no difieren de
las cadenas de los glomérulos normales (Kim et al., 1991; Biiyiikbabani y Droz,
1994; Haramoto et al., 1994; Cai et al., 1996a; Zhang y Lee, 1997; Fischer et al.,
2000) mientras que, en la glomeruloesclerosis focal la matriz que se acumula entre
los podocitos y la membrana basal glomerular estd formada sélo por cadenas alfa 1

(IV) o alfa 2 (IV) (Biiylikbabani y Droz, 1994; Cai et al., 1996b; Fischer et al., 2000).

Algunos estudios, han sugerido que las propiedades de filtracion de la membrana
basal glomerular dependen de la composicidon exacta de las isoformas que estructuran
la laminina; de tal forma que cuando una mutacién nula es introducida en el gen que
codifica la sintesis de la cadena beta 2 de la molécula de laminina, los ratones
transgénicos desarrollan proteinuria severa inmediatamente después del nacimiento
(Noakes et al., 1995; Fischer et al., 2000). Una semana después del nacimiento, la
membrana basal glomerular de estos animales parece ser estructuralmente normal,
en las observaciones realizadas con microscopia Optica y electronica, y las unicas
modificaciones que han sido detectadas en dicho periodo son la presencia de
moléculas de laminina que contienen cadenas beta 1. Este hecho, hace pensar que
son las modificaciones de las isoformas de laminina presentes en la membrana basal
glomerular las responsable de la proteinuria severa en distintas patologias renales

(Noakes et al., 1995; Fischer et al., 2000).

Habib y colaboradores en 1982 y Thorner y colaboradores en 1987 examinaron la
expresion de la laminina en la membrana basal glomerular de perros con la
glomerulopatia hereditaria del Samoyedo, una forma de sindrome de Alport ligada al
cromosoma X, en éstos no se observd ninguna diferencia entre la expresion de la

laminina de las membranas basales y del mesangio entre perros normales y
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afectados. Tampoco Miner y Sanes en 1996 y Lu y colaboradores en 1999
relacionaron el sindrome de Alport en humanos y perros con la expresion anormal de
la laminina en la membrana basal glomerular. Sin embargo, en la época en que estos
estudios fueron realizados se conocia poco sobre la expresion especifica de las
isoformas de laminina en los tejidos, utilizando ademas pruebas ampliamente

reactivas.

Actualmente se ha demostrado que la expresion aberrante de la laminina alfa 2,
normalmente restringida a la matriz mesangial (Miner et al., 1997; Miner, 1999),
aparece en las membranas basales glomerulares como una anormalidad
coherentemente observada en el sindrome de Alport (Cosgrove et al., 2000; Kasthan
et al., 2001; Andrews et al., 2002). La presencia de laminina alfa 2 en la membrana
basal glomerular de individuos con el sindrome de Alport junto con una serie de
cadenas anormales en el colageno tipo IV, puede cambiar las propiedades de
filtracion de la membrana basal glomerular o perturbar la homeostasis de los
podocitos (Andrews et al., 2002). También, es posible que el cambio en las cadenas
de colageno tipo IV en las membranas basales glomerulares modifique la expresion
de la laminina en las membranas basales glomerulares tipo Alport, quizas por
estimulacion de la expresion de las cadenas de laminina que tipicamente se
encuentran en asociacion con las cadenas alfa 1 y alfa 2 del coldgeno tipo IV

(Kashtan et al., 2001).

Estudios realizados, en rifiones de ratones, perros y humanos que diferenciaban entre
el sindrome de Alport ligado al cromosoma X y las formas autosdmicas recesivas
para detectar la expresion de cadenas alfa, beta y gamma de laminina, usando
anticuerpos monoespecificos, han puesto de manifiesto que las cadenas que
conforman la laminina 11 (alfa 5, beta 2, gamma 1) no desaparecen de las
membranas basales glomerulares con el sindrome de Alport, aunque mientras las

cadenas alfa 2 de laminina estaban ausentes de las membranas basales glomerulares
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normales de humanos, ratones y perros, en las membranas basales glomerulares con
el sindrome de Alport estaban anormalmente expresadas independientemente del
modelo de herencia o de la especie. Sin embargo, mientras en los rifiones tipo Alport
de ratones y perros, la cadena alfa 2 aparecia depositada como parte de la laminina 2
(alfa 2, beta 1, gamma 1) y como parte de la laminina 4 (alfa 2, beta 2, gamma 1), en
rifiones tipo Alport de humanos soélo aparecia como parte de la laminina 4 (Kashtan
et al., 2001). La expresion de las cadenas alfa 2 de la laminina de la membrana basal
glomerular no ha sido observada en una gran variedad de glomerulopatias humanas
distintas al sindrome de Alport. También, en rifiones de raton tipo Alport, pero no en
rifiones tipo Alport humanos, se ha puesto de manifiesto, mediante tincion focal de
la membrana basal glomerular, la cadena alfa 1 de laminina, probablemente como
parte del trimero de laminina 1. La razon de esta diferencia se desconoce, pero puede
ser el reflejo de diferencias especificas de especie en la expresion génica de la
laminina, dado que la laminina alfa 1 es expresada en el mesangio de los rifiones

normales de raton, pero no en rifiones normales humanos (Kashtan et al., 2001).

Otros autores han puesto de manifiesto la expresion de la cadena beta 1 de laminina
en las membranas basales de los glomérulos de ratones y perros con sindrome de
Alport autosomico (Cosgrove et al., 1996; Miner y Sanes, 1996; Lees et al., 1998).
La discrepancia entre el sindrome de Alport humano, a diferencia con el sindrome de
Alport de ratones y perros, en la deposicion de laminina beta 1 en la membrana basal
glomerular puede reflejar diferencias especificas de especie en la regulacion de la

expresion de esta proteina.

En pacientes con glomerulonefritis membranosa, donde las modificaciones mediante
microscopia revelan cambios caracteristicos alrededor de las membranas basales de
los capilares glomerulares y fusion de los pedicelos (Biiyiikbabani y Droz, 1994;
Haramoto et al., 1994; Zhang y Lee, 1997), solo aparecen cambios discretos en la

estructura de las moléculas de laminina presentes en la membrana basal glomerular;
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no obstante estas moléculas contienen cadenas beta 1 en vez de beta 2. Esta
modificacion no ha sido observada en las lamininas de las membranas basales
glomerulares de pacientes que presentan glomerulonefritis focal, glomerulonefritis de
lesiones minimas, glomerulonefritis mesangiocapilar o nefropatia IgA, aunque si se
ha determinado la presencia de cadenas beta 1 de laminina a nivel de las membranas

basales glomerulares tubulares y en el mesangio glomerular (Fischer et al., 2000).

No obstante, en un modelo experimental de nefritis lipica y en un modelo de
glomerulonefritis asociada a enfermedad de rechazo del injerto (Graft-versus-host
disease), también se ha descrito que la isoforma de cadena beta de laminina que
aparece es la beta 1; en ambos casos la enfermedad renal es responsable de

proteinuria severa (Bergijk et al., 1992; Kootstra et al. 1995).

Mediante la utilizacion de técnicas de radioinmunoensayo, Shimomura y Spiro en
1987, observaron que la membrana basal glomerular de los diabéticos contenia un
elevado nivel de heparan sulfato y de laminina, con valores medios que se
encontraban entre el 30 y el 60%, respectivamente, por encima de los valores

normales control de los no diabéticos.

En pacientes con diabetes de tipo I, se han realizado amplios estudios sobre el
metabolismo renal (Fukui et al., 1992; Biiyiikbabani y Droz, 1994; Ehara et al., 1994;
Yang et al., 1995). Fukui y colaboradores, en 1992, relacionaron el engrosamiento de
la membrana basal glomerular con el incremento progresivo de los niveles del
ARNm de las cadenas beta 1 y gamma 1 de la laminina en los glomérulos de ratas de
I, 3 y 6 meses con diabetes producida por estreptozotocina. También, Yang y
colaboradores, en 1995, relacionaron el engrosamiento de las membranas basales
glomerulares con el incremento en la transcripcion de las cadenas beta 1 de la
laminina en ratones de 1 mes con diabetes del tipo espontaneo no obeso. En ratones

con diabetes de tipo II (db/db) se ha relacionado el incremento de las cadenas alfa 1,
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beta 1 y gamma 1 en la membrana basal glomerular y en el mesangio y el de la
cadena alfa 5 en la membrana basal glomerular, en la membrana basal de los tibulos
y en el mesangio, no con el aumento de los niveles de transcripciéon sino con
mecanismos no transcripcionales (Lubec y Pollak, 1980; Knecht et al., 1987; Abrass
et al., 1994; Schnaper, 1995; Cohen et al., 1997; Proud y Denton, 1997; Suzuki et al.,
1997; Wolf et al., 1998; Ha et al., 1999).
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3 Objetivos

Los estudios actuales sobre la composicion a nivel genético de las diferentes
especies, asi como la forma en que determinados genes influyen sobre los procesos
embrionarios que conducen a la formacion de un nuevo individuo muestran, que a lo
largo de la evolucion, las diferencias son relativamente pequefias cuando analizamos

estos factores.

No obstante, en la naturaleza existe una gran diversidad morfologica y estructural de
estos mismos individuos que haria suponer diferencias mucho mas notables.
Evolutivamente, las especies han sufrido adaptaciones que han conducido a estas
notables diferencias morfoldgicas, independientemente de que, por parte de las
estructuras implicadas, se hayan mantenido los mecanismos funcionales necesarios

para la vida del individuo y de mantenimiento de la especie.

Como hemos visto en los capitulos anteriores, la existencia de un elemento tan
importante como las membranas basales sigue siendo objeto de estudio, dada la
extraordinaria variabilidad y complejidad de moléculas que las constituyen, y aun
mas cuando el problema lo centramos en la membrana basal glomerular con una
funcién importantisima para la vida del individuo y que frecuentemente se ve

implicada en las patologias de caracter renal.
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El hecho de que desde el punto de vista experimental, cada vez se incorporen nuevas
especies como animales de laboratorio, cuya morfologia estructural todavia no es
totalmente conocida en detalle, nos ha hecho plantear como objeto de este estudio el
analizar en un primer lugar si existen diferencias morfoldgicas estructurales entre
especies aparentemente proximas de una familia zoologica, como la de los roedores,
a nivel del corptsculo renal comparando la morfologia de un animal estandar de
laboratorio, como es el raton de laboratorio Mus musculus, con especies silvestres

como son Mus spretus, Apodemus sylvaticus y Clethrionomys glareolus.

En segundo lugar y una vez conocida esta morfologia, entraremos a analizar con
detalle como se distribuyen dos de las moléculas principales, como son la
fibronectina y la laminina, en la composicion de las membranas basales de dicho

corpusculo renal,

Finalmente, el estudio pormenorizado de los componentes de una determinada
estructura, cuando se comparan especies de un determinado grupo, nos permitira
analizar los resultados no solo desde un punto de vista puramente morfoldgico sino
también desde una vertiente evolutiva, que nos ayude también a comprender las

convergencias o divergencias posibles entre especies aparentemente proximas.
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3 Material y Métodos

3.1 Animales utilizados y obtencion de muestras

Para la realizacion de la presente Tesis Doctoral se han utilizado individuos adultos
de varias especies de roedores, que han incluido a Mus musculus (de la cepa
isogénica de raton BALB/c), Mus spretus, Clethrionomys glareolus y Apodemus

sylvaticus.

Los individuos pertenecientes a la especie Mus musculus fueron proporcionados por
el estabulario de la Facultad de Medicina de la U.B., estos ejemplares han sido
utilizados no tan s6lo como material de estudio sino como ejemplares control de todo

el trabajo con el fin de comparar los resultados obtenidos en las especies salvajes.

Los individuos de las otras especies de roedores procedian de capturas "in vivo"”
realizadas en el medio natural, en el curso de diferentes campafias de captura,
llevadas a cabo durante los afios 1999-2000 y proporcionados por el Prof. Dr. J.
Gosalbez de la seccion de micromamiferos del Departamento de Biologia Animal

(Zoologia-Vertebrados) de la Facultad de Biologia de la U.B.
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Para la obtencion del material histoldgico utilizado, los especimenes fueron
previamente preanestesiados con éter y posteriormente sacrificados mediante

dislocacion cervical.

Los rifiones fueron extraidos y procesados mediante diversas técnicas para

microscopia optica y electronica de transmision.

3.2 Técnicas de microscopia optica

Para el estudio en microscopia Optica se utilizaron métodos de coloracion como el
PAS-Azul de Alcidn, y técnicas de inmunohistoquimica. De este modo, con una parte
de las muestras se seguira el protocolo destinado a la tincion PAS-Azul de Alcian
mientras que con la otra se seguird un protocolo inicial comuin para las técnicas

inmunohistoquimicas.

