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Valoracion del daro glomerular en la hialinosis
segmentaria y focal inducida por adriamicina
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RESUMEN

En el desarrollo de la hialinosis segmentaria y focal el estudio semicuantitativo
demostré la importancia de la vacuolizacién de la célula epitelial visceral a partir
de la décima semana en la secuencia evolutiva de la lesién. Las adherencias a la
cdpsula de Bowman siguieron un curso paralelo al de la vacuolizacién de la célula
epitelial visceral. Se puede establecer una correlacién positiva entre la vacuoliza-
cion de la célula epitelial visceral y las adherencias a la capsula de Bowman. En la.
nefropatia se produce alteracion de la cipsula de Bowman que es secundaria a la
alteracion de la célula epitelial visceral. En el desarrollo de la nefropatia los glo-
mérulos presentaron aumento de la lobulacién del ovillo ¢apilar y ensanchamiento
mesangial. No hubo diferencias estadisticamente significativas en la localizacién
entre la lesion glomerular cortical y yuxtamedular.

Palabras clave: Hialinosis segmentaria y focal. Adriamicina. Célula epitelial visce-
ral. Mesangio.

VALUATION OF THE GLOMERULAR DAMAGE IN THE SEGMENTARY AND |
FOCAL HYALINOSIS INDUCED BY ADRIAMYCIN .

SUMMARY

A semi-quantitative study on the development of the segmental and focal hyali-
nosis evidenced the importance of the visceral epithelial cell vacuolization in the
evolutive sequence of the process since the tenth week. The adherences to the
Bowman capsule followed a parallel course to the visceral epithelial cell vacuoli-
zation. Both facts are positively correlated. The Bowman capsule alteration is
secondary to the visceral epithelial cell alteration and also highly correlated with
it. The glomeruli showed accentuation of lobular architecture and mesangial wide-
ning in the development of the nephropaty. There were no statiscally significative
differences caused by the cortical or yuxtamedullary location of the damaged glo-
meruli. A
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Introduccién

La hialinosis focal y segmentaria, descrita por vez
. primera por Rich bajo el nombre de glomeruloescle-
rosis intercapilar, representa el 10 % de las nefropa-
tias de la infancia " 2.

Mientras que la cardiotoxicidad de la adriamicina
ha sido claramente demostrada en el ser humano, la
nefrotoxicidad de esta droga sélo ha sido descrita
ocasionalmente en nuestra especie. La adriamicina
actda a nivel renal induciendo un sindrome nefrético
con las caracteristicas de cambios minimos 3. De lo
anteriormente comentado se deduce que la adriami-
cina induce a nivel experimental una nefropatfa que
tiene unas propiedades de cronicidad y autoperpe-
tuacién que son factores caracteristicos de la enfer-
medad renal crénica progresiva humana.

Las principales razones de la importancia de la
morfometria en el diagndstico anatomopatolégico y
su utilidad clinica son la aplicabilidad objetiva y re-
productibilidad. Una gran variedad de argumentos se
relacionan con la objetividad y reproduccién. En pri-
mer lugar, en diferentes disciplinas médicas no ana-
tomopatolégicas, como la hematologia y bioquimica,
son empleadas ampliamente estas técnicas cuantimé-
tricas. Frecuentemente se correlacionan estudios con
valores, por ejemplo bioquimicos, con descripciones
histolégicas y citopatolégicas que conducen a resul-
tados insuficientes. Por otra parte, la morfometria es
esencial en los estudios patoldgicos de poblacion”’.
En segundo lugar existe la tendencia en anatomia pa-
tolégica a describir impresiones subjetivas como
objetivas para evitar el riesgo de diagndsticos erré-
neos y consecuentemente procedimientos legales.
Una tercera razén relacionada con este apartado es
la posibilidad del control de calidad por anélisis
cuantitativo 8.

El conocimiento actual de la hialinosis segmentaria
y focal estd basado, fundamentalmente, en los estu-
dios con el microscopio 6ptico y electrénico, siendo,
por el contrario, escasos los datos morfométricos
aportados para la cuantificacién de esta nefropatia.

