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Lesiones renales en Cebus apella y Saimiri boliviensis. Estudio
histolégico, histoquimico, inmunohistoquimico y bioquimico

PALABRAS CLAVES:

Enfermedad renal, nefiitis, glomeruloneftitis, Cebus apella, Saimiri boliviensis, primate.

RESUMEN

Se realiz6 el analisis bioquimico de sangre y orina y la biopsia renal mediante
laparotomia o por el método percutaneo en 15 primates de la especie Cebus apella y en 20
de la especie Saimiri boliviensis, clinicamente sanos y criados en cautiverio, asi como el
estudio histologico, histoquimico, inmunohistoquimico y ultraestructural de las biopsias. Se
estudiaron, asimismo, rifiones obtenidos en las necropsias de 17 Cebus apella y 50 Saimiri
boliviensis, muertos por diversas causas.

Los analisis bioquimicos de sangre y de orina en la especie Cebus apella
permitieron determinar que los valores normales no se modificaron ante la existencia de
lesiones renales leves, moderadas y severas, en tanto que en la especie Saimiri boliviensis
existio relacion entre lesiones renales severas y valores elevados de urea y creatinina séricas.
Los métodos de biopsia seleccionados fueron apropiados, debido a que todos los animales
se recuperaron sin complicaciones y el material obtenido fue adecuado para el estudio.

La combinacion de las técnicas histoquimicas, inmunohistoquimicas y el estudio
ultraestructural permitio realizar el diagnostico de las nefropatias de estos primates. Las
mismas incluyeron glomeruloneftitis, neffitis intersticiales y lesiones tubulares de diversa
severidad. Las alteraciones glomerulares primarias se agruparon en glomerulonefritis
mesangioproliferativas, proliferativas y membranosas, esclerosis y hialinosis glomerular. En
la mayoria de ellas se pudieron apreciar presentaciones difusas o focales y globales o

segmentales. Los depdsitos de Ig M tuvieron un patron de distribucion mesangial y se



correspondieron con las lesiones glomerulares caracterizadas por incremento de la matriz
mesangial.

Un elevado nimero de lesiones renales en las dos especies de primates,
probablemente fueron consecuencia de procesos infecciosos ascendentes de las vias
urinarias y, en menor proporciéon pudieron obedecer a complejos antigeno-anticuerpo
circulantes de diversos origenes.

Las lesiones renales identificadas en el material de necropsia fueron similares a las

observadas en las biopsias, aunque, en general, resultaron més severas.



Renal lesions in Cebus apella and Saimiri boliviensis. Histological,
histochemical, immunohistochemical and biochemical study
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SUMMARY:

Blood and urine analysis and renal biopsies were accomplished in 15 healthy adult
primates of the Cebus apella species and in 20 of the Saimiri boliviensis species bred in
captivity. Biopsies were obtained at laparatomy or through the blind percutaneous
techniques. Histological, histochemical, immunohistochemical and ultrastructural study of
the biopsies were performed. Kidneys obtained from necropsies of 17 Cebus apella and 50

Saimiri boliviensis dead from diverse causes were also included.

In the C. apella species, biochemical blood values and urine analysis results
remained within the normal range in spite of the presence of subtle to severe renal lesions.
In the S. boliviensis species, severe renal lesions resulted in elevated blood urea nitrogen
and serum creatinine levels. The biopsy techniques were appropriate as all the animals
recovered uneventfuly after the procedure and the samples obtained were adequate for the
study.

The combination of histochemical, immunohistochemical and uitrastructural study
allowed to establish a diagnosis of the nephropathies. Glomerulonephritis, interstitial
nephritis and tubular lesions with different severity were identified . The primary glomerular
alterations were classified into mesangioproliferative, proliferative, and membranous
glomerulonephritis, sclerosis and glomerular hialinosis. In most of them focal or diffuse and
global or segmental presentations could be appreciated. The deposits of Ig M had a



mesangial distribution pattern and corresponded to the glomerular lesions characterized by

an increase in the mesangial matrix.

It is probable that most of the renal lesions recognized in both species were a
consequence of ascending infections from the urinary tract and in a smaller proportion were

the result of circulating antigen-antibody complexes of various origins.

Renal lesions recognized in necropsy samples were similar to those observed in

biopsies, although they were more severe.



I- INTRODUCCION

El conocimiento de la ocurrencia de las enfermedades renales espontaneas en los
primates no humanos juega un rol preponderante para el empleo de estos animales como
modelos biologicos de experimentacion, debido a que dichas lesiones pueden comprometer
el resultado de los estudios llevados a cabo en estas espectes. Las lesiones renales
son regularmente citadas como comunes en prosimios ©”, primates del nuevo

(1,9,21,22,29,31,47,48,52,60,66,81,82,106,114,143,154,162,163,174,184,189,217,218)

mundo y primates del viejo

mundo ©13#2674IT10611L18H)
Los primates pertenecientes al presente estudio corresponden a la especie Saimiri
boliviensis y Cebus apella.