3.2.1 Tincion PAS-Azul de Alcian

La tincion doble PAS-Azul de Alcian es especifica para las laminas basales. La
reaccion presenta un color intermedio entre el rojo y el azul, debido a la coexistencia

de sustancias glucidicas acidas y neutras.

Las muestras se fijan en solucion alcohdlica de Bouin y se incluyen en parafina, de
acuerdo con los protocolos tradicionales. Posteriormente, se obtienen secciones de 6-

8 1 con un microtomo Leitz 1512.

Las secciones obtenidas en parafina se procesaron con el siguiente protocolo:
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- Desparafinado de las muestras, segun método estandar.

- Incubacion en una solucion de Azul de Alcian al 0.5% y acido acético al 3% en

agua destilada durante 15 min.

- Lavado con agua corriente hasta que la muestra deje de desprender coloracion azul.

- Lavado con agua destilada 5 min.

- Incubacion durante 5 min. en solucion de acido peryodico al 0.5% en agua

destilada.

- Lavado con agua corriente durante 2 min.

- Incubacion con el reactivo de Schiff (Carlo Erba) durante 15 min.

- Lavado enérgico en agua destilada.

- Lavado bajo agua corriente durante 5-10 min.

- Deshidratacion de las muestras segiin método standard y montaje con DPX.

Las muestras se observan y fotografian en un microscopio Olympus Vanox-S

3.2.2 Inmunohistoquimica

En el caso de las muestras que se utilizaron para llevar a cabo las técnicas de

inmunohistoquimica, se fijaron en una solucién mezcla de paraformaldehido al 4% y

glutaraldehido al 0,1% en PBS (NaCl 7.650 gr, Na,HPO4 0.7gr, KH,PO4 0.210 gr
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disueltos en 1 litro de agua destilada) donde se mantienen a 4°C durante 12 horas.
Seguidamente se realizan dos lavados de 10 minutos con PBS y se bloquean con una

solucion de NH4CI 50 mM en PBS durante 90 minutos a 4°C.

Se efectuan dos nuevos lavados con PBS durante 10 minutos y se crioprotegen con

sucrosa al 30% en PBS adicionada de azida sodica al 0,01%.

Posteriormente, se congelan con nitrogeno liquido y se cortan, mediante un criostato
(Reichert-Jung modelo 2800), para la obtencion de secciones de 10u de grosor que se

procesaran posteriormente segun la técnica a utilizar

3.2.2.1 Inmunoperoxidasa

Las criosecciones para el estudio inmunohistoquimico con peroxidasa se procesaron

segun el siguiente protocolo:

- Bloqueo de las reacciones inespecificas por parte de los anticuerpos con glicina 0.1

M en PBS, dos lavados de 5 min. cada uno.

- Inhibicion de la peroxidasa enddégena, mediante una solucion formada por 1.7 ml de
H,0, al 0.5% y metanol al 10% en PBS preparada y utilizada al momento. En esta

solucion se dejan los cortes durante un espacio de 30 minutos.

- Lavados con PBS, dos lavados de 5 min. de duracion cada uno de ellos.

- Bloqueo de reacciones inespecificas en la muestra mediante inmersiéon en una

solucién de ovoalbiimina al 5% en PBS durante una hora; se realizan tres lavados de

20 min. en agitacion continua.
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- Incubacién con un primer anticuerpo.

Se utiliza un primer anticuerpo comercial en cada uno de los grupos de muestras

utilizados, que son: anti-laminina (Gibco) o anti-fibronectina (ICN).

Los anticuerpos se diluyen en la solucion de ovoalbimina al 5% en PBS, en las
siguientes proporciones:
- anti-laminina 1:200

- anti-fibronectina 1:100

Estas proporciones se obtuvieron a partir de ensayos previos que permitieron
determinar la diluciéon Optima en cada caso para la anti-laminina y la anti-
fibronectina.

- Incubacion de la muestra durante toda la noche a 4°C.

- Dos lavados de 5 min. en PBS.

- Nuevo bloqueo de la muestra. El bloqueo se efectia con una solucion de leche
Molico (Nestl¢) al 5% en PBS durante una hora. Se realizan tres lavados de 20 min.
en agitacion continua.

- Incubacién con un segundo anticuerpo durante una hora a temperatura ambiente. Se
utiliza un anticuerpo comercial (Dako) conjugado con peroxidasa y diluido en
solucion de leche Molico al 5% en proporcion 1:50.

- Dos lavados de 5 min. con PBS.

- Revelado de la reaccion antigeno-anticuerpo.
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La reaccion antigeno-anticuerpo se revela con una solucion de diaminobencidina
formada por: 5 mg. de diaminobencidina, 10 pl de H,O; al 30% y PBS hasta 10 ml.
Las muestras se dejan en esta solucion hasta que se pueda observar la aparicion de

una coloracidén amarronada.

- Lavado de las muestras con agua destilada para detener la reaccion de coloracion.
En todos los casos, las muestras no deben dejarse mas de cinco minutos en la

solucion de diaminobencidina para evitar el ruido de fondo.

- Contrastado de la reaccion.

Las muestras se tifien durante 2-3 seg. con una solucion de hematoxilina de Harris, y
a continuacion se lavan con agua corriente hasta que vire el colorante.

- Montaje de las muestras.

Las muestras ya contrastadas se deshidratan, de modo convencional, en una serie de
alcoholes de concentracion creciente, desde alcohol de 70° hasta alcohol absoluto,
seguidos de una inmersion en xilol y montaje con DPX.

Las muestras se observan y fotografian en un microscopio Olympus Vanox-S

3.2.2.2  Inmunofluorescencia

Las criosecciones para el estudio por inmunofluorescencia se procesan de forma
analoga al protocolo empleado para las muestras utilizadas para la técnica de
inmunoperoxidasa, introduciendo las modificaciones necesarias.

- Bloqueo con glicina 0.1 M en PBS, dos lavados de 5 minutos cada uno.

- Lavado en PBS, dos lavados de 5 minutos cada uno.



Material y métodos 83

- Bloqueo con la solucion de ovoalbumina 5% en PBS durante una hora. Tres

lavados de 20 minutos cada uno en agitacion continua.

- Incubacién con los anticuerpos especificos, anti-laminina o anti-fibronectina y

segun las diluciones anteriormente mencionadas, a 4°C durante toda la noche.

- Lavado con PBS, dos lavados de 5 minutos cada uno.

- Bloqueo con la solucién de Molico (Nestl¢) 5% en PBS. Se realizan tres lavados de

20 minutos cada uno.

- Incubacion con el segundo anticuerpo comercial (Dako), en este caso unido a

fluoresceina (FITC) durante una hora a temperatura ambiente y en la oscuridad.

- Lavado con PBS. Se realizan dos lavados de 5 minutos cada uno.

- Montaje de las muestras. Las muestras se montan directamente con la solucion
comercial Fluoroprep (BioMerieux) y se fotografian inmediatamente en un

microscopio Olympus Vanox-S. Una vez fotografiadas se guardan en oscuridad a

4°C manteniéndose asi la fluorescencia, aproximadamente, durante una semana.

3.3 Técnicas de microscopia electronica de transmision

3.3.1 Técnica estandar de microscopia electronica de transmision

Las muestras renales para realizar el estudio mediante microscopia electronica de

transmision se seccionan en porciones que permitan el correcto procesado (éstas
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deben presentar un tamafio aproximado del orden de 1 mm®) y deben incluir tanto

corteza como médula renal.

Las secciones obtenidas se procesaron segun el siguiente protocolo:

- Fijacion de las muestras en una solucion de paraformaldehido al 4% vy

glutaraldehido al 0.1% en PBS (0.1M, pH 7,2-7,4) durante 12 horas a 4°C.

- Lavado con PBS. Se realizan tres lavados de 10 minutos de duracidén cada uno de

ellos a 4°C.

- Post-fijacion con tetroxido de osmio al 4% tamponado con PBS a partes iguales.

- Deshidratacion del tejido mediante bafios sucesivos en gradientes crecientes de
etanol, en etanol-acetona y en acetona segun se describe a continuacion:

- 15 minutos en etanol de 30°

- 15 minutos en etanol de 50°

- 15 minutos en etanol de 70°

- 3 bafios de 10 minutos en etanol de 90°

- 3 bafios de 20 minutos en etanol de 100°

- 15 minutos en etanol de100° y acetona a partes iguales

- 15 minutos en acetona

- 30 minutos en acetona

- Inclusién en medio plastico de Araldite obtenido a partir de la mezcla de sus
componentes en las siguientes proporcines:

- 10 cc de componente A (resina epoxy)

- 10 cc de componente B (endurecedor)

- 0.3 cc de componente C (acelerador)



Material y métodos 85

- 0.2 cc de componente D (polimerizante)

Para la inclusion las muestras se introducen primero en una mezcla de acetona y
Araldite a partes iguales durante un minimo de 60 minutos con el fin de sustituir

progresivamente la acetona por el material plastico.

- Elaboracion de los moldes:

Las muestras se colocan en las casillas para realizar los moldes; éstas se rellenan con
Araldite y se nomenclaturan. Al cabo de 1 hora a temperatura ambiente los moldes se
introducen en la estufa de polimerizacion a 50°C; transcurrida 1 hora, se eleva la
temperatura de la estufa a 60°C y se dejan las muestras en ella durante 12 horas. A
continuacion se controla la textura y el nivel de los moldes, adicionando mas
plastico si es necesario, dejando las muestras durante 36 horas mas. Al cabo de este

tiempo, se extraen los moldes de la estufa.

- Realizacion de cortes semifinos control (1.5-2 p) mediante un microtomo 1100
AUTOCUT (Reichert-Jung). Las cuchillas de vidrio para realizar los cortes fueron

confeccionadas con un aparato LKB.

- Tincién de los cortes semifinos con azul de metileno al 0.5%, preparado de la
siguiente forma: Disolver en bafio de agua a 50° C, 0.5 gr. de azul de metileno con
100 ml de agua destilada. A continuacion anadir 0.5 gr. de tetraborato sodico

cristalizado (borax). Filtrar antes de utilizar.

- Visualizacién al microscopio Optico de los cortes tefiidos y eleccion de la zona mas
apropiada para la posterior confeccion de nuevos cortes que se utilizaran para la

observacion con microscopio electronico de transmision.
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- Repiramidacion del bloque y realizacion de cortes ultrafinos con la ayuda de un
ultramicrotomo ULTRACUT (Reichert-Jung). Montaje de los cortes sobre rejillas de
300 mallas, seguido de doble contraste de los cortes con acetato de uranilo y citrato

de plomo.

- Primer contraste de los cortes con acetato de uranilo en solucidon acuosa al 10%.

Esta solucion se mezcla a partes iguales con alcohol de 95°.

Las rejillas se depositan sobre una gota de la solucion de acetato de uranilo-agua-

alcohol durante un tiempo de 20-30 minutos en semioscuridad.

- Tres lavados por inmersion en 10 cc. de H,O mQ.

- "Jet wash", lavado rapido de la muestra con unos 10 ml. de H,O mQ/rejilla.

- Secado sobre papel de filtro Whatman de 1 mm.

Una vez secas las muestras, se procede al segundo contraste con solucion de citrato
de plomo obtenido segun la siguiente metodologia:

- 1,33 gr. de nitrato de plomo cristalizado

- 1,76 gr. de citrato de sodio tribasico

- 30 cc. de agua destilada

Se agita durante una media hora, dejandolo reposar de vez en cuando para permitir la
formacion de citrato de plomo, pasado este tiempo, se afiaden:

- 8 cc. de hidroxido sddico 1N

- 9 cc. de agua destilada

De esta forma se consigue una soluciéon de citrato de plomo que debe quedar
totalmente transparente. Si la solucidon presenta cierto grado de turbidez, ésta debe

centrifugarse.
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Las rejillas se depositan sobre una gota de la solucion final de citrato de plomo

durante un tiempo de 10 minutos en oscuridad.

- Tres lavados por inmersion en 10 cc. de H,O mQ. En el primer pocillo de lavado se

adicionan 5 cc. de hidroxido sodico,1N.

- "Jet wash", lavado rapido de la muestra con unos 10 ml. de H,O mQ/rejilla.

- Secado sobre papel de filtro Whatman de 1 mm.

Las rejillas fueron observadas y fotografiadas a 80 Kv mediante un microscopio

electronico de transmision Philips EM 301 del Serveis Cientificoteécnics de la U.B.

3.3.2 Inmunolocalizacion mediante oro coloidal en secciones ultrafinas de

Lowicryl

Una vez obtenidos los rifiones, las muestras para microscopia electronica de

transmision se seccionan, para poder llevar a cabo un correcto procesado, en
. , - . 3 . .

porciones lo mas pequefias posibles, 1 mm” aproximadamente, cuidando de que

incluyan corteza y médula renal.