Material y métodos

Utilizamos 21 ratas Wistar, hembras, de ocho se-
manas de vida y un peso comprendido entre 185 y
210 gramos al comienzo del experimento. Los ani-
males fueron divididos en cinco grupos (I a V) para
observar y determinar la evolucién morfolégica a lo
largo del tiempo, desde un sindrome nefrético con
lesiones minimas hasta la hialinosis focal y segmenta-
ria; siendo sacrificado cada grupo a las dos, cinco,
diez, veintidds y treinta y dos semanas. La dosis ad-
ministrada de adriamicina para inducir un sindrome
nefrético fue de 7,5 mg/kg, via intravenosa (vena yu-
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gular interna), en dosis Unica. El grupo control estaba
constituido por cinco ratas, que recibieron suero sali-
no fisiolégico en dosis Gnica, a igual volumen que
las dosis de adriamicina aplicadas a los otros grupos.
Como indicadores de control para todos ellos com-
probamos el peso y determinamos la proteinuria total-
a las dos, cinco, diez, veintidés y treinta y dos sema-
nas. La técnica seguida para la obtencion y procesa-
miento de las piezas quirlrgicas a estudiar fue la
siguiente:

1. Anestesia inhalatoria del animal con éter.
2. Incisién toracoabdominal media y abordaje de
ambos rifones:

a) Ligadura del hilio correspondiente al rinén de-
recho, extirpacién y pesaje del mismo; a continua-
cién, congelacién con nitrégeno liquido para estudio
con inmunofluorescencia (IgA, 1gG, 1gM, C; v fibri-
négeno [Nordic Diagnostics]) y técnica de lipidos’
(Oil-Red-0).

b) Elrindén izquierdo, previo clampaje de la aorta
toracica, fue perfundido a través de la aorta abdomi-
nal con solucién de Karnovsky, procesandose poste-
riormente para estudio con microscopia éptica me-
diante fijacion por inmersion de los cortes coronales
del riidn en bouin alcohélico, continuado con la
deshidratacién en los alcoholes para, finalmente, ser
incluidos en parafina. Las secciones histolégicas, de
3u de espesor, fueron tenidas con hematoxilin-
eosina, acido peryédico de Schiff, tricrémico de
Masson y plata metenamina de Gomori.

Para el estudio con microscopia electrénica se
tomaron pequefas muestras de corteza renal, que
fueron fijadas en glutaraldehido en tamp6n fosfato
durante un minimo de cuatro horas para, posterior-
mente, seguir el procesado habitual.

Para la valoraciéon semicuantitativa del dano glo-
merular fueron estudiados un minimo de 50 gloméru-

“los por animal, sefalando su localizacién: A) Yuxta-

medular (glomérulos préximos a la superficie medu-
lar renal o, dicho de otra manera, aquellos que dan
origen a una arteriola eferente que vuelve hacia la
médula y se divide en los vasa recta descendentes).
B) Cortical (glomérulos préximos a la superfice renal
y zona intermedia entre éstos y los glomérulos yuxta-
medulares, es decir, aqueilos que dan origen a una
arteriola eferente en proximidad a la superficie renal,
asi como todos aquellos glomérulos que ni son corti-
cales puros ni yuxtamedulares [mediocorticales])®,
determinandose en cada uno de ellos en microscopia
Optica los siguientes parametros (tabla I):

1.1.  Vacuolizacion glomerular: Este parametro se
gradué en cinco valores siguiendo los criterios de
Okuda y cols. '°.

1.2.  Lobulacién del ovillo capilar glomerular.

1.3. Ensanchamiento mesangial. ‘

1.4. Adherencias del ovillo glomerular a la cap-



HIALINOSIS POR ADRIAMICINA

Tabla I. Valoracién de los parametros cuantificados

Vacuolizacién del penacho capilar ............... g O'Z_E % 25:52 * 53:15 +% iii‘f
Adherencias a la capsula de Bowman ............. 8 0-23 % 25:52 % 5(_);_71_5+% i:iff
Lobulacién glomerular .......................... Aus%ncia Presincia
Ensanchamiento mesangial ...................... Aus%ncia Presincia
Engrosamiento capsular .............. .. ... ..., Aus&(e)ncia Presincia

sula de Bowman. Para este parametro seguimos crite-
rios similares a los determinados en el apartado 1.1.

1.5. Engrosamiento de la capsula de Bowman.

Realizamos una graduacién del dafo glomerular
mediante la suma de valores adjudicados a los apar-
tados anteriores de la siguiente manera: a) Vacuoliza-
cién glomerular: 0 a 4. b) Lobulacién del ovillo glo-
merular: 0 a 1. c) Ensanchamiento mesangial: 0 a 1.
d) Adherencias a la capsula de Bowman: 0 a 4.
e) Laminacién de la cipsula de Bowman: 0 a 1.

La escala de lesi6n glomerular resultante, conside-
rando tanto los glomérulos globalmente como en
funcién de su localizacién yuxtamedular o cortical,
fue la siguiente:

Grado 0: Ausencia de lesién (suma = 0).
Grado |: Lesién leve (suma entre 1y 3).
Grado |l: Lesién moderada (suma entre 4 y 6).
Grado llI: Lesion severa (suma entre 7 y 11).