Las colonias originales de ambas especies fueron importadas en el afio 1980 por
el Centro Argentino de Primates -CAPRIM/CONICET-. La especie Saimiri boliviensis fue
ingresada desde Santa Cruz de la Sierra (Bolivia), en tanto que la especie Cebus apella fue
importada desde la Repiiblica del Paraguay.

Los animales utilizados en este estudio corresponden a la cuarta generacion de
las colonias originales °*'*V.

Del Cebus apella (mono cai, capuchino, tufted capuchin, brown capuchin
monkey) existen dos subespecies en la Republica Argentina: el Cebus apella vellerosus en el
noreste (Provincia de Misiones) y el Cebus apella paraguayanus en el noroeste (Provincias
de Jujuy y Salta). En el Paraguay, esta especie abarca la zona oriental, entre los rios Parana
y Paraguay, estando restringida al brazo norte del Rio Pilcomayo. El Rio Parana hace de
limite entre las dos subespecies mencionadas 7>,

La popularidad del Saimiri boliviensis (mono ardilla, squirrel monkey) como
mascota en los Gltimos afios, ha sido un factor fundamental para su utilizacién como animal
de laboratorio, siendo una de las especies de primates del nuevo mundo mas utilizada en
investigacion biomédica “*'*®. El mono ardilla es nativo de América Central y América del
Sur (Costa Rica, Panama, Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia, Venezuela, Guyana y

Brasil) “"7,



Estas especies de primates son utilizadas como modelos experimentales en
investigacion biomédica para lo cual un buen estado de salud es una condicion funda-
mental .

Es importante destacar que los estudios sobre enfermedades renales efectuados
en estas especies son incompletos y no se conocen en profundidad muchos aspectos
referidos a la etiologia, patogenia, sintomatologia, caracteristicas morfologicas y evolucién
delas mismas. Es necesario evaluar la naturaleza, extension y grados de lesiones renales
espontaneas en las dos especies antes mencionadas.

Por otro lado, es escasa la informacion existente acerca de la utilidad de las
técnicas inmunohistoquimicas en las lesiones renales de estos primates.

La escasez de estudios especificos referentes a la caracterizacion morfologica de
las lesiones renales en biopsias y su correlacion clinica en las dos especies fueron motivos
validos para la eleccion del presente proyecto.

Los resultados obtenidos permitiran aportar conocimientos indispensables para el
uso de estos primates como modelos biologicos.

De la revision y analisis de la bibliografia disponible surgen las siguientes
hipotesis:

1- En las especies de primates del nuevo mundo Cebus apella y Saimiri
boliviensis las alteraciones morfologicas renales tienen una elevada incidencia.

2- No existe correlacion entre las lesiones histopatologicas renales y los datos
obtenidos en los analisis bioquimicos de sangre y orina.

3- El estudio histopatolégico mediante biopsias renales es un método valido para
evaluar las lesiones renales.

4- Existe asociacion entre las caracteristicas morfologicas de las diferentes

nefropatias con el tipo y distribucién de inmunocomplejos.



1- Objetivos

Los objetivos de este trabajo fueron:

-Caracterizar las alteraciones renales en dos especies de primates del nuevo
mundo, Cebus apella y Saimiri boliviensis en condiciones normales de cautiverio, mediante
estudios morfoldgicos, histoquimicos e inmunohistoquimicos en biopsias y bioquimicos en
sangre y orina.

-Estandarizar la técnica de puncion biopsia con aguja gruesa (Tru-Cut ®) a través
de lumbotomia (laparatomia abdominal).

-Evaluar la relacion entre alteraciones renales morfologicas y funcionales en estas
especies.

-Evaluar la utilidad de las técnicas inmunohistoquimicas (Complejo
Estreptavidina-Biotina ) en las lesiones renales.

-Comparar los resultados obtenidos con los citados por la literatura para las

demas especies de primates del nuevo y viejo mundo.