- Fijacion de las muestras en una solucion de paraformaldehido al 4% vy

glutaraldehido al 0.1% en PBS.

- Realizacion de bloques con Lowicryl (resina hidrosoluble que permite la
inmunolocalizacion sin que sea necesario eliminarla previamente mediante la
utilizacion de acetonas) segin metodologia estindar para mantener al maximo la

antigenicidad junto a la ultraestructura.
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- Realizacién de cortes semifinos (1.5-2 p) mediante el microtomo 1100 AUTOCUT

(Reichert-Jung). Las cuchillas de vidrio fueron confeccionadas con un aparato LKB.

- Tincion de las secciones semifinas con azul de metileno al 0.5%, preparado de la
siguiente forma: Disolver en bafio de agua a 50° C, 0.5 gr de azul de metileno con
100 ml de agua destilada. A continuacion afiadir 0.5 gr de tetraborato soddico

cristalizado (borax). Filtrar antes de ser utilizado.

- Visualizacién al microscopio optico de los cortes tefiidos y eleccion de la zona mas
apropiada para la posterior confeccion de nuevos cortes que se utilizaran para la

observacion con microscopio electrénico de transmision.

- Repiramidacion del bloque y realizacion de cortes ultrafinos con la ayuda de un
ultramicrotomo ULTRACUT (Reichert-Jung). Montaje de los cortes sobre rejillas

recubiertas con membrana de formvar y depdsito de carbono.

La inmunolocalizacion a nivel de los cortes se realiza segiin el siguiente protocolo:
- Hidratacion-bloqueo (hidratacion de los cortes y bloqueo de las reacciones
inespecificas) en una solucion de glicina 0.1 M en PBS, dos lavados de 5 min. cada

uno (el PBS debe filtrarse previamente en todos los casos).

- Nuevo bloqueo con ovoalbtimina al 2% en PBS durante 30 min. (la solucion

ovoalbumina-PBS se centrifuga previamente a 13.000 r.p.m. durante 5 min.).

- Incubacion de la muestra con uno de los anticuerpos primarios, anti-laminina o

anti-fibronectina, durante 2 h. en camara humeda.
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Ambos anticuerpos, anti-laminina o anti-fibronectina, se disuelven en una solucion
de ovoalbumina al 1% en PBS, centrifugada previamente a 13000 r.p.m. 5 min. La
concentracion utilizada para estos anticuerpos ha sido respectivamente de:

- anti-laminina 1:200

- anti-fibronectina 1:100

- Lavado con glicina 0.1 M en PBS, tres lavados de 5 min. de duracion cada uno de

ellos.

- Incubacién con proteina A conjugada a oro coloidal de 15 nm durante 1 h. en
camara humeda. La proteina A se disuelve a concentracion 1:35 en una solucion de
ovoalbumina al 1% en PBS centrifugada a 13.000 r.p.m. durante 5 min. La solucion
final se centrifuga a 3.500 r.p.m. durante 5 min..

- Dos lavados de 5 min. cada uno de ellos con PBS.

- "Jet wash", lavado rapido de la muestra con unos 10 ml. de H,O mQ/rejilla.

- Secado sobre papel de filtro Whatman de 1 mm.

- Primer contraste de los cortes con acetato de uranilo en solucion acuosa al 2%

durante 30 min.

- "Jet wash”, lavado rapido de la muestra con unos 10 ml. H,O mQ/rejilla.

- Segundo contraste de los cortes con solucion de citrato de plomo (Reynolds, 1963)

durante 10 min.

- "Jet wash”, lavado rapido con unos 10 ml. H,O mQ/rejilla.
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- Secado sobre papel de filtro Whatman de 1 mm durante 10-15 min.

Las rejillas fueron observadas y fotografiadas a 80 Kv mediante un microscopio

electrénico de transmision Philips EM 301 del Serveis Cientificotécnics de la U.B.
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4 Resultados

El estudio morfologico de la membrana basal glomerular de las diferentes especies
de roedores utilizados ha tenido como elemento base, el rifion de raton adulto Mus
musculus, esta especie ha servido de elemento control, ya que es una de las especies
mas utilizadas en el laboratorio y de las que se tienen mayor nimero de datos desde

el punto de vista experimental.

De este modo, hemos analizado los diferentes tipos celulares que conforman el
corpusculo renal, primero en el raton y luego en las otras especies de roedores
silvestres, para ver si existian diferencias morfologicas apreciables entre estos
especimenes, que a su vez pudieran explicar posibles diferencias en cuanto a la
presencia de la fibronectina y la laminina a nivel de la membrana basal glomerular y
de la matriz mesangial, ya que existen amplias divergencias entre los autores en
cuanto a la distribucion de estas moléculas tanto a nivel intraglomerular como en las

laminas basales peritubulares.

Al microscopio 6ptico, la utilizacién de una tincidon especifica para laminas basales
como es el PAS-Azul de Alcian, muestra una imagen caracteristica de la estructura
del tejido renal, en la que puede observarse una zona cortical, tefiida mas
intensamente, en la que se localizan la mayoria de los corpusculos renales y una zona

medular, mas palida y formada en su mayor parte por prolongaciones tubulares, sin
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que sea aparentemente visible una clara discontinuidad entre ambas zonas (Figs. 1-

2).

Cuando se observan estas muestras a mayores aumentos, la tincion delimita de forma
clara la lamina basal de la pared de la capsula glomerular (de Bowman) y las ldminas
basales tubulares, en este caso se pueden diferenciar tubulos contorneados
proximales y distales, presentando los tubulos proximales una mayor reaccion
acidofila, un epitelio ligeramente mas alto que el de los tibulos distales y
encontrandose su luz parcialmente ocupada por un ribete en cepillo que protruye
hacia el interior de la luz del tibulo, por el contrario los tibulos contorneados
distales presentan una menor reaccion acidofila, su luz es aparentemente mas amplia
y su borde interno se encuentra bien delimitado. En el interior del corpusculo renal, a
nivel del glomérulo se observa la presencia de dos coloraciones bien definidas, una
de tonalidad rojiza, que corresponde a la matriz mesangial y otra de aspecto azulado
que se relaciona con las paredes del ovillo vascular, y que a su vez es claro reflejo de

la presencia de diferentes componentes en ambas estructuras (Fig. 3).

Siguiendo con el estudio de las muestras a microscopia 6ptica, hemos utilizado dos
anticuerpos, uno anti-fibronectina y otro anti-laminina, con el fin de poder detectar la
presencia y localizacion de estas moléculas de una forma mas precisa. Para
visualizarlas, en ambos casos se han utilizado dos anticuerpos secundarios, uno
conjugado con peroxidasa y el otro con fluoresceina, siendo todos los anticuerpos

utilizados de caracter comercial.

Mediante la técnica de la inmunoperoxidasa, en el rindén adulto de raton, no aparece
una reaccion positiva a nivel de las ldminas basales tubulares que determine la
presencia de fibronectina, aunque si puede observarse un marcaje positivo en el

tejido conectivo presente en el espacio peritubular (Fig. 4).
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A nivel del corpusculo renal, la cépsula glomerular no presenta marcaje positivo
para la fibronectina. No obstante, a nivel de la membrana basal glomerular si que se
evidencia el marcaje positivo para dicha molécula. En el caso del tejido mesangial, el

marcaje también parece ser positivo a la presencia de la fibronectina (Fig.5).

Para determinar la presencia de fibronectina también se ha utilizado la técnica de la
inmunofluorescencia, mostrando esta técnica resultados semejantes a los de la
inmunoperoxidasa en lo referente a la presencia de dicha molécula. Asi, el marcador
no se localiza en las laminas basales de los tiibulos renales sino en el tejido conectivo

que rodea a estos tibulos (Figs. 6-7).

En el caso del corpusculo renal, la técnica de la fibronectina-inmunofluorescencia, no
muestra marcaje positivo a nivel de la capsula glomerular, apareciendo tan so6lo una
reaccion positiva en el interior del glomérulo asociada probablemente a la membrana
basal glomerular, en este caso tampoco podemos concluir con toda certeza que exista

marcaje positivo a la fibronectina en la matriz mesangial (Fig. 8).

Cuando utilizamos la técnica de la inmunoperoxidasa en el rindén adulto de raton para
determinar la presencia de laminina, aparece un marcaje positivo a dicha molécula
localizado a nivel de las laminas basales de los tubulos renales, sin que existan

diferencias visibles entre las distintas porciones tubulares (Figs. 9-10).

A nivel del corpusculo renal el marcaje positivo pone de manifiesto la presencia de
laminina en la cépsula glomerular, a diferencia de lo que ocurre con la fibronectina.
Aqui, el marcaje positivo aparece bien circunscrito a la pared de la capsula
glomerular igual que, también es claramente visible a nivel de la membrana basal
glomerular, de forma semejante a lo que ocurre con la fibronectina. Ademas, y
también a nivel glomerular, se puede apreciar un marcaje difuso que puede indicar la

existencia de una reaccion positiva del componente mesangial, aunque en este caso
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no podemos concluir si la coloracion observada se debe a la existencia de laminina
en la matriz mesangial o a un problema derivado de la propia técnica (ruido de

fondo) (Figs. 9-10).

Del mismo modo que con la fibronectina, en el caso de la laminina también se ha
utilizado la técnica de la inmunofluorescencia. Por medio de ésta técnica el marcaje
para la laminina aparece de manera visible a nivel de las ldminas basales de los

tubulos renales (Figs. 11-13).

Cuando se estudia el corpusculo renal, se confirma aqui también la presencia de un
marcaje positivo por parte de la pared de la cépsula glomerular, mientras que en el

glomérulo la positividad se relaciona con la membrana basal glomerular (Fig. 14).

En algunos casos parece que existe un claro marcaje positivo a la laminina en la zona
del mesangio, no obstante y a pesar de la mayor resolucion de esta técnica en
comparacion con la de la inmunoperoxidasa, este marcaje no siempre es visible en
las muestras observadas, por lo que no podemos concluir tampoco mediante esta

técnica de una clara presencia de la laminina a nivel de la matriz mesangial (Fig. 14).

En todos los casos, independientemente de la especie utilizada, las muestras han
mostrado resultados parecidos, por ello y dado que algunos de los resultados
obtenidos con las diferentes técnicas de microscopia Optica utilizadas, hasta ese
momento no eran concluyentes, hemos empleado técnicas de microscopia electronica
de transmision, para poner de manifiesto resultados con una mayor fiabilidad sobre la
presencia de la fibronectina y la laminina a estos niveles celulares en las distintas

especies utilizadas en nuestro estudio.
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Igual que en el caso de la microscopia Optica, el estudio control se ha realizado en
muestras de riiion de raton adulto, para posteriormente comparar los resultados

obtenidos con los procedentes de las especies de roedores silvestres.

De este modo, se puede observar como las células que constituyen la denominada
capa parietal, la pared de la capsula glomerular, forman un epitelio de delgada pared,
en la que las células presentan interdigitaciones que ayudan a superponerse unas a
otras, entre estas interdigitaciones se encuentran elementos de unidn como uniones
estrechas y algun desmosoma. Los nucleos celulares, alargados, muestran
heterocromatina asociada a la membrana nuclear, se encuentran rodeados por una
delgada capa de citoplasma en el que se puede observar un reticulo endoplasmico
rugoso, formado por pequeios elementos tubulares, y algunas mitocondrias densas

en las que apenas son visibles las crestas mitocondriales (Fig. 16).

A nivel de las células que constituyen el epitelio de la denominada capa visceral, el
epitelio glomerular, se puede observar que éstas muestran un aspecto caracteristico,
se trata de células independizadas, los podocitos, que presentan un gran desarrollo de
prolongaciones citoplasmaticas denominadas procesos mayores, de éstos se originan
unas prolongaciones de segundo orden, los pedicelos, que se extienden sobre la pared
del capilar. Existe una gran cantidad de interdigitaciones entre las diferentes
prolongaciones citoplasmaticas, si bien no se observan estructuras de unién entre las
mismas. El nucleo de éstas células es de aspecto redondeado, presentando
ocasionales indentaciones y mostrando la presencia de una importante cantidad de

heterocromatina en relacion con la membrana nuclear (Figs. 17-19).

En el citoplasma que se sitia proximo al nucleo, se pueden observar la mayor parte
de los organulos citoplasmaticos que posee la célula, reticulo endoplasmico rugoso,
generalmente formado por pocas cisternas, relativamente largas; abundante nlimero

de ribosomas libres o en forma de rosetas, y un numero variable de vesiculas; las
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mitocondrias son escasas y presentan crestas bien diferenciadas. En el interior de los
procesos mayores y de los pedicelos el nimero de organulos citoplasmaticos es
mucho menor, asi las mitocondrias son escasas y presentan un pequefio tamafio
siendo relativamente densas a los electrones, y el reticulo endoplasmico rugoso y los
ribosomas también disminuyen en numero, por el contrario a nivel de los pedicelos
se puede observar, en ocasiones, de forma dispersa numerosos microtibulos y

microfilamentos (Fig. 20).