Los parametros cuantificados fueron sometidos a
estudio estadistico aplicindose el T-test para el peso
y la proteinuria y la prueba de Chi-cuadrado para el
resto de los pardmetros estudiados. Se realizé un es-
tudio de correlacién de los parametros descritos me-
diante el coeficiente de correlacién de Pearson. Se
consider6 significativo p < 0,05

Resultados

El peso medio corporal que a las dos semanas era
de 191,82 g pas6 a ser de 258,66 g en la semana 32.
El aumento de peso fue menor al observado en los
grupos control (tabla I1).

En los animales tratados con adriamicina la protei-
nuria fue de 284,67 + 218,86 mg/24h en la segunda .

semana y de 774,66 * 332,16 mg/24h (tabla lll). La
diferencia con los grupos control fue siempre signifi-
cativa.

Las lesiones fundamentales observadas, junto a los
pardmetros descritos a continuacién en el microsco-
pio optico (fig. 1), con microscopia electrénica, fue-
ron la fusién de podocitos, vacuolizacién e hiperpla-
sia microvellositaria de la célula epitelial visceral, fu-
sién y fibrosis del penacho capilar a la cépsula de
Bowman y engrosamiento de la misma (fig. 2). El
mesangio presentaba dreas de degeneracién y tortuo-
sidad de la membrana basal y de las células mesan-
giales.

Tan sélo demostramos por inmunofluorescencia
depésitos de IgM en la décima semana (grupo Ili,
fig. 3). :

El grado-de vacuolizacién (tabla 1V) vari6 significa-
tivamente desde un 2 % con una afectacién menor
del 25 % de la superficie del ovillo capilar glomeru-
lar en la segunda semana, en la que no habia dife-
rencia significativa con el grupo control, hasta un
4 % con afectacion mayor del 75 % en la décima y
trigésimo segunda semanas, con' grados intermedios.
La vacuolizacién mostré los mayores indices de
correlacién, en los parametros estudiados, con las
adherencias a la cdpsula de Bowman (0,95189), el
grado de afectacién glomerrular total (0,97262) y el
engrosamiento de la capsula de Bowman (0,91995).

Las adherencias a la cdpsula de Bowman (tabla V)
siguieron un curso casi paralelo al descrito en la va-
cuolizacién de la célula epitelial visceral. Asi, las ad-
herencias fueron escasas a las dos semanas (0,4 % de
los glomérulos alterados con una afectacién menor
del 25 % ovillo) para ir progresando paulatinamente
y alcanzar el maximo de afectacién en la décima se-

Tabla Il.  Pesos corporales de los grupos tratados con adriamicina y control (g)

\

Adriamicina
Control

258,6 £ 23,24
295,0
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Fig. 1.—La imagén de microscopia Gptica muestra glomérulos con gran vacuol:zacron del penacho capilar que se fusiona a 1a capsula
de Bowman (PAS. Aumento original 250X). .

mana, en la que no habia adherencias en el 32,03 %
de los glomérulos, con lesiones moderadas-severas
en mas del 15 % de los glomérulos, manteniéndose
hasta la trigésimo segunda semana. Este pardmetro
mostré el mayor indice de correlacién con el engro-
samiento de la capsula de Bowman (0;96113), la va-
cuolizacién de la célula epitelial visceral (0,951989)
y el grado de afectacion glomerular total (0,95136).

A la segunda y quinta semanas no apreciamos en-
grosamiento de la capsula de Bowman (tabla VI) en
los glomerulos estudiados, para aumentar intensa-
mente en la décima semana (34,4 %) y ser maximo
en la semana 32, dlferenC|as que fueron estadfstica-
mente sugmflcatlvas (X% = 111,96, p < 0,007). El en-
grosamiento .de la capsula tenfa los mayores indices
de correlacién con,:las adherencias a la cépsula de
Bowman (0, 96113) la vacuolizacién de la célula

epitelial visceral (0,91995) y la afectacién glomerular
total (0,90076). '

El maximo grado de lobulacién (tabla VII) se ob-
servé en la décima semana de estudio y progresé
posteriormente hasta la trigésima. segunda semana
(grupo V), resultados que fueron estadisticamente
significativos (p < 0,05).

El ensanchamiento, mesangial (tabla VII1) aumenté
significativamente a partir de la décima semana, para
seguir manteniendo la significacion (p < 0.05) res-
pecto al grupo control, desde este aumento hasta la
trigésimo segunda semana.