HI- REVISION BIBLIOGRAFICA

1- Primates en biomedicina

Los primates no humanos son indispensables en la investigacion biomédica
modemna, en la elaboracion de productos biologicos y en los controles de compuestos para
determinar su toxicidad, especialmente en pruebas de productos farmacologicos ©-4-536%131,
144,162.163,164,171,184,189,190217) _ Son especialmente valiosos por su parentesco evolutivo con el
hombre, no sélo por su similitud anatomica general y de comportamiento, sino por sus
condiciones fisiologicas y bioquimicas analogas a las humanas. Debido a esta estrecha
relacion, los primates ofrecen una comprension muy particular de situaciones paralelas al
hombre ©”. Los primates no humanos han sido no sélo la clave en el desarrollo de la vacuna
contra la poliomaelitis, sino que también han contribuido a ampliar el conocimiento y la
comprension de otras enfermedades como la malaria, la fiebre amarilla, el sarampion, la
tuberculosis, los trastornos mentales y la oncogénesis virica, entre otras ¢%%7>7%%)

Actualmente se llevan a cabo un gran nimero de importantes proyectos de
investigacion biomédica en los laboratorios del mundo. Ademas, la aplicacion de los
resultados de las investigaciones depende, en alto grado, de la utilizacion de primates no
humanos. Sin realizar una prueba preliminar en estos animales, los riesgos de la aplicacion

del conocimiento teorico en los humanos podrian ser demasiado graves Z%.



2- Reseiia historica de la descripcion anatémica renal

El comienzo de las investigaciones en anatomia glomerular se remonta a 1687,
cuando Marcello Malpighi presenta la descripcion de pequefios ovillos vasculares en la
corteza renal, ubicados en la terminacion del arbol vascular, infiriendo que se trataba de
pequeiias glandulas que producian orina y que convergian en un sistema urinifero ®®. En
1787, Schumlansky introduce el término de glomérulo “*” y luego establece las relaciones
anatomicas de los tibulos que transportan la orina .

Bowman, en 1842, redefinio estas observaciones mediante la demostracion de la
continuidad entre la membrana basal glomerular y la tubular ®?y sugiri6, ademas, que cada
ovillo glomerular en una fase temprana del desarrollo era una invaginacion de la porcién
terminal de un tibulo. Este concepto fue luego abandonado al comprenderse mejor la
embriogénesis del polo vascular y urinario *. Afios mas tarde, la cipsula y el espacio que
rodea al ovillo glomerular fue llamada de Bowman. La arquitectura glomerular detallada
interesd a muchos observadores. Zimmermann, entre los afios 1929 y 1933, realizé la
descripcion de areas especiales ubicadas en el espacio intercapilar, compuestas por células y
fibras, llamandolas mesangio por analogia con el mesenterio ). Sin embargo, su existencia
fue largamente ignorada.

Las células granulares epitelioides en la pared del vaso aferente fue descripta por
Ruyter en 1925 " Goormaghtigh, en 1932, investigé el grupo de células intercaladas
entre los vasos aferentes y eferentes . Zimermmann, en 1933, denominé area de
Poolkiseen a este grupo de células y aplicO por primera vez la denominacién de
“mécula densa~ ®@®. Goormaghtigh, en 1940, denominé a toda la region aparato yuxta-
glomerular ®”

Generalmente, el término glomérulo implica no solo el ovillo glomerular, sino
también el espacio y la capsula de Bowman, inicio del tibulo proximal, arteriolas aferente y

eferente y el aparato yuxtagiomerular '’
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3- Consideraciones clinicas y fisiopatolégicas sobre nefropatias en el hombre

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad renal varian segiin el componente
renal afectado, el tiempo de desarrollo de la alteracion y el mecanismo de la lesion. Sin
embargo, las presentaciones clinicas pueden agruparse en 8 sindromes bastante bien
d eﬁm d os (11,18,35,77,94,108,120, 138,161,197,193,198,216).

1-Sindrome nefritico agudo: Se trata de un sindrome glomerular dominado por su
presentacion aguda con hematuria (la que generalmente es macroscopica), proteinuria ligera
a moderada e hipertension. Se trata de la manifestacion clasica de la glomerulonefritis
aguda postestreptocéclca (4,76,104,109,18,138,148,167,187,191)‘

2- Sindrome nefrético: Se caracteriza por una fuerte proteinuria (superiora 3,5 g
al dia), hipoalbuminemia, edemas intensos, hiperlipidemia y lipiduria “6121-138148.17,187,191)

3- Hematuria o proteinuria asintomatica o una combinacién de ambas : Suele ser
una manifestacion de alteraciones glomerulares sutiles ’¢!%13%M3187.19) - Generalmente
existe una relacion temporal entre una infeccion respiratoria o gastrointestinal previa
y los episodios de hematuria que son consignados como una caracteristica clinica
ﬁ'ecuente (160,188).