Morfoldgicamente, los pedicelos presentan un aspecto a modo de pequefios dedos
alargados que se expanden ligeramente al aproximarse a la superficie de la
membrana basal glomerular, manteniendo siempre un espacio libre entre los mismos,
la denominada hendidura de filtracion. A nivel de las superficies proximas de estas
dilataciones de los pedicelos se observa la presencia entre éstos de un material
amorfo a modo de membrana intersticial. En algunos puntos, el material amorfo se
ve sustituido por la presencia de una estructura laminar delgada, generalmente
simple, conocida como diafragma de hendidura que también, al igual que la
membrana basal glomerular, es un elemento activo en el proceso de la filtracion

glomerular (Figs. 20-21).

Las células que conforman la pared del endotelio capilar, muestran un ntcleo,
situado generalmente en la porcion del capilar que mira hacia el espacio capsular,
esta zona de la célula endotelial es la mas gruesa, ya que a partir de este punto, la
célula rapidamente se adelgaza para conformar una delgada pared citoplasmatica que
conforma la luz del capilar. Cuando se le observa en toda su extension, este nucleo se
muestra relativamente denso a los electrones, y con una mayor cantidad de
heterocromatina en la porcidn mas proxima a la membrana nuclear. Como ya hemos
indicado, se observa que el citoplasma se extiende a lo largo de la circunferencia de
la luz capilar, en este citoplasma se observan unas pocas y pequeias mitocondrias,

generalmente proximas al nucleo. También, pueden observarse dispersas por la
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delgada capa citoplasmatica numerosas cisternas del reticulo endoplasmatico liso y
rugoso, asi como numerosas vesiculas citoplasmaticas relacionadas tanto con la
membrana celular que da a la luz del capilar, como con la que entra en contacto con

la membrana basal glomerular.

En ocasiones pueden observarse complejos de union entre las células endoteliales del
tipo macula occludens. También, en los extremos en los confluyen Ilas
prolongaciones citoplasmaticas de dos células endoteliales, después de rodear la luz
del capilar, aparecen interdigitaciones celulares que contribuyen a cerrar la luz a
modo de zonula occludens. La mayor parte de la porcion de pared de la célula
endotelial que no est4 ocupada por el nticleo de la célula, muestra numerosos poros o

fenestraciones abiertas (Figs. 22-23).

Las células mesangiales son facilmente reconocibles, interpuestas en los espacios
entre los capilares glomerulares, presentan, en general, un caracter electrodenso en
toda la superficie celular. El aspecto del citoplasma mesangial es marcadamente
electrodenso, en el mismo se encuentran numerosas mitocondrias, diferentes
formaciones vesiculares, asi como un reticulo endoplasmico rugoso formado por
pequenas y abundantes cisternas. Los nicleos muestran un aspecto irregular, con
numerosas indentaciones en su superficie, con marcado nucléolo y cromatina muy

densa (Fig. 16).

Hemos dejado la descripcion de la membrana basal glomerular en un altimo término,
ya que hasta aqui, las diferencias morfologicas que hemos podido observar en el
estudio de los rifiones de las diferentes especies utilizadas, si existen, no podemos
afirmar ni cuantificar como propias de una u otra especie, esto no es asi en el caso de

la membrana basal glomerular.
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La membrana basal glomerular, constituye el principal elemento de filtracion,
presenta un grosor relativamente uniforme que unicamente se ve alterado en algunos
puntos en relacion con algiin espacio interpedicelario o en algin cambio en la
superficie del capilar. Esta membrana se extiende entre la superficie de las
expansiones de los pedicelos y la pared endotelial, encontrandose en el rifidon de ratén
doméstico formada por las tres laminas cldsicamente descritas; una ldmina densa,
observable como mas oscura, situada en posicion central y dos laminas raras,
electrébnicamente mas claras, una interna que se encuentra en contacto con la pared

capilar y otra externa en contacto con los pedicelos (Figs. 17-23).

Por el contrario, en todas las especies silvestres del presente estudio, la descripcion
cléasica de las tres laminas que conforman la membrana basal glomerular, no aparece
claramente visible. En todos los casos, la porcion que deberia corresponder a la
ldmina densa, no muestra una elevada densidad que la haga facilmente reconocible
de las dos laminas raras; electronicamente el material que conforma toda la
membrana basal glomerular en estos casos parece ser mucho mas homogéneo que lo

hasta el momento descrito en otras especies estudiadas.

Otra caracteristica notable, es la similitud, desde el punto de vista de la imagen
electronica que muestra el material extracelular que rodea a las células mesangiales.
En las zonas en donde la membrana basal glomerular y la matriz extracelular
mesangial entran en contacto, esta matriz tiene el mismo aspecto de densidad
electronica que la membrana basal glomerular, no existiendo discontinuidad entre
uno y otro elemento. Desde un punto de vista descriptivo, diferenciamos de este
modo a la membrana basal glomerular, en base a la superficie celular de contacto,
como membrana basal glomerular pericapilar y como membrana basal glomerular
perimesangial a aquella que se refleja y corresponde con la matriz mesangial (Fig.

25-29).
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Para el estudio con el microscopio electronico de transmision, también hemos
empleado el marcaje con anticuerpos, anti-fibronectina o anti-laminina, mediante la
técnica de inmunolocalizacion mediante oro coloidal en secciones ultrafinas de

Lowyeril.

La presencia de la fibronectina, mediante ésta ultima técnica, muestra un marcaje
positivo restringido a la matriz extracelular mesangial, no encontrandose reactividad
positiva en ninguna de las membranas basales glomerulares pericapilar o
perimesangial ni a nivel de las membranas basales peritubulares (Figs. 24-31 y 34-

42).

Ademas de esta localizacion, también se puede observar marcaje positivo frente a la
fibronectina a nivel de la matriz extracelular del tejido conectivo que rodea a las

estructuras glomerulares (Figs. 32-33).

En todas las muestras observadas el grado de marcaje frente a la fibronectina es
mucho menor en aquellas muestras procedentes de Mus spretus y Clethrionomys

glareolus que el que se puede observar en Mus musculus.

El estudio con microscopia electronica para la determinacion de la presencia de la
laminina, mediante la utilizaciéon de la técnica de inmunolocalizacién con oro
coloidal en secciones ultrafinas de Lowyecril, permite observar marcaje positivo tanto
a nivel de la membrana basal glomerular pericapilar y perimesangial, como a nivel

de la matriz mesangial.

En el caso de la membrana basal glomerular pericapilar, el marcaje, aparentemente,
no se encuentra ligado en concreto a ninguna de las laminas que conforman esta
membrana basal, si bien parece que podria existir una ligera apetencia a situarse a

nivel de las laminas raras.
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En el caso de Mus spretus y Clethrionomys glareolus el marcaje resulta igualmente
positivo, si bien éste es de menor intensidad que en el caso de Mus musculus (Figs.

53-61).

La laminina, a diferencia de la fibronectina, también presenta marcaje positivo
cuando observamos la lamina basal peritubular, y al igual que ocurre en el caso de
las membranas basales, las muestras procedentes de Mus spretus y Clethrionomys
glareolus, muestran una reaccién menos intensa que la que se puede observar en Mus

musculus (Fig. 51-52 y 62).

Las muestras procedentes de los ejemplares de Apodemus sylvaticus, en todos los
casos y aun empleando diluciones que llegaron a ser de 1:10 no mostraron
reactividad positiva frente a ninguno de los dos anticuerpos, anti-fibronectina o anti-
laminina, utilizados. Ademads se utilizaron en este caso anticuerpos comerciales
suministrados por otras marcas diferentes de las utilizadas originalmente con el resto
de las muestras, no obteniéndose en ninglin caso resultados satisfactorios sobre la

localizacion de estas dos glicoproteinas en esta especie.
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Figura 1. Rifién de Mus musculus. Tincion PAS-Hematoxilina. 30X.

Figura 2. Imagen de rifion de Mus musculus, tefiido mediante la doble, tincion PAS-Azul de Alcian. Obsérvese la
estructura glomerular. 150X.
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Figura 3. Detalle que muestra un glomérulo y la especificidad de la tincién en el marcaje de las laminas basales,
asi como de las estructuras ricas en glicosaminoglicanos. 300X.
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Figura 4. Rifon de Mus musculus. Fibronectina-Inmunoperoxidasa. El marcador se localiza en el tejido conectivo
peritubular. 300X.

Figura 5. Rifion de Mus musculus. Fibronectina-Inmunoperoxidasa. En el interior del glomérulo se observa el
marcaje a nivel de la membrana basal glomerular. 300X.
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Figuras 6 y 7. Rifién de Mus musculus. Fibronectina-Inmunofluorescencia. Se puede observar el marcador a nivel
del tejido conectivo del espacio peritubular. 500X.
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Figura 8. Rifion de Mus musculus. Fibronectina-Inmunofluorescencia. La imagen muestra tabulos y un
glomérulo. El marcador se encuentra localizado a nivel intraglomerular en la membrana basal glomerular. 200X.
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Figuras 9 y 10. Rifion de Mus musculus. Laminina-Inmunoperoxidasa. Se observa la presencia del marcador en
las laminas basales de los tubulos renales. A nivel glomerular es visible el marcaje positivo para la laminina a
nivel de la capsula de Bowman y en la membrana basal glomerular. 400X.
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Figuras 11 y 12. Imagenes de rifion de Mus musculus en los que se ha aplicado la técnica de inmunofluorescencia.
El anticuerpo anti-laminina se muestra positivo a nivel glomerular y en la periferia de los tabulos. 400X.
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Figura 13. Rifion de Mus musculus. Laminina-Inmunofluorescencia. Se observa el marcador en las laminas
basales de los tibulos renales. 500X.

Figura 14. Rifion de Mus musculus. Laminina-Inmunofluorescencia. La laminina muestra reactividad a nivel de la
capsula de Bowman y en el interior del glomérulo a nivel de la membrana basal glomerular. 500X.
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Fig. 15. Imagen de un corte semifino que muestra la presencia de varios corptisculos renales. Azul de toluidina.
Mus musculus. 400 X.
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Fig. 16. Visién panoramica de un corpusculo renal, mostrando el epitelio parietal de la capsula renal, el espacio
urinario, células del epitelio visceral y parte del ovillo capilar junto con células mesangiales. Mus musculus. 1.500
X.
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Fig. 17. Imagen de capilares, rodeados por podocitos. Se puede observar perfectamente la formacion de pedicelos
por parte de los podocitos y su adhesion a la membrana basal glomerular. Esta membrana muestra su estructura
trilaminar caracteristica. Hacia el interior de la luz del capilar se pueden observar microproyecciones de las
células endoteliales. Mus musculus. 4.000 X
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Fig. 18. Imagen de un capilar rodeado por podocitos. Obsérvese como los podocitos emiten sus prolongaciones
citoplasmaticas hacia la superficie del capilar rodeando toda la superficie del mismo. Se puede observar la
estructura trilaminar de la membrana basal glomerular. Mus musculus. 5.000 X
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Fig. 19. Capilar rodeado por numerosos pedicelos, su luz muestra abundantes prolongaciones citoplasmaticas y
un hematie. Los podocitos muestran un reticulo rugoso claramente diferenciado. Mus musculus. 4.000 X.

Fig. 20. Podocito, mostrando reticulo endoplasmatico rugoso bien diferenciado y algunas mitocondrias
redondeadas, en las que es dificil apreciar las crestas mitocondriales debido a su alta densidad. Entre los pedicelos
puede observarse la presencia de diafragmas de hendidura simples y dobles. Mus musculus. 12.000 X.
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Fig. 21. Pedicelos y diafragmas de hendidura entre los mismos. Ademas de los diafragmas, parece existir un
material de relleno procedente de la lamina rara externa. Mus musculus. 30.000 X.

Fig. 22. Imagen de la membrana basal glomerular que muestra su estructura trilaminar. A nivel endotelial puede
apreciarse la existencia de poros que limitan con la lamina rara interna. Mus musculus. 30.000 X.
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Fig. 23. Prolongaciones citoplasmaticas de las células endoteliales dirigidas hacia la luz del capilar, se puede
observar un poro capilar. A nivel de los pedicelos existe una union densa entre dos prolongaciones
citoplasmaticas. Mus musculus. 30.000 X.
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Figura 24. Membrana basal glomerular pericapilar. Se oberva un podocito y numerosos pedicelos. Son visibles
varios diafragmas de hendidura entre los pedicelos, asi como los poros del endotelio fenestrado. No se observa la
presencia de fibronectina en la membrana basal glomerular. Mus musculus. 25.000X.