El ndmero de glomérulos lesionados (tabla IX) va-
ri6 desde un minimo del 2,5 % en el grupo | hasta un
maximo del 71,6 % en la décima semana y 60,67 %
en la 32. Por otra parte, el mayor porcentaje de glo-
mérulos con lesiones severas se observé en la sema-

Tabla Hl. Proteinuria de los grupos fratades con adriamicina y controles (mg/24 h)

| It 1T \Y Y
Adriamicina ... .............. | 284,6 £218,8 .. 537,1 £ 266,67 483,7 + 339,24  731,3 365,01  774,6 * 332,16
Control ..................... 17,8+ 12,09 21,1 £ 12,4 5,89 1,7+ 7,35 7,35

19,9
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Fig. 2.—Depésitos de IgM de caracter mesangial en los glomérulos del grupo Il (inmunofluorescencia, IgM. Aumento original 250X).

na 32 con un 26 % de los mismos. Este parametro
presenté los mayores indices de correlacién con la
vacuolizacion de la célula epitelial visceral (0,97262)
y las adherencias a la capsula de Bowman (0,95136).
En menor grado mostré correlaciéon con el drea del
penacho capilar glomerular (0,82263) y el area me-
sangial (0,81314). »

En general, no existieron diferencias. significativas
(p > 0,05) entre el grado de lesion de los glomérulos
corticales y yuxtamedulares desde la semana segun-
da a la trigésimo segunda (grupos:1 a V). Tan sélo en
el grupo IV (veintidos semanas) existié un claro pre-
dominio de la lesién en los glomérulos yuxtamedu-
lares.

Tabla IV. Valoracion de la vacuolizacién del
penacho capilar glomerular

HIALINOSIS POR ADRIAMICINA

Discusién

La célula epitelial visceral presentd vacuolizacion,
objetivada ultraestructuralmente en la segunda sema-
na de estudio, apareciendo diferencias significativas
entre los diferentes grupos de tratamiento con adria-
micina con microscopia optica en la décima semana,
que se mantienen a pesar de su progresion hasta la
trigésimo segunda semana. La vacuolizacion se man-
tiene y tiende a aumentar a lo largo del estudio, lo
que representa el caracter irreversible de la lesion.
Hemos demostrado, por tanto, el aumento en tama-
fio y en ndmero de las vacuolas epiteliales a medida

Tabla V. Valoracion de las adherencias del
penacho capilar glomerular a la capsula
de Bowman

% / Grupo I l n v \Y % / Grupo i I n v v
0 ... 98,4 97,6 46,4 61,3 46,6 o R 99,6 97,2 43,6 61,3 50,6
o 1,6 2,4 24,8 21,3 23,3 + o 0,4 2,8 18 9,3 10,6
At o 0 0 16,0 10,6 16,6 B 0 0 16 14,6 14
e n S 0 0 8,8 4,6 9,3 +Ht 0 0 14 9,3 13,3
B o S 0 0 4,0 2 4 o o o S 0 0 8,4 5,3 11,3
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e ued 8 S

Fig. 3.—Corte ultrafino glomerular que muestra células epiteliales tumefactas, fusién de procesos podales, depds

itos electrodensos

epiteliales, adherencia y fibrosis del penacho capilar glomerular a la capsula de Bowman y marcado engrosamiento de la misma.

(Ultrafino. Aumento original 2000X).

que transcurre el periodo de estudio. Hemos obser-
vado cémo la vacuolizacién de la célula epitelial vis-
ceral, objetivada por numerosos.autores '3, es una
de las lesiones primarias en esta nefropatia, presen-
tando los mayores indices de correlacion con las ad-
herencias a la capsula de Bowman, el grado de afec-
tacion glomerular y el engrosamiento capsuldr. Pare-
Ce, por tanto, que la vacuolizacién de la célula epite-
lial visceral, al aumentar en tamafio y namero, dio
lugar a adherencias y engrosamientos en la capsula
de Bowman, con la esclerosis segmentaria y focal se-
cundaria. Chiang y cols. ™ Ilegaron a la conclusién
de que la vacuolizacion de la célula epitelial visceral
puede ser un factor Gtil para distinguir, en glomérulos

no esclerosados, la hialinosis segmentaria y focal del
sindrome nefrético con cambios minimos, aunque

. este parametro no les parecié adecuado como pre-

dictor del desarrollo final de la hialinosis segmentaria
y focal. o )
Las adherencias a la capsula de Bowman parecen

- Constituir un fenémeno secundario a la vacuoliza-

cion de la célula epitelial visceral con la que mantu-
vieron el mayor indice de correlacién. Se ha demos-
trado asociado a las grandes sinequias la existencia
de esclerosis significativa, multilaminacién de la
membrana basal de la cdpsula de Bowman vy fibrosis
periglomerular ', El alto indice de correlacién entre
la vacuolizacién de la célula epitelial visceral y las