4- Insuficiencia renal aguda: Dominada por oliguria o anuria con azotemia de
corta duracion. Puede ser consecuencia de lesion glomerular (glomerulonefritis con
semilunas), lesion intersticial o necrosis tubular aguda !*83%77:94108.121,120,138,161,152,198.216)

5- Insuficiencia renal cronica: Caracterizada por signos y sintomas prolongados
de uremia. Es el resultado final de todas las enfermedades renales crénicas '2%43%24%:
101,108,138,161,198).

6- Defectos tubulares renales: Con sintomatologia variada, pudiendo existir un
predominio de poliuria, nicturia y alteraciones electroliticas. Se deben a enfermedades que
lesionan directamente la estructura tubular ¢%125169,

7- Infeccion de las vias urinarias: Caracterizada por bacteriuria y piuria. Las
infecciones pueden ser sintomaticas o asintomaticas y afectar al rifion y/o a la
Vejiga (58,138,161).

8- Nefrolitiasis: Presencia de calculos renales, manifestada por colicos renales,

hematuria y formacion recidivante de calculos “*1**16D,
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Ademas de estos sindromes, la obstruccion de las vias urinarias y las neoplasias
renales constituyen lesiones anatomicas especificas con manifestaciones a menudo

variadas (58,138,161).

4- Métodos de estudio anatomopatolégico

La biopsia renal y el examen del tejido a través de la microscopia Optica,
microscopia electronica y técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica son
importantes para determinar y confirmar el tipo de lesion renal. Existen varios métodos para
la realizacion de la biopsia renal: a) técnica percutanea o ciega, b) cirugia laparoscopica
(lumbotomia minima), c) laparatomia abdominal y d) biopsias con guia ultrasonogra-
fi ca (7,138,141,216,24)'

En humanos, frecuentemente la biopsia debe ser tomada durante el curso de un
sindrome neftitico y de forma urgente cuando se trata de una insuficiencia renal rapidamente
progresiva. Esto es importante porque permite determinar si el episodio de falla renal aguda
se debe a alteraciones glomerulares o a algun otro factor ¢}*%9%118.123,137,138,142.228)

La indicacion del tratamiento de una enfermedad glomerular debe estar basada en
los hallazgos morfologicos del examen a través del microscopio Optico, la

inmunofluorescencia y, si fuera posible, el estudio mediante microscopia electronica **7.

5- Clasificacion de las lesiones renales
5-1. Generalidades:

Algunos aspectos de las glomerulonefritis fueron descriptos por Bright en el afio
1827 ©®®. Muchas fueron las razones de confusion en la clasificacion de las enfermedades
renales, entre las que se pueden citar la escasez de informacion sobre la etiologia, la
patogenia y la falta de adecuadas correlaciones clinicopatologicas y de terminologia
estandarizada, ademas de la insuficiencia de datos acerca de la evolucion anatomo-
patologica 7.
Con el correr de los afios han surgido diferentes clasificaciones con distintos

criterios. Algunas se basan en la experiencia clinica y otras en los procesos patologicos de la

ultima etapa. Solo muy ocasionalmente el clinico y el patologo trataron de elaborar algun
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concepto racional, correlacionando el comportamiento evolutivo y los hallazgos
morfolégicos %%,

La situacion ha mejorado de modo considerable gracias al desarrollo de modelos
experimentales apropiados, a la introduccion de la biopsia renal y a los rapidos progresos de
la inmunologia (2,42,71,93,99,12,135,141192,199,200).

La biopsia renal ha hecho posible el estudio de las alteraciones en una fase precoz
y el seguimiento de la evolucion de la enfermedad. También ha permitido conocer formas de
nefritis moderadas no fatales y ha proporcionado material fresco para ser estudiado
mediante la inmunofluorescencia y la microscopia electronica. Las técnicas inmunologicas
han brindado informacién acerca de los diversos mecanismos involucrados, aunque en
muchos casos no se lleg6 a un diagnéstico etiologico y la nomenclatura ain continua siendo
no satisfactoria ¢*>12138.142228)

En el hombre, una apropiada caracterizacion de las enfermedades renales
solamente es posible mediante la evaluacion y la correlacion de los aspectos
inmunopatologicos, patomorfologicos y clinicos. A su vez, cada uno de estos aspectos tiene
su propia clasificacion. La nosologia de varios tipos de glomerulonefritis resulta de la
constante o variable combinacion de los componentes de esos tres aspectos. De esta
manera, algunos tipos de glomerulonefritis ya conocidos han sido confirmados y otros
definidos nuevamente ',