Figura 25. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial. En ambas membranas se puede observar
la presencia de pedicelos. En la membrana basal glomerular pericapilar aparecen diafragmas de hendidura simple
entre los pedicelos, no visibles a nivel perimesangial. A nivel capilar es visible el endotelio fenestrado. Se
observa un ligero marcaje para la fibronectina, en este caso no concluyente en la membrana basal glomerular
perimesangial. Mus musculus. 19.000X.
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Figuras 26 y 27. Matriz mesangial. Las dos imagenes muestran el marcaje positivo a la fibronectina en la zona
mas densa de esta matriz. La matriz presenta abundantes microfilamentos. Algunas células muestran uniones tipo
zonula occludens entre ellas. Mus musculus. 25.000X.
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Figuras 28 y 29. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial. Zona de continuacion entre ambas
membranas basales. El marcaje es positivo para la fibronectina a nivel de la matriz mesangial, pero no es aparente
en ambas membranas basales glomerulares. Mus musculus. 45.000X.
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Figura 30. Membrana basal peritubular. En la imagen aparece la membrana basal sobre la que descansan las
células del tabulo contorneado. Son visibles numerosas uniones intercelulares tipo zonula occludens y zonula
adherens. No aparece marcaje positivo a la fibronectina. Mus musculus. 25.000X.

Figura 31. Membrana basal peritubular y membrana basal glomerular perimesangial. Ninguna de las dos
membranas basales muestra un marcaje positivo para la fibronectina. Mus musculus. 25.000X.
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Figuras 32 y 33. Matriz extracelular. Imagenes de la matriz extracelular del tejido conectivo que se encuentra
alrededor de las estructuras glomerulares. Pueden observarse numerosos microfilamentos y algunos microtubulos
asi como la presencia de fibrillas de colageno. Aparecen zonas positivas a la presencia de fibronectina. El marcaje
no aparece ligado, en concreto, a ninguna estructura reconocible. Mus musculus. 25.000X.
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Figura 34. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial. El marcaje de ambas membranas basales
glomerulares es negativo con el anticuerpo anti-fibronectina. En la imagen aparecen algunos diafragmas de
hendidura simples entre los pedicelos. El endotelio capilar muestra abundantes fenestraciones. El citoplasma de
los pedicelos muestra una estructura granular difusa. Mus spretus. 25.000X.

Figura 35. Membrana basal glomerular pericapilar. La membrana basal glomerular no presenta reaccion positiva
para la fibronectina (la presencia de un granulo no puede considerarse positiva, sino que se considera un
artefacto). Entre los pedicelos se observan diafragmas de hendidura simples. La membrana basal glomerular se
muestra relativamente homogénea. El citoplasma de los pedicelos muestra una estructura granular difusa. Mus
spretus. 34.000X.
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Figura 36. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial. Las membranas basales glomerulares no
presentan marcaje positivo para la fibronectina (la presencia de algunos granulos no la consideramos positiva).
En el interior de algunos pedicelos pueden observarse estructuras de caracter vacuolar. En esta imagen tampoco
se puede observar una clara diferenciacion entre las laminas de la membrana basal glomerular. Mus spretus.
34.000X.

Figura 37. Matriz mesangial. Las imagenes muestran una reaccion ligeramente positiva a la presencia de
fibronectina. La matriz mesangial presenta un aspecto granular con la presencia de algun elemento de caracter
fibrilar. Mus spretus. 25.000X.
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Figura 38. Matriz mesangial. Las imagenes muestran una reaccion ligeramente positiva a la presencia de
fibronectina. La matriz mesangial presenta un aspecto granular con la presencia de algun elemento de caracter
fibrilar. Mus spretus. 34.000X.
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Figura 39. Membrana basal glomerular pericapilar. A nivel de la membrana basal glomerular pericapilar no se
observa la presencia de fibronectina. Las laminas de la membrana basal glomerular no aparecen claramente
definidas. Clethrionomys glareolus. 34.000X.

Figura 40. Membrana basal glomerular pericapilar y matriz mesangial. En la imagen se muestra la presencia de
un ligero marcaje positivo a la fibronectina a nivel de la zona del mesangio. La membrana basal glomerular no
muestra ninguna traza de marcaje. Clethrionomys glareolus. 25.000X.
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Figuras 41 y 42. Matriz mesangial. Las imagenes muestran la existencia de marcaje positivo para la fibronectina.
En las imagenes el marcaje parece estar asociado a estructuras de caracter fibrilar. Clethrionomys glareolus.
25.000X y 57.000X.
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Figura 43. Membrana basal glomerular pericapilar. En la imagen se observa un podocito y numerosos pedicelos.
A nivel del endotelio existen gran cantidad de fenestraciones. Se observa el marcaje positivo a la presencia de
laminina a nivel de la membrana basal glomerular pericapilar. La distribucién de los granulos parece estar en
relacion con las ldminas raras externa e interna. Mus musculus. 19.000X

Figura 44. Membranas basales glomerulares pericapilares. Se observan podocitos con vesiculas y microtabulos
citoplasmaticos. Entre los pedicelos aparece algun diafragma de hendidura simple. La pared de los capilares
presenta numerosas fenestraciones. El marcaje es positivo para la laminina a nivel de la membrana basal
glomerular pericapilar. Mus musculus. 15.000X.
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Figura 45. Membrana basal glomerular pericapilar. Podocito y pedicelos, entre éstos aparecen diafragmas de
hendidura simples. En la pared del endotelio capilar se observan gran cantidad de fenestraciones con diafragmas
y poros. El marcaje positivo para la laminina se sitia en esta imagen en relacion con la lamina densa. Mus
musculus. 25.000X.

Figura 46. Membrana basal glomerular perimesangial y matriz mesangial. El marcaje para la laminina resulta
positivo tanto a nivel de la membrana basal glomerular como en la matriz mesangial. Mus musculus. 25.000X.
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Figuras 47 y 48. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial y matriz mesangial. Las imagenes
muestran el marcaje positivo para la laminina de las dos membranas basales glomerulares, pericapilar y
perimesangial, asi como de la matriz mesangial. La mayor parte del marcaje se localiza en las laminas raras
externa e interna. También se puede observar como la membrana basal glomerular se confunde con la matriz
mesangial sin que estructuralmente haya diferencias notables entre la lamina densa y esta matriz. Mus musculus.
19.000X y 25.000X.
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Figura 49. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial y matriz mesangial. En esta imagen en la
zona de confluencia de las membranas basales glomerulares y la pared endotelial del capilar es visible el marcaje
positivo para la laminina de ambas membranas basales glomerulares y de la matriz mesangial. Mus musculus.
25.000X.

Figura 50. Matriz mesangial. Marcaje positivo para la laminina. Las prolongaciones citoplasmaticas de las células
mesangiales muestran abundantes microfilamentos. Mus musculus. 25.000X.
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Figuras 51 y 52. Membrana basal peritubular. Las células tubulares muestran abundantes mitocondrias. Se
observan uniones intercelulares en su mayoria tipo zonula adherens junto con alguna zonula occludens. La
membrana basal peritubular muestra un marcaje positivo para la laminina. Mus musculus. 19.000X y 34.000X.
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Figura 53. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial. En esta imagen la membrana basal
glomerular pericapilar no muestra reaccion positiva para la laminina, por el contrario si que aparece reaccion
positiva en la membrana basal glomerular perimesangial. Mus spretus. 19.000X.

Figura 54. Membranas basales glomerulares pericapilar y perimesangial. La imagen muestra el punto de
confluencia entre ambas membranas basales glomerulares. Tanto la membrana basal glomerular pericapilar como
la perimesangial muestran marcaje positivo para la laminina. En el interior de los podocitos puede observarse
ademas de un denso material granular la clara presencia de una trama de material fibrilar. Mus spretus. 25.000X.
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Figuras 55 y 56. Membrana basal glomerular perimesangial. Las imagenes muestran la presencia de laminina a
nivel de la membrana basal glomerular perimesangial, préoxima a la membrana basal glomerular pericapilar.
Aparentemente no es visible una clara diferenciacion entre ambas membranas basales, mostrando ambas un
aspecto ligeramente granular de igual densidad. Mus spretus. 34.000X.
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Figuras 57 y 58. Membrana basal glomerular pericapilar. Las imégenes muestran un tenue marcaje positivo
frente a la laminina a nivel de la membrana basal glomerular. A nivel de esta membrana la existencia de las

laminas es dificil de reconocer, ya que la membrana aparece con un aspecto homogéneo. Clethrionomys
glareolus. 34.000X y 45.000X.
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Figura 59. Membrana basal glomerular pericapilar. Marcaje positivo para la laminina a nivel de la membrana
basal glomerular pericapilar. La membrana basal glomerular presenta un aspecto bastante homogéneo.
Clethrionomys glareolus. 25.000X.

Figura 60. Membrana basal glomerular pericapilar. Marcaje positivo para la laminina. Aunque los limites entre la
misma y los podocitos no se encuentran bien definidos por la disposicion del corte, la membrana basal glomerular
no muestra la imagen trilaminar, mostrando un aspecto granular homogéneo. Cletrionomys glareolus. 57.000X.
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Figura 61. Membrana basal glomerular perimesangial y matriz mesangial. Marcaje positivo para la laminina a
nivel de la membrana basal glomerular perimesangial y de la matriz mesangial. Se puede observar como una y
otra presentan una estructura semejante sin que haya una clara diferenciacion morfologica entre ambas.
Clethrionomys glareolus. 25.000X.

Figura 62. Membrana basal peritubular. Imagen a nivel de la membrana basal de un tibulo contorneado en la que
aparece un marcaje ligeramente positivo para la laminina. Clethrionomys glareolus. 34.000X.
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Figura 63. Imagen de la membrana basal glomerular. Se observan numerosos pedicelos, asi como la presencia de
claros diafragmas de hendidura. No se observa una clara disposicion trilaminar de la membrana. Apodemus
sylvaticus. 45.000X
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5 Discusion

La evolucion de la nefrona, como unidad funcional del sistema excretor de los
vertebrados, ha estado condicionada por el medio (marino, dulceacuicola o terrestre)
en el cual habitan. De forma similar, dentro de las diferentes clases de vertebrados la
adaptacion evolutiva se ha realizado segiin los habitats de las diferentes especies.
Asi, por ejemplo, dentro de los mamiferos existe una relacion inversamente
proporcional entre la cantidad de agua que se encuentra a su disposicion y la longitud

del asa de Henle.

En sus rasgos esenciales, a pesar de la diversidad de tipos de nefronas, éstas son
similares en todas las clases de vertebrados, desde los Agnatos hasta los Mamiferos,
al igual que es similar la organizacion histologica y celular del corpusculo renal,
como unidad de filtracién del plasma. Esta critica funcién fisiologica depende, en
parte, de la precisa composicion de los constituyentes de las matrices extracelulares
glomerulares y del correcto ensamblaje entre ellos y con los receptores especificos de
las membranas celulares con las que estdn intimamente relacionados; puesto que
entre otras funciones bioldgicas mantener la integridad de la matriz extracelular es
un factor crucial para determinar la estructura glomerular y su funcion de filtracion

(Farquhar, 1991).

Existen evidencias tanto in vitro como in vivo (Howard et al., 1976; Hart, 1978;

Killen y Striker, 1979; Sage et al., 1979; Foidart et al., 1980, Striker et al., 1980;
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Stow et al., 1989; Sariola et al., 1984, Abrahamson, 1985; Desjardins y Bendayan,
1991) que son tres tipos de células (las epiteliales viscerales, las endoteliales
capilares y las células mesangiales) los que intervienen en la sintesis de los
componentes moleculares que conforman las dos matrices extracelulares del
glomérulo, la membrana basal glomerular y la matriz mesangial, diferenciandose de
forma tradicional una de otra por la posicion espacial dentro del glomérulo y mas
actualmente por los componentes moleculares constituyentes. Sin embargo, como la
membrana basal glomerular forma por un lado una capa continua de matriz alrededor
de cada uno de los capilares y por otro también puede reflejarse sobre el mesangio
axial, morfologicamente se suelen diferenciar tres matrices extracelulares
glomerulares: la membrana basal glomerular pericapilar, la membrana basal

glomerular perimesangial y la matriz mesangial.