Tabla VI.  Valoracién del engrosamiento de la Tabla VII.  Valoracién de la lobulacién del
capsula de Bowman penacho capilar glomerular
% / Grupo I I I v \Y % / Grupo i all M Y v
0 ..., “.. 100 100 656 73,3 64,6 0 oo 99,2 93,2 654 88 70
+ o 0 0 34,4 26,6 35,3 +o 0,8 6,8 356 12 30




HIALINOSIS POR ADRIAMICINA

Tabla VIIl. Valoracién del ensanchamiento

Tabla IX. Gradacién de la lesion glomerular a lo

mesangial largo del periodo de estudio
% / Grupo | n n v v % [/ Grupo | I I v \Y
[\ S 100 996 63,2 746 60,6 [+ J 97,6 90,4 284 56 39,3
o 0 0,4 36,8 25,3 39,3 o 2,4 9,6 30 15,3 18,6
o 0 0 20,8 16 16
o 0 0 20,8 12,6 26

adherencias a la cdpsula de Bowman parece indicar
que este pardmetro es un hecho secundario, al de-
mostrar nuestro trabajo la presencia de vacuolas
manifiestas ultraestructuralmente ya en la segunda
semana de estudio.

El engrosamiento de la cdpsula de Bowman mostro
el mayor indice de correlacién con las adherencias
capsulares. Parecia que la lesién seguia un curso
marcado por la vacuolizacién de la célula epitelial
visceral, que al aumentar en namero y tamaiio favo-
receria el desarrollo de adherencias a la capsula de
Bowman, con el consiguiente engrosamiento capsu-
lar y la hialinosis segmentaria y focal. Okuda, en su
trabajo '° describié también la presencia de fenéme-
nos degenerativos de la capsula de Bowman, funda-
mentalmente a partir de la decimosexta semana pos-
terior a la administracion de la adriamicina.

Apreciamos cémo el espacio mesangial aumentaba
de tamano significativamente desde las primeras se-
manas de estudio, fundamentalmente por los inten-
sos depésitos proteicos. En fases mas avanzadas, jun-
to a los depésitos de caracter proteico, aparecian
areas de esclerosis. Diferentes autores describieron la
participacién del mesangio en el desarrollo de la ne-

fropatia, sobre todo en modelos experimentales. Ca- -

be resaltar el trabajo de Kubosawa, que en animales
tratados con daunomicina, antraciclina, del grupo de
la adriamicina, observé el desarrollo de hialinosis
segmentaria y focal, la’ cual se asociaba a alteracio-
nes mesangiales progresivas '®.

El analisis de la distribucién de las lesiones glome-
rulares (corticales y yuxtamedulares) s6lo presenté di-
ferencias significativas en la semana 22, en la que los
glomérulos yuxtamedulares tenian lesiones mas seve-
ras que los corticales. Los otros grupos no mostraban
diferencias significativas entre ambos tipos de glomé-
rulos. Estos resultados parecen estar en contradiccién
con los observados por otros autores ' '8 que des-
cribieron un predominio de la lesién en los gloméru-
los yuxtamedulares. Estos trabajos no cuantificaron la
distribucién de la lesion, lo que pudo llevar a una
falsa interpretacién de los hechos. Olson '? no obser-
v6 diferencias significativas en la distribucién de la
lesién entre los glomérulos corticales y yuxtamedula-
res, resultados concordantes con .los obtenidos en
este estudio, aunque con modelo experimental dife-
rente.

Aunque estructuralmente demostramos lesién glo-

merular en la segunda semana de estudio, ésta no
tenfa diferencias estadisticamente significativas con
la cuantificacién en el microscopio éptico hasta la
quinta semana, en la que observamos lesiones glo-
merulares de grado leve. El grado de afectacion
glomerular tuvo los mayores indices de correlacién
con la vacuolizacién de la célula epitelial visceral y
las adherencias a la capsula de Bowman. Resultados,
por otra parte, légicos al estar disefiados este paré-
metro en funcién de los dos dltimos. De todas formas
la valoracién en funcién de la vacuolizacién de la
célula epitelial visceral, adherencias a la cépsula de
Bowman, engrosamiento capsular, lobulacién del
penacho capilar y engrosamiento mesangial, pensa-
mos que fue Gtil para observar y cuantificar la evolu-
cién de la nefropatia, constituyendo un posible factor
de seguimiento y prondstico en la enfermedad hu-
mana. :
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