La clasificacion anatomopatologica de las lesiones renales ha sido llevada a cabo
por numerosos investigadores teniendo en cuenta criterios descriptivos (38,91,92,14,201,
21921228 Tradicionalmente, se han dividido las enfermedades renales segiin afecten a uno u
otro de los cuatros componentes morfologicos fundamentales del rifion: glomérulos,
tl.'lb UIOS, inter StiCiO y vasos sanguineos (3,11,18,42,49,58,77,99,101,113,120,138,161,170,101,198,199,228). No
obstante, la interdependencia anatomica de las estructuras renales supone que la lesion de

uno de ellos lleva, casi siempre, a la afeccion secundaria de los demas 16V,

5- 2. Glomerulonefritis (GN):
Las lesiones glomerulares pueden ser clasificadas de acuerdo con su distribucion

en la corteza renal y su extension en el glomérulo individual. La denominacion de
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glomerulonefritis difusa se refiere a que la lesion involucra virtualmente a todos los
glomérulos y el término focal denota compromiso solo de algunos glomérulos. La
denominacion de lesion global implica a todo el glomérulo y el término segmental es cuando
se afectan uno o varios segmentos del propio ovillo glomerular ™.

El glomérulo puede reaccionar: con aumento del nimero de células, con
engrosamiento de la membrana basal de la pared capilar y fibrosis como forma de curacion
por secuela. Las células que pueden aumentar en nimero son las endoteliales, mesangiales y
epiteliales y/o puede existir infiltracion leucocitaria. La combinacion de estas lesiones
elementales proporciona el sustrato histopatologico a distintos tipos de GN tales como : GN
exudativa, GN proliferativa, GN mesangioproliferativa, GN esclerosante (focal-segmental o
focal-global), GN con cambios minimos, GN perimembranosa, GN membranosa y GN
m embran opr oliferativa (3,18,49,58,99, 10l,137,161,170,178,181,199,228).

Si en los distintos tipos de GN se determina el elemento inmunologico

relacionado con la lesién glomerular, se habla de GN mediadas inmunolégicamente %"

99,137,170,228).

Las lesiones con presencia de leucocitos en el glomérulo se denominan GN
exudativas y se caracterizan por la acumulacion masiva de granulocitos neutrofilos en la luz
capilar. El exudado inflamatorio se extiende hacia el mesangio y al espacio subcapsular y
desde aqui pasa a la luz tubular. Las células endoteliales y mesangiales permanecen
edematizadas pero sin proliferacion "’” . En estos procesos es dificil demostrar la presencia
de fibrina en el espacio de Bowman, aunque puede existir en pequeiias cantidades “®.

Las lesiones con incremento de la celularidad propia del glomérulo es denominada
GN proliferativa o GN intra o endocapilar. Se caracteriza por la proliferacion de las células
endoteliales y mesangiales, provocando disminucion y hasta oclusion de la luz capilar
(18,170.228). Este proceso puede estar asociado con la presencia de numerosos granulocitos
(neutréfilos), y acompafiado por aumento del tamafio del ovillo glomerular. En ocasiones,
las células epiteliales se presentan edematizadas, con proliferacion segmental, lo que
determina la formacion de semilunas .
Mediante estudios realizados con microscopia Optica, inmunofluorescencia y

microscopia electronica se demuestra que la GN mesangioproliferativa es una entidad
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caracterizada por el incremento de la celularidad mesangial y moderado incremento de la
matriz mesangial “**>"**?_ En la GN mesangioproliferativa los capilares glomerulares
permanecen sin alteracion al igual que la circulacion sanguinea y la funcién renal @
Algunos hallazgos llevan a la conclusién de que la lesion mesangial puede tener diferentes
formas y rangos. La misma puede ser clasificada en dos grupos de acuerdo a si esta o no
involucrado un mecanismo patogénico inmunolégico **”.

Los cambios glomerulares que comprometen a la membrana basal de los capilares
glomerulares se denominan GN membranosas. En esta lesion las paredes capilares estan
difusamente engrosadas. La misma se puede presentar de tres formas: a) cuando existe
dep6sito de material del lado externo de la membrana toma el nombre de epimembranosa,
b) si el engrosamiento se debe a deposito de material del lado interno de la membrana toma
el nombre de endomembranosa c) cuando existe proliferacion de matriz mesangial y la
misma se interpone entre la membrana basal y las células endoteliales se denomina
proliferacién mesangial con interposicion **”'"”_ Otros cambios en la membrana basal de
los capilares glomerulares pueden ser la duplicacion, laminacion y ondulacién @, Estos

cambios se aprecian con la tincion de PAS y las coloraciones con sales de plata ‘*

137,170,178,228)

En algunos casos, las lesiones de la membrana se deben a la formacion de nuevas
membranas a partir de las células mesangiales, endoteliales o epiteliales, o por deposito de
material fibrinoide del lado externo o interno de las membrana basal %3"17%29