Cuando se compara la membrana basal glomerular, del glomérulo adulto, mediante
microscopia electronica de transmision, con la mayoria de las laminas basales de
otros tejidos adultos, se observa que a diferencia de éstas ultimas, la membrana basal
glomerular esta constituida por tres ldminas de distinta densidad, una lamina rara
externa en contacto directo con las cé€lulas epiteliales viscerales, una lamina central
densa y una lamina rara interna en contacto directo con las células endoteliales
vasculares (Farquhar, 1991), dicha diferencia de densidad electronica segun Paulsson
(1992), Yurchenco y O'Rear (1993) y Yurchenco y O'Rear (1994), se debe al modelo
de organizacion fibrilar molecular que estructura las diferentes laminas; de forma que
para estos autores la mayor densidad se debe a la localizacién de las moléculas de
colageno tipo IV y/o de laminina que conectaran de forma perpendicular,
atravesando las laminas raras, con las membranas celulares del epitelio y del
endotelio (Caulfield, 1979; Takami et al., 1991). La estructura trilaminar de la
membrana basal glomerular surge de la fusién durante el desarrollo embrionario de
las dos laminas basales, la epitelial visceral y la endotelial, cada una de caracter

bilaminar.
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La matriz mesangial glomerular, si bien se caracteriza por estar constituida por los
mismos componentes basicos encontrados en otras laminas basales, mediante

observacion con microscopia electronica no presenta el modelo estructural laminar.

Otra caracteristica de las matrices extracelulares es el hecho de que si bien se puede
dar una composicion quimica generalizada a todas ellas (coldgeno, proteoglicanos y
glicoproteinas), cada una, dependiendo del tejido y la localizacion del mismo
presenta su propia composicion particular, tanto a nivel del tipo de moléculas que la
conforman, como a nivel de las distintas isoformas que se pueden expresar de cada
una de ellas. Asi, por ejemplo, con respecto a la laminina la cadena alfa 5 parece ser
que es la que se expresa de forma mas generalizada en todos los tejidos mientras que
la cadena alfa 1 es la mas restrictiva (Miner et al., 1997; Ekblom et al., 1998; Falk et
al., 1999; Virtanen et al., 2000). La cadena alfa 3 se encuentra en la mayoria de
laminas basales epiteliales, con excepcion de la de algun epitelio simple, por ejemplo
a nivel de la membrana basal glomerular (Carter et al., 1991; Marinkovich et al.,
1992; Lohi et al, 1997), mientras que las cadenas alfa 2 parecen ser las
predominantes en relacion con las células de origen mesodérmico junto con las
cadenas de laminina alfa 4 (Vuolteenaho et al., 1994; Liu y Mayne, 1996; Frieser et
al., 1997; livanainen et al., 1997; Miner et al., 1997; Perreault et al., 1998; Lefebvre
et al., 1999; Talts et al., 2000).

La complejidad aumenta cuando se comparan los distintos componentes moleculares
de las matrices extracelulares y sus isoformas durante las distintas etapas del

desarrollo embrionario del tejido.

El glomérulo refleja estos conceptos ya que existen evidencias que demuestran la
constante renovacion y redistribucion de los componentes de las matrices
glomerulares tanto durante las diversas etapas del desarrollo embrionario como en

los glomérulos adultos (Butkowski et al., 1989; Desjardins et al., 1990; McCarthy y
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Couchman, 1990; Miner y Sanes, 1994; Sanes et al., 1990; McCarthy, 1997; Miner,
1998).

Asi, mediante la utilizacién de anticuerpos policlonales se detecta la presencia de
laminina 1 en todas las fases del desarrollo glomerular asi como en el glomérulo
maduro si bien con distintas intensidades de marcaje y distintos resultados segun los
autores. Mounier y colaboradores en 1986 y Abrahamson en 1985, en rifién humano
y de rata, respectivamente, ponen de manifiesto la presencia de laminina 1 en todas
las fases del desarrollo glomerular incluido el glomérulo adulto con presencia mas
intensa en la membrana basal glomerular desde la etapa en S hasta el glomérulo
adulto, sin embargo difieren en la determinacion del grado de presencia relativa en la
matriz mesangial en la fase de bucle capilar; ya que mientras Mounier y
colaboradores obtienen una presencia débil, Abrahamson indica una presencia
intermedia aunque ambos coinciden en determinar el caricter positivo de la matriz

mesangial en el glomérulo adulto.

McCarthy y colaboradores en 1993, en ratas, indican los mismos resultados para la
laminina 1 que Mounier et al., 1986, desde la fase de vesicula hasta la fase del bucle
capilar no ofreciendo resultados sobre el glomérulo adulto; ajustindose
practicamente también a los resultados ya indicados por Ekblom y colaboradores en
1981.

Diversos autores, también obtienen resultados diversos con la utilizacion de
antisueros monoclonales, para las diferentes cadenas de laminina. Asi, la cadena alfa
1 de laminina, presente en la fase de vesicula y de coma desaparece progresivamente
hasta estar ausente en el glomérulo adulto tanto a nivel de la membrana basal
glomerular como del mesangio aunque en este ultimo aparece en algunas
observaciones con un débil marcaje (Ekblom et al., 1994; Klein et al., 1988; Miner et

al., 1997). El marcaje débil en la matriz mesangial del glomérulo adulto también



Discusion 141

aparece para la cadena alfa 2, cadena que no parece dar resultados francamente
positivos en ninguna fase del desarrollo glomerular (Miner et al., 1997) sin embargo,
dentro de las caracteristicas generales, cabe indicar que a esta cadena se la considera
como una cadena de origen mesodérmico. La presencia de la cadena alfa 4, también
de origen mesodérmico, aparece en todas las etapas del desarrollo glomerular,
aunque con mayor intensidad en las etapas de vesicula, de coma y de S (Miner et al.,

1997).

La cadena alfa 5 aparece en la fase de S y se mantiene con marcaje intenso en la
membrana basal glomerular en la fase del bucle capilar y en la membrana basal

glomerular madura (Miner et al., 1997) pero esta ausente de la matriz mesangial.

En relacion con las cadenas beta, la cadena beta 2 sigue una distribucion parecida a
la de la cadena alfa 5 es decir, aparece en la fase posterior a la etapa de S pero sélo
en las membranas basales glomerulares maduras estando totalmente ausente de la
matriz mesangial, al contrario de la cadena beta 1 que aparece en las fases tempranas
del desarrollo, desaparece en la fase del bucle capilar de las membranas basales
glomerulares aunque se mantiene en la matriz mesangial del glomérulo adulto (Miner
y Sanes, 1994). Asi, la membrana basal glomerular adulta estara conformada por las
cadenas alfa 5, beta 2 y gamma 1 (Sanes et al., 1990; Miner y Sanes, 1994) de las
cuales la cadena gamma 1 aparece y persiste en todas las secuencias del desarrollo

del glomérulo.

Sorokin y colaboradores en 1997, determinan, en ratdén, que la cadena alfa 1 de
laminina tiene una marcada presencia a nivel de la cépsula de Bowman en los
estadios de 13 dias, en el periodo comprendido entre los 17 dias y hasta el
nacimiento asi como también en el adulto pero que ésta esta totalmente ausente, en
los mismos periodos de estudio, de la membrana basal glomerular y del endotelio,

apareciendo con tincion difusa a nivel de la matriz mesangial en el glomérulo adulto;
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también ponen de manifiesto que el patroén de distribucion para la cadena alfa 5, en
los mismos periodos de estudio, indica el aumento progresivo hasta el adulto en la
capsula de Bowman y en la membrana basal glomerular, mientras que en el endotelio

solo se determina su presencia en el adulto pero no en los periodos prenatales.

Otro punto de investigacion, llevado a cabo por otros investigadores, ha sido el de
cual o cuales son los tipos celulares encargados de la renovacion de los componentes
moleculares de las matrices extracelulares glomerulares. Asi, el concepto general
determinado mediante técnicas de marcaje con radioisotopos, con nitrato de plata o
con anticuerpos de limitada especificidad, indica que so6lo las células epiteliales
viscerales intervienen en la sintesis de renovacion de las proteinas que forman la
membrana basal glomerular adulta (Kurtz y Feldman, 1962; Abrahamson, 1985;
Stow et al., 1985; Abrahamson y Perry, 1986; Farquhar, 1991) mientras que las
células endoteliales y las mesangiales tienen la funcion de degradacion de las
proteinas ya existentes (Walker, 1973; Romen et al., 1976). Sin embargo, Lee y
colaboradores en 1993, ponen de manifiesto en rifidn de rata, mediante técnicas de
transcripcion inversa in situ, que los proteoglicanos de heparan sulfato y la fraccion
laminina-S (cadena beta 2) son sintetizados principalmente por las células epiteliales
viscerales; que las cadenas de colageno alfa 1 y alfa 2 tipo IV lo son por las células
endoteliales y que las cadenas de laminina A (cadena alfa 1) y B2 (cadena gamma 1)
son expresadas por los tres tipos de células glomerulares mientras que la laminina B1
(cadena beta 1) y la fibronectina son transcritas por el mesangio. Asi pues, la unica
diferencia de secrecion entre las células epiteliales viscerales y las endoteliales, en
referencia a la molécula de laminina, seria que las células viscerales, ademas de
cadenas alfa 1 y gamma 1, sintetizan la cadena de laminina beta 2 de la membrana
basal glomerular y que las células mesangiales ademas de sintetizar, igual que los
otros dos tipos celulares, las cadenas alfa 1 y gamma 1 de laminina, sintetizan la

cadena beta 1 y fibronectina.
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Aun a tenor de la abundancia de resultados sobre la distribucion de moléculas y
monomeros de fibronectina y laminina de la membrana basal glomerular y de la
matriz mesangial en glomérulos adultos podemos considerar poco concluyente la
localizacién y distribucion exacta de la molécula integra de fibronectina y laminina
en la membrana basal glomerular y la matriz mesangial en glomérulos adultos, asi
como menos concluyentes son los resultados cuando los mismos lo son de diferentes

especies.

Poco frecuentes son los estudios comparativos realizados para las moléculas
estructurales de las matrices extracelulares entre especies proximas, pertenecientes o
no a un grupo taxondmico comun, y que aun asi, pueden presentar perfiles

metabolicos diferentes como consecuencia de sus distintas estrategias troficas.

Es por ello que, en el presente estudio se ha utilizado, como especie patron de
comparacion al raton comun Mus musculus (Linnaeus, 1758) en su variedad de
laboratorio, y a tres especies silvestres de roedores: Mus spretus (Lataste, 1883),

Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758); y Clethrionomys glareolus (Screber, 1780).

Mus musculus requiere en estado silvestre, al igual que en el laboratorio, de la libre
disposicion de agua. La especie esta totalmente ausente de los medios xerofilos con

ausencia de agua.

Mus spretus, el ratdbn mediterraneo, es una especie totalmente silvestre que frecuenta
las maquias y las garrigas de la zona mediterranea. Se alimenta de frutos y semillas y
sus requerimientos de agua son muy reducidos, mucho menores que las de otros

muridos, siendo animales que pueden pasar varios dias sin beber.

Apodemus sylvaticus, el raton de bosque, habita las zonas marginales de los bosques

caducifolios, de los pinares y los encinares, si bien su presencia se ve favorecida en
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aquellos lugares donde hay presencia de agua. Con régimen alimenticio
practicamente omnivoro. Esta especie silvestre ha sido utilizada en diversos estudios
como especie comparativa con otras especies de roedores silvestres y de laboratorio.
En estos estudios se demuestra la existencia de diferencias interespecificas
estructurales entre moléculas proteicas enzimaticas asi como entre la composicion de
la orina y el plasma sanguineo, poniendo de manifiesto que los datos metabolicos de
los animales de laboratorio no siempre son extrapolables con los de las especies

silvestres (Xiaoling et al., 1998; Griffin et al., 2000).

Clethrionomys glareolus, el topillo rojo, habita los bosques y sotobosques
medianamente densos y himedos. Con dieta basicamente herbivora, partes verdes de
plantas, frutos y hongos, complementada con alimentos de origen animal como
gusanos y pequeiios invertebrados. Esta especie, en origen silvestre, actualmente es
utilizada como animal de laboratorio (UFAW, 1999). También, en estado silvestre ha
sido utilizada como especie para la deteccion y la capacidad de almacenaje de
metales pesados contaminantes en diversos tejidos en estudios toxicologicos
medioambientales (Wlostowski et al., 1996; Swiergosz et al., 1998; Milton et al.,
1999; Erry et al., 2000; Griffin et al., 2000a; Griffin et al., 2000b; Wlostowski et al.,
2000a; Wlostowski et al., 2000b; Griffin et al., 2001). Ademas, también se ha
utilizado en estudios comparativos con otras especies de roedores silvestres y de
laboratorio, en los que se demuestra que, igual que para Apodemus sylvaticus, existen
diferencias interespecificas entre las distintas especies silvestres y las de laboratorio

(Xiaoling et al., 1998; Griffin et al., 2000a).

5.1 Fibronectina

Estudios realizados mediante técnicas de microscopia Optica y electronica, en

glomérulo humano y animales de experimentacion ponen de manifiesto la
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localizacién de la molécula de fibronectina en la matriz mesangial glomerular
(Stenman y Vaheri, 1978; Courtoy et al., 1980a; Courtoy et al., 1980b; Madri et al.,
1980; Boselli et al., 1981; Martinez-Hernandez. et al., 1981; Courtoy et al., 1982;
Mounier et al., 1986; Ishimura et al., 1989; Laitinen et al., 1991; Biiyiikbabani y
Droz, 1994; Abrass et al., 1995). Lee et al., en 1993, indican que la unica fuente de

sintesis de fibronectina en el glomérulo adulto son las células mesangiales.

Sin embargo, algunos de estos autores discrepan en los resultados obtenidos sobre la
localizacion de la fibronectina en la membrana basal glomerular. Asi, Madri et al.
(1980), no detectan presencia de fibronectina fuera de la matriz mesangial, al igual
que Boselli et al. (1981) y Martinez-Hernandez et al. (1981), quienes remarcan la
ausencia de fibronectina en las membranas basales glomerulares; mientras que otros
autores (Courtoy et al., 1980a; Courtoy et al., 1980b; Courtoy, 1982 ; Mounier et al.,
1986; Abrass et al, 1995) por medio de estudios realizados con técnicas de
inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa y ultraestructurales determinan la presencia
de fibronectina en la membrana basal glomerular. Courtoy et al. (1980a); Courtoy et
al. (1980b) y Courtoy (1982) sittian a la molécula de fibronectina en la ldmina rara
interna y externa, indicando marcaje discontinuo en la capsula de Bowman mientras
que Abrass et al. (1995) detectan ademds, en ratas jovenes, la presencia de
fibronectina en la capsula de Bowman, en la membrana basal peritubular y en la
sustancia intersticial, aunque en todas ellas con menor intensidad que en la matriz
mesangial. En comparacion con los resultados obtenidos por Abrass et al. (1995),
otros autores como Stenman y Vaheri (1978), Boselli et al. (1981), Martinez-
Hernandez et al. (1981) y Laitinen et al. (1991), no detectan la molécula de
fibronectina en las ldminas basales de los tubulos aun que si lo hacen en el tejido

intersticial.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, mediante la técnica de la

inmunoperoxidasa en muestras de raton adulto de laboratorio, presentan un claro
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marcaje positivo de la matriz mesangial y del tejido conjuntivo peritubular. También
aparece un cierto marcaje positivo a nivel de la membrana basal glomerular,
mientras que no detectamos marcaje ni en las membranas basales peritubulares ni en
las capsulas de Bowman. Los resultados obtenidos mediante la técnica de la
inmunofluorescencia si bien son semejantes, a los que hemos obtenido mediante la
técnica de la inmunoperoxidasa, para la reaccion positiva del tejido conectivo
peritubular y negativos para la membrana basal peritubular y la capsula de Bowman,
no lo son en intensidad de marcaje para la membrana basal glomerular ni para el
mesangio, donde mediante ésta ultima técnica no podemos concluir de forma

categorica la presencia de fibronectina en la matriz mesangial.

Asi pues, a tenor de los resultados sobre la localizacion de la fibronectina mediante la
utilizacion de ambas técnicas de marcaje, inmunoperoxidasa e inmunofluorescencia,
no podemos afirmar de forma definitiva la presencia claramente positiva, que

determinan otros autores, para la matriz mesangial.

La técnica de marcaje con oro coloidal, nos permite dar valores mas resolutivos. Asi,
los resultados obtenidos en las muestras de raton adulto de laboratorio, demuestran
que el marcaje es claramente positivo tanto para el tejido conectivo intersticial
peritubular como para la matriz mesangial, mientras que no se observa reactividad
positiva en el caso de la membrana basal glomerular, ni para la membrana de la
capsula de Bowman, ni tampoco para la membrana basal peritubular. Por tanto,
coincidimos con todos aquellos autores que localizan a la fibronectina a nivel de la
matriz mesangial y no a nivel de la membrana basal glomerular, permitiéndonos
mediante esta técnica de inmunolocalizacion mediante oro coloidal poner de

manifiesto la distribucioén de esta molécula a nivel del mesangio glomerular.

Los resultados de distribucidén de la fibronectina obtenidos en Mus musculus son

extrapolables a los obtenidos para las especies de roedores silvestres Mus spretus y
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Clethrionomys glareolus, si bien la intensidad de marcaje es mucho menor en ambas
especies en comparacion con la observada en el raton de laboratorio. Cabe indicar
también que ninguna de las muestras procesadas de Apodemus sylvaticus han

mostrado resultados positivos a la presencia de fibronectina.

5.2 Laminina

La distribucion y localizacion de la molécula de laminina resulta mas compleja que
la de la fibronectina, ya que mientras de fibronectina existe un Unico tipo de
molécula proteica dimérica, con diferentes isoformas en base a la presencia o no de
los modulos EDA, EDB y/o IIICS, las isoformas de la laminina aparecen como
consecuencia de las posibles combinaciones entre las tres distintas cadenas
polipeptidicas que la conforman y donde cada una de las cadenas tiene distintas
posibles representaciones estructurales, lo que conlleva a que se puedan obtener

resultados diversos segtn la metodologia que se utilice para ponerla de manifiesto.

Mientras los primeros estudios para la localizacion de la laminina utilizaban
anticuerpos obtenidos a partir de antigenos de molécula completa de laminina sin
remarcar la existencia de las posibles isoformas constituyentes de los mismos
(anticuerpos antilaminina policlonales inespecificos), los madas recientes son,
mayoritariamente, aquellos que utilizan la localizaciéon de la molécula a partir de
alguno de sus monomeros por separado (anticuerpos antilaminina monoclonales) o
por medio de la localizacion de algin epitope. Todo ello conduce a considerables

discrepancias entre los distintos resultados obtenidos por diferentes investigadores.

Asi, diversos estudios realizados, mediante técnicas de inmunofluorescencia
indirecta o ultraestructurales, sobre secciones de rifidon adulto de raton con utilizacion
de anticuerpos policlonales anti laminina-1, determinan que la laminina se localiza

tanto a nivel de la membrana basal glomerular como a nivel de la membrana basal
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tubular (Madri et al., 1980; Abrahamson y Caulfield, 1981; Abrahamson y Caulfield,
1982; Abrahamson et al., 1983; Abrahamson y Caulfield, 1985; Abrahamson, 1986)
o de forma mas generalizada en todas las membranas basales renales con excepcion
de las de la médula interna (Sorokin et al., 1997). Otros trabajos hacen referencia a la
presencia de la laminina tanto a nivel de la membrana basal glomerular como en la
matriz mesangial (Abrahamson, 1985, Mounier et al., 1986) o a la presencia, por
separado, en la matriz mesangial y en la membrana basal glomerular (Ekblom, 1981;

Desjardins y Bendayan, 1991).

Abrahamson y St John en 1993, utilizando anticuerpos monoclonales para regiones
concretas de la molécula de laminina-1 que abarcan las tres cadenas polipeptidicas,
obtuvo resultados claramente reactivos en el mesangio y la membrana basal tubular y

negativos o muy débilmente positivos para la membrana basal glomerular.

Los resultados son algo discrepantes en cuanto a la localizacion exacta de la laminina
en la membrana basal glomerular ya que mientras Abrahamson (1986), la sitia tanto
en la lamina rara, externa e interna, como en la ldmina densa, Courtoy y
colaboradores (1980b y 1982), la sitan Gnicamente en las laminas raras externa e

interna.

Otros autores utilizan anticuerpos monoclonales para cada una de las cadenas
constituyentes de la laminina-1 por separado (alfa 1, beta 1, gamma 1). Si bien con
ello no se determina la presencia concreta de la molécula de laminina-1, si se
determina la presencia de la laminina como molécula estructural. La mayoria de
estos estudios se han realizado con el fin de determinar cuales son las variaciones en
la composicion trimérica molecular que ocurre en las diferentes fases del desarrollo
embrionario hasta la madurez del glomérulo. Sanes et al. (1990) y Miner y Sanes
(1994) coinciden en determinar que la membrana basal glomerular da resultados

positivos a la presencia de la cadena gamma 1 y negativos para beta 1. Ekblom et al.
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(1990) indican que en el glomérulo adulto de raton la cadena alfa 1 solo aparece en la
membrana basal tubular; mientras que Miner y colaboradores en 1997, en su trabajo
sobre localizacion de las distintas cadenas alfa de laminina, remarcan la ausencia de
la cadena alfa 1 de laminina en la membrana basal glomerular y en algunas
membranas basales tubulares proximales; también Sterk et al., en 1998, mediante
utilizacion de técnicas bioquimicas y de inmunotincidon en rifion de rata adulta
determinan la presencia negativa de alfa 1 y de beta 1 en la membrana basal
glomerular mientras que en la misma membrana basal glomerular obtienen expresion

fuertemente intensa para la cadena gamma 1.

Virtanen y colaboradores en 1995, mediante utilizacion de técnicas de
inmunofluorescencia indirecta en biopsias de rifion adulto humano determinan, de
forma coincidente a los resultados anteriormente citados para raton y rata adultos, la
presencia positiva de gamma 1 y negativa de beta 1 en las membranas basales
glomerulares, asi como también presencia positiva de la cadena alfa 1 en las
membranas basales tubulares. No obstante y en controversia con el resultado de los
autores anteriormente citados, obtiene resultados positivos a la presencia de la

cadena alfa 1 en la membrana basal glomerular.

La diferencia de resultados en relacion a la localizacion de la cadena alfa 1 en la
membrana basal glomerular de rifidon adulto indujo a Sorokin et al. (1997) a obtener
nuevos anticuerpos monoclonales de fragmentos concretos de la cadena alfa 1. Con
la utilizacidon de técnicas de inmunofluorescencia determind la presencia de dicha
cadena polipeptidica s6lo en la membrana basal de los tibulos proximales y de la
capsula de Bowman, si bien el mismo indica que los resultados mediante técnicas de

inmunofluorescencia deben interpretarse con sumo cuidado.

Distintos autores obtienen resultados semejantes entre si sobre la deteccion de la

laminina en el mesangio en rifiones adultos de raton independientemente del tipo de
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metodologia utilizada bien sea por medio de la utilizacion de antisueros policlonales
de laminina-1, mediante antisueros monoclonales de regiones moleculares concretas
de laminina-1 o por medio de anticuerpos monoclonales especificos y por separado

para cada uno de los monémeros de la misma.

Otros autores confirman la presencia de laminina en la matriz mesangial (Madri et
al., 1980; Ekblom, 1981; Courtoy et al., 1982; Abrahamson, 1985; Mounier et al.,
1986). También, Abrahamson y St. John, en 1993, obtienen resultados positivos en la
matriz mesangial utilizando anticuerpos monoclonales contra porciones del terminal
del brazo largo de la laminina-1 (5D3) y de la zona de entrecruzamiento de los tres
brazos de la misma (8B3) mientras que Sterk et al. (1998), en glomérulo de rata

indican que las células mesangiales segregan laminina-1.

Con la utilizacién de anticuerpos monoclonales anti alfa 1, Sanes et al. (1990)
obtienen resultados positivos en la matriz mesangial, no obstante con intensidades
variables desde valores comprendidos entre una intensidad intermedia hasta débil;
estos resultados se asemejan al concepto de débil de Miner et al. (1997) y de difuso
de Sorokin et al. (1997). Los resultados obtenidos por Sanes et al. (1990) y Miner y
Sanes, en 1994, para la determinacion de la cadena beta 1 en la matriz mesangial
también son positivos en ambos casos; si bien, también difieren en la intensidad del
resultado, dando valores de intensidad débil e intensa respectivamente. Para la
cadena de laminina gamma 1 tanto Sanes et al. (1990), como Miner y Sanes (1994)

obtienen resultados positivos con valoracion intermedia en la matriz mesangial.

En 1998, Sterk et al.,, mediante la utilizacion de técnicas de tincidn
inmunohistoquimicas en rifion humano adulto obtienen valores negativos en la
matriz mesangial tanto para la cadena alfa 1 como para la gamma 1 de laminina y no

hacen referencia a la localizacion de la cadena beta 1.
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En glomérulos de riidon humano mediante estudios ultraestructurales y de
inmunofluorescencia se ha puesto de manifiesto la expresion de la laminina en toda
la membrana basal glomerular y en la matriz mesangial (Ekblom et al., 1982; Smith
et al., 1989).