Las causas de las nefropatias membranosas son usualmente desconocidas (GN
membranosas idiopaticas). El antigeno es conocido, solamente, en un limitado niimero de
casos, por ejemplo, Treponema pallidum en la sifilis generalizada, hepatitis B, lupus
eritematoso, sarcoidosis y en una variedad de tumores malignos ™

Los depositos granulares pueden estar presentes del lado externo de la membrana
basal de los capilares glomerulares en la region subepitelial, entre la membrana basal y los
procesos podales de los podocitos. Estos depositos se tifien debilmente de color pardo
luego de las tinciones con sales de plata y contienen inmunoglobulinas y complemento,
demostrables mediante inmunofluorescencia ¢ inmunohistoquimica. Dichos depdsitos son

inmunocomplejos que estimulan a los podocitos a secretar sustancias de constitucion
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quimica similar a la membrana basal, las que se depositan en forma granular del lado externo
de la misma y, mas tarde, se incorporan a la propia membrana basal, la que a menudo
aparece duplicada %7 En estados mas avanzados, la matriz mesangial puede
incrementarse y presentar un patron fibrilar, los capilares disminuyen su luz y finalmente se
obliteran, finalizando con la esclerosis y hialinizacion del glomérulo™™.

La proliferacion de las células epiteliales parietales o viscerales del glomérulo se
denomina GN extracapilar, en contraposicion a la GN endocapilar; esta lesion esta
localizada por fuera de la membrana basal. La proliferacion epitelial produce las
denominadas semilunas, las cuales encierran concéntricamente al ovillo glomerular. Es
segmental cuando la semiluna rodea una parte del ovillo glomerular y global cuando rodea
la totalidad del ovillo glomerular. En etapas tardias estas formaciones son remplazadas por
tejido fibroso (1%%161,170.178.228)

La fibrosis glomerular se caracteriza porque el numero de células estd
marcadamente reducida y el ovillo glomerular se torna acelular. Las luces capilares estan
parcial o totalmente obliteradas. Finaimente, la fibrosis puede estar limitada a grupos de
capilares, a 16bulos o al glomérulo en su totalidad (segmental o global) (%%137170.178.28)
Aparentemente, la lesion tiene su foco inicial en los glomérulos yuxtamedulares y luego
afecta a las estructuras glomerulares corticales; también es frecuente observar adherencias
del ovillo glomerular al epitelio parietal de la capsula de Bowman ®.

La hialinizacion segmental o global del ovillo glomerular tiene causas diferentes,
como por e¢jemplo isquemia, y fenomenos de neffitis intersticiales cronicas y también puede
ser el resultado de todos los tipos de lesiones glomerulares citados anteriormente. El curso
de la hialinizacion glomerular es irreversible y se caracteriza porque los capilares
glomerulares estan colapsados y obliterados, los nucleos de las células epiteliales y
mesangiales desaparecen y el glomérulo se torna parcial o totalmente acelular "*'"%®_ E|
hallazgo de hialinizacion del 70 % u 80 % de los glomérulos en una biopsia de adecuado
tamaflo significa el estadio final de una enfermedad renal ‘’**®_ En muchos pacientes estas
lesiones glomerulares son espontaneas, aparentemente como consecuencia de alteraciones

ultraestructurales que ocurren en la etapa neonatal "% Estos glomérulos son

encontrados mas frecuentemente en el area subcapsular que en la zona yuxtamedular.
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La patogenia de esta lesion es oscura, pero algunos autores piensan que es el resultado de
una involucién fisiologica mientras que otros la atribuyen a la sumatoria de pequefias
injurias que ocurren durante la vida ®%®

Entre las GN mediadas inmunologicamente, la GN mesangioproliferativa y, de
este grupo, la neffitis por inmunoglobulina A (Ig A), es la mas comian 44430.36,57.39,109,112,135,
15,159,170,183202203) En numerosas observaciones se observan depositos de Ig A asociada a Ig
G y la fraccion C3 del complemento; ésta nefropatia es definida como nefropatia mesangial
por Ig A-Ig G ““*. Varios hallazgos en pacientes con neffitis por Ig A, sugieren que la
misma es depositada en el glomérulo en forma polimérica y esto hace que los niveles en
circulacion estén incrementados *2.

En ocasiones, se asocia a la GN mesangioproliferativa el depésito de Ig M con un
patron de distribucion mesangial. El curso de esta lesion es relativamente benigno y
presenta una respuesta variable al tratamiento, debiendo considerarse a ésta como una
entidad clinica e inmunopatologica distinta (*4-3412),

La GN membranoproliferativa también puede ser mediada inmunolégicamente,
correspondiendo a la mas severa de estas enfermedades que, a su vez, puede ser idiopética o
secundaria y puede ocurrir en asociacion con enfermedades sistémicas ™

inmunodeprimidos ©4!1»12414),

0 en pacientes

5- 3. Tubulopatias:

Las alteraciones tubulares se clasifican en: cambios citoplasmaticos del
epitelio tubular (degeneracion celular), atrofia, hipertrofia, dilatacion, necrosis tubular y la
presencia de cilindros hialinos en la luz (**1%17828)

En la degeneracion celular las luces tubulares aparecen reducidas de
tamatfio y las células que conforman el epitelio tubular se muestran tumefactas, muchas
de ellas con fenémenos de degeneracion hidropica y otras con marcada acidofilia
citoplasmética %17,

En la atrofia tubular, la altura del epitelio esta reducida, los nicleos aparecen
mas juntos y la luz tubular mas amplia. En este estadio puede ser dificil distinguir entre
tubulo proximal y distal. Algunos tubulos estan atréficos y otros colapsados y permanecen
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separados unos de otros por prominente tejido conectivo intersticial, a menudo infiltrado
por un pequeiio niimero de células inflamatorias *’?*®. La atrofia tubular puede ser focal o
difusa, la primera esta relacionada a isquemia glomerular y la segunda se observa en
estados avanzados de enfermedad renal *>'™. En la estenosis arterial, los tibulos y
glomérulos sufren atrofia al mismo tiempo, siendo esta lesion frecuentemente descripta
como infarto parcial .

En la hipertrofia tubular, las estructuras afectadas son principalmente los
tabulos proximales. Se caracteriza por el aumento del diametro externo de los tabulos,
mientras que las células del epitelio permanecen normales. Esta lesion se considera una
consecuencia de mecanismos de compensacion de nefrones que sobreviven a dafios
producidos en enfermedades renales cronicas y podria ser considerada una lesion mas
aparente que real. Cuando muchos nefrones vecinos se encuentran involucrados en este
estadio, forman la llamada imagen pseudotiroidea, caracterizada por tibulos dilatados con
contenido de material eosindfilo (cilindros hialinos) en su interior. La hipertrofia tubular
contrasta marcadamente con las areas adyacentes de atrofia tubular ®>13%178:28)

En la dilatacion tubular, tanto el diametro tubular externo como el interno estan
aumentados. Las estructuras afectadas son los tubulos colectores. Los tabulos
hipertrofiados también se consideran estructuras dilatadas. Esta lesion generalmente es la
consecuencia de fenomenos de retencion u obstruccién ®>137178229)

La presencia de cilindros hialinos en la luz tubular es el resultado de sustancias
con alto contenido proteico, principalmente en los tibulos contorneados proximales @,

La necrosis tubular es el resultado de varias causas que, de manera general,
pueden dividirse en dos grupos principales: 1) Lesion nefrotoxica: son los casos en que
existe intoxicacion directa de los tabulos, particularmente de los tubulos contorneados
proximales, por accion de diversos agentes nocivos, tales como sustancias quimicas
-toxicas o microbianas- y 2) Lesion tubulorréxica: son los casos que poseen un vinculo
comun de un episodio hipotensivo anterior o isquemia renal grave. En ocasiones,
suelen observarse figuras mitoticas dando una impresion general de actividad de

regeneracién (ll,lZ,l8,35,49,58,99,101,l13,137,161,170,178,199,228)'
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Otra lesion que se cita con frecuencia es el dafio tubular provocado por reflujo de
orina que en ocasiones afecta al epitelio tubular proximal y al espacio de Bowman. En estos
casos, ¢l espacio capsular presenta un precipitado granular eosinéfilo y los tubulos
proximales pueden presentar una gran variedad de alteraciones; su aspecto varia en relacion
con el comienzo de la oliguria y también con la aplicacion de sustancias en el
tratamiento®'?. Entre los hallazgos microscopicos llama la atencion que las células que
revisten la capsula de Bowman con frecuencia son excesivamente prominentes y numerosas

con el aspecto de las que recubren el tibulo contorneado proximal ¢**.

5- 4. Neffitis y pielonefritis:

Es importante destacar que los tubulos urinarios, junto con el intersticio cortical
renal, forman la mayor porcion del parénquima renal (aproximadamente el 95%) "*.