En nuestro estudio, mediante la técnica de la inmunoperoxidasa en muestras de raton
adulto de laboratorio, los resultados, presentan un claro marcaje a la presencia de
laminina en la membrana basal tubular y en la cdpsula de Bowman, asi como un
marcaje difuso sobre la region de la matriz mesangial, el cual no nos permite dar una
valoracion concluyente. Los resultados obtenidos mediante la técnica de la
inmunofluorescencia para la localizacion de la molécula de laminina, son semejantes
a los obtenidos mediante la técnica de la inmunoperoxidasa y por tanto si bien
mediante estas dos técnicas podriamos determinar, de forma general, la presencia de
laminina en la membrana basal tubular proximal, en la capsula de Bowman y en la
membrana basal glomerular no podemos concluir de forma categorica la presencia de
ésta molécula en la matriz mesangial. Asi, coincidimos plenamente con los
resultados positivos obtenidos por Madri et al. (1980), Abrahamson y Caulfield
(1981), Abrahamson y Caulfield (1982), Abrahamson et al. (1983), Abrahamson
(1985), Abrahamson y Caulfield (1985), Abrahamson (1986), Mounier et al. (1986),
Desjardins y Bendayan (1991) y Sorokin et al. (1997) sobre la presencia de laminina
en la membrana basal peritubular, la capsula de Bowman y la membrana basal
glomerular. Nuestros resultados son no obstante discrepantes de los obtenidos por
Abrahamson y St. John (1993), en cuanto a la localizacion de la laminina con
resultados débilmente positivos en la membrana basal glomerular y claramente
reactivos para el mesangio; si bien estos autores utilizaron anticuerpos monoclonales

para regiones concretas de la molécula de laminina.

Al utilizar anticuerpos policlonales contra laminina-1 podriamos interpretar los

resultados positivos de Sanes et al. (1990), Miner y Sanes (1994) y Sterk et al. (1998)
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para la presencia de la cadena gamma 1 en la membrana basal glomerular como
coincidentes con los nuestros; asi como, también podriamos valorar como
coincidentes los resultados positivos a la cadena alfa 1 de la membrana basal tubular

de Miner et al. en 1997.

Con respecto a la localizacion positiva de laminina en la matriz mesangial citada por
Madri et al. (1980), Ekblom (1981), Courtoy et al. (1982), Abrahamson (1985),
Mounier et al. (1986) y Abrahamson y St John (1993) en ratéon y por Sterk et al.
(1998), en rata, no podemos afirmar, mediante las técnicas de la inmunoperoxidasa y
la inmunofluorescencia, que estamos en total acuerdo debido a nuestros resultados
poco concluyentes mediante éstas técnicas si bien al igual que Sorokin et al. (1997),
interpretamos la localizacion exacta de la molécula de laminina sobre las estructuras
glomerulares mediante las técnicas de la inmunoperoxidasa y la inmunofluorescencia

con sumo cuidado.

La técnica de marcaje con oro coloidal, nos permite dar resultados mas resolutivos y
definitivos. Asi, podemos afirmar que para las muestras de rifion de raton adulto el
marcaje es claramente positivo tanto para la membrana basal peritubular como para

la membrana basal glomerular en la porcion pericapilar y en la perimesangial.

De acuerdo con nuestros resultados, la localizacién exacta de la molécula de
laminina en la membrana basal glomerular pericapilar parece que no esta
exclusivamente ligada a ninguna de las laminas raras ni a la densa; si bien estos
resultados apoyan el criterio de que existe una ligera tendencia a que esta molécula
se localice a nivel de las laminas raras tanto externa como interna. De este modo, los
resultados obtenidos estan mas de acuerdo con los obtenidos por Abrahamson
(1986), quién la situa tanto en las ldminas raras como en la ldmina densa y no son
coincidentes con los de Courtoy y colaboradores (1980b y 1982), quienes la situan

exclusivamente en las laminas rara externa e interna y no en la densa.
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Ademas, mediante la técnica del oro coloidal también obtenemos resultados
claramente positivos para la matriz mesangial y por lo tanto coincidentes con los de
Madri et al. (1980), Ekblom (1981), Courtoy et al. (1982), Abrahamson (1985),
Mounier et al. (1986), Abrahamson y St John (1993), en raton y con los de Sterk et
al. (1998), en rata y de forma interpolada con los resultados de Sanes et al. (1990),
Miner y Sanes (1994), Miner et al. (1997) y Sorokin et al. (1997) para la

determinacion positiva de las cadenas alfa 1, beta 1 y gamma 1.

Los resultados de distribucion de la laminina obtenidos en Mus musculus, al igual
que para la fibronectina son extrapolables a los obtenidos para las especies de
roedores silvestres Mus spretus y Clethrionomys glareolus, si bien y también de
forma semejante a lo que ocurre con la molécula de fibronectina la intensidad de
marcaje es mucho menor en ambas especies en comparacion con lo que ocurre en el
raton de laboratorio. Otra coincidencia de resultados entre las moléculas de laminina
y fibronectina y la especie Apodemus sylvaticus es la de que ninguna de las muestras
procesadas han mostrado resultados positivos a la presencia de laminina en esta

especie.

5.3 Membrana basal glomerular

En las muestras procedentes de Mus spretus, Apodemus sylvaticus y Clethrionomys
glareolus aparece una caracteristica comun y diferenciadora con las del raton de
laboratorio. Mientras en la membrana basal glomerular del raton de laboratorio
podemos observar las tres laminas de densidad variable a los electrones (ldminas
raras externa e interna y lamina densa central) en ninguna de las muestras de las tres
especies silvestres anteriormente citadas aparece dicha diferenciacion trilaminar; en
ellas las membranas basales glomerulares aparecen con densidad practicamente
uniforme en todo su espesor y también con densidad uniforme en comparacién con la

matriz mesangial.
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El como las moléculas segregadas por las células epiteliales viscerales por un lado y
las células endoteliales por otro se "funden" entre si, en una capa trilaminar, a partir
de dos bilaminares, no ha sido todavia explicado. Tampoco podemos explicar como
la trilaminar lo hace, en estos casos, en una monolaminar. No obstante, cabe pensar
que la diferencia de densidades es posible bajo el concepto de distribucion,
disposicidn y/o proporcion del conjunto de cada una de las moléculas que estructuran
la membrana basal glomerular de una forma asimétrica y que si bien existe una
secrecion asimétrica de los componentes de la membrana basal glomerular (Lee et
al., 1993; Sorokin et al., 1997) esto no implica que estos componentes no puedan
distribuirse de forma simétrica, con localizacion relativamente distante a su lugar de
sintesis, aunque ello comporte un flujo direccional de los componentes a través de

todo el espesor de la membrana basal glomerular.

5.4 Apodemus sylvaticus

Ninguna de las muestras procesadas de Apodemus sylvaticus han mostrado resultados
positivos a la presencia de fibronectina y de laminina; para su localizacion fueron
utilizados en una primera fase de experimentacion los mismos anticuerpos
comerciales que se utilizaron para el resto de las especies, tanto de laboratorio como
silvestres, primero con los mismos valores de dilucion y posteriormente con valores
superiores. En una segunda fase de localizacion, se utilizaron los mismos tipos de
anticuerpos comerciales pero suministrados por otras casas comerciales con el

mismo resultado negativo.

Cabe recordar que actualmente se considera a cada una de las matrices extracelulares
como exclusiva de su tejido y por tanto de las funciones que éste desempeiie. Asi, es
posible, que dentro de un mismo tipo de tejido, en diferentes especies animales, las
moléculas que conforman la membrana basal glomerular puedan presentar distinta

distribucion, disposicion y/o proporcion si es que entre ellas existen diferencias
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dentro de las propias funciones; como por ejemplo, ocurre con la adaptacion a una
dieta natural que puede afectar tanto al metabolismo renal como a los perfiles
urinarios como indican Xiaoling et al. (1998) y Griffin et al. (2000), quienes
demuestran que los datos metabodlicos de las especies de laboratorio no pueden
extenderse, sin confirmacion, a las especies silvestres. En relacion con esta
caracteristica recordemos también, que algunas isoformas de laminina desaparecen
mientras otras hacen su aparicion a medida que avanza el desarrollo embrionario del
organismo (Ekblom et al., 1990; Miner y Sanes, 1994; Miner et al., 1997; Sorokin et
al., 1997; Kashtan et al., 2001). También es posible que no toda la molécula varie
sino quiza ciertos epitopes de las moléculas, como apuntan Abrahamson et al. (1989)
y Abrahamson y St John (1993), en el periodo posterior al desarrollo glomerular y al
de maduracion del glomérulo; ademas, como ocurre en las patologias renales, la
variacion en la proporcion y/o distribucion de una molécula influye en la variacion y
aparicion de otras moléculas o de sus isoformas como ocurre por ejemplo con el
colageno tipo IV y la laminina y la fibronectina (Cosgrove et al., 1996; Miner y
Sanes 1996; Lees et al., 1998; Cosgrove et al., 2000; Kasthan et al., 2001; Andrews
etal., 2002).

También estudios realizados sobre determinados grupos de proteinas, han
determinado que éstas han ido modificando su estructura original junto con los
cambios evolutivos de un determinado grupo filogenético (Sarich et al., 1967,
Wilson et al., 1977). De forma inversa Sayama y colaboradores en 1991, utilizando
anticuerpos anti coldgeno tipo IV de la membrana basal sobre corpusculos y tibulos
renales expone el nivel de proximidad o distanciamiento filogenético entre algunas
especies de vertebrados utilizados como animales de laboratorio (rata, ratonm,
praomis, jerbo, hamster, cobaya, conejo, musarafia, vaca y pollo) y entre ellas y el ser
humano, tomando como base el menor o mayor grado de reactividad inmunolégica
entre determinantes antigénicos. Asi, las relaciones filogenéticas que obtienen entre

las distintas especies utilizadas ponen de manifiesto que éstas estan en posicion
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filogenética mas cercana al raton de laboratorio (Mus musculus) siguiendo el
siguiente orden: el praomis (Praomys coucha); el grupo formado por la rata (Rattus
norvergicus), el jerbo (Meriones unguiculatus) y el hamster (Mesocricetus auratus);,
el cobaya (Cavia porcellus); el grupo formado por el ser humano (Homo sapiens), la
musarafia (Suncus murinus) y el conejo (Oryctolagus cunicullus); la vaca (Bos
taurus) y el pollo (Gallus domesticus). Es de remarcar que los miembros del Orden
Rodentia que se utilizaron (raton, rata, jerbo, hamster y cobaya) estin mucho mas
subdivididos que los otros drdenes por la antigenicidad del coldgeno tipo IV de raton.
Asi, a tenor de los resultados obtenidos, se indica que el praomis, asignado
taxonomicamente primero al género Mus y posteriormente al género Rattus, estd mas
cerca filogenéticamente del raton que de la rata; que tanto la rata, como el jerbo y el
hamster pertenecientes a familias taxonomicas diferentes (Muridae y Cricetidae)
estan igualmente alejados, por su antegenicidad, del raton pero sin embargo, estan

mas cercanos que el cobaya perteneciente a la familia de los cricétidos.

Si el colageno tipo IV, el mayoritario de las laminas basales, no comparte los mismos
determinantes entre especies filogenéticas cercanas y/o de un mismo grupo
taxonomico se reafirma el concepto de que las laminas basales y sus componentes
moleculares deben ser consideradas como exclusivas de su tejido. Ademas la
variacion molécula de uno de sus componentes estructurales posiblemente estd
asociada al hecho de que las moléculas que interrrelacionan con dicho componente,
en nuestro caso la laminina y la fibronectina, también podrian haber variado
evolutivamente, haciendo posible la falta o ausencia de reactividad de los anticuerpos

comerciales en algunas especies.
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CONCLUSIONES

1.- La ultraestructura trilaminar de la membrana basal glomerular presente en Mus
musculus no es observable ni en Mus spretus, ni en Apodemus sylvaticus, ni en
Clethrionomys glareolus; presentando en estas tres especies una densidad

practicamente uniforme en todo su espesor.

2.- Ultraestructuralmente, en todas las especies de roedores silvestres utilizadas la
membrana basal pericapilar, la membrana basal perimesangial y la matriz mesangial
presentan una misma densidad uniforme; lo cual no permite diferenciar el limite

entre la membrana basal glomerular perimesangial y la matriz mesangial.

3.- En las especies Mus musculus, Mus spretus y Clethrionomys glareolus la
fibronectina se localiza Unica y exclusivamente a nivel de la matriz mesangial y en

ningln caso en las membranas basales glomerulares.

4.- En las especies de Mus musculus, Mus spretus y Clethrionomys glareolus la
laminina se localiza tanto a nivel de las membranas basales glomerulares, pericapilar
y perimesangial, como en la capsula de Bowman, la membrana basal tubular y la

matriz mesangial.

5.- La presencia de la laminina en la membrana basal glomerular pericapilar muestra

una ligera tendencia a localizarse en las laminas raras externa e interna.
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6.- El marcaje menos intenso en Mus spretus y Clethrionomys glareolus y la
ausencia del mismo en Apodemus sylvaticus para la fibronectina y la laminina en la
membrana basal glomerular y la matriz mesangial puede indicar un caracter de
divergencia filogenética que corroboraria la idea de la especificidad de los

componentes moleculares exclusivos respecto a un tejido y a una especie.
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