En varias formas de nefritis los rifiones presentan una reaccion celular
inflamatoria en los tejidos intersticiales. La misma reaccion también ocurre en la pelvis renal
BI85  Ambas enfermedades (nefitis intersticial y pielonefritis) no solo presentan
cambios inflamatorios del intersticio y de los tubulos, sino que también en los estados
avanzados producen lesion glomerular *!%-13.178.28.229)

La nefritis intersticial se define como una reaccion inflamatoria del tejido
intersticial renal que podria ser separada de la pielonefritis por el tipo de compromiso y por
la via de llegada de los agentes "® La primera presenta una distribucion difusa, inicialmente
parenquimatosa, que ocasionalmente puede comprometer la pelvis y la via de llegada es
habitualmente hematogena. La pielonefritis se inicia en la pelvis por penetracion directa de
los agentes por via ascendente®>”>?*®. Como en la nefiitis intersticial también son afectados
los titbulos, estos desordenes pueden ser designados como neffitis tibulo intersticial *®. Las
células de la inflamacion pueden ser encontradas en el tejido intersticial tanto en procesos
agudos como cronicos con una distribucion focal o difusa. Esta lesion es generalmente
bilateral cuando el proceso inflamatorio es de origen bacteriano hematogeno y uni o
bilateral en infecciones bacterianas ascendentes con formacion de abscesos en la corteza y
médula; este proceso es raramente observado en material de biopsia @®. En las nefiitis

agudas un gran nimero de leucocitos polimorfonucleares puede estar presente.
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Los linfocitos pequefios y las células plasmaticas predominan en los procesos inflamatorios
cronicos, generalmente asociados a atrofia del parénquima y fibrosis intersticial ®**"14515%
178228.229) E] término neffitis intersticial aguda incluye, en muchos casos, una gran cantidad
de linfocitos y células plasmaticas, sin polimorfonucleares. Por lo tanto, los términos de
aguda y cronica no radican tanto en las caracteristicas del componente celular como en el
curso clinico del ataque. Este es un ejemplo mas de como se emplea el estado clinico para
definir un cuadro histologico ®'*®. En la neffitis intersticial cronica existe una destruccién
parenquimatosa focal, fibrosis intersticial progresiva rodeada de infiltrado celular y
glomérulos parcialmente obliterados en el area afectada. Los hallazgos de los cultivos
urinarios son inconstantes ®. La cantidad de fibrosis intersticial es mas notoria en la
mayoria de las formas cronicas y éste es, en general, el mejor criterio histologico para
distinguir entre la etapa aguda y la crénica ®>*»'™

La combinacion de inflamacion parenquimatosa, calicial y pelviana se conoce
como pielonefitis .

Generalmente, la pielonefritis es provocada por invasion bacteriana. La misma
puede tener origen ascendente (via urinaria) o descendente (via hematogena) **17¢17829)
En humanos juega un rol preponderante el reflujo de orina infectada a partir de los uréteres,
la que eventualmente puede ser causa de una reaccion inflamatoria debido al efecto
irritante %,

En la pielonefritis aguda un gran nimero de leucocitos polimorfonucleares puede
estar presente. En los procesos inflamatorios cronicos los linfocitos pequefios y las células
plasmaticas estan usualmente presentes, generalmente asociados a atrofia del parénquima y
fibrosis intersticial 3715417822829 Dpary algunos autores el término de nefitis intersticial
aguda es sin6nimo de pielonefitis aguda y el término nefritis intersticial cronica es sinonimo
de pielonefiitis cronica *”

Las nefropatias que tienen como entidad morfologica una neffitis intersticial
presentan caracteristicas macroscopicas y microscopicas bien definidas. Macroscopicamente
se aprecia palidez general; la superficie de corte denota palidez de la corteza y columnas de

Bellini, en contraste con la zona oscura de las papilas @.
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Por otro lado, puede existir lesion en la pelvis e intersticio renal debido a
infeccion del tracto urinario. Esto es mas frecuente en individuos de corta edad y
generalmente acompaiia hasta la vida adulta. Esta enfermedad esta asociada con bacteriuria

y reflujos vésicoureterales "%,

5- 5. Histopatologia de los vasos renales:

La enfermedad no inflamatoria principalmente de las arteriolas renales, arterias
interlobulares y, a veces, del glomérulo con compromiso del intersticio cortical renal, es
conocida como nefroesclerosis benigna. En la mayoria de los casos los glomérulos aparecen
sin cambios, pero en individuos de edad avanzada puede haber obliteracion de los
glomérulos ubicados en la capa media y extena de la corteza renal, los que son
transformados en una sustancia PAS positiva, libre de micleos celulares y a veces rodeado
por la cipsula de Bowman, transformada en una masa fibrotica ‘**'7%® Los cambios
vasculares mas prominentes son la mayor o menor hialinizacion de la intima, o la media y la
intima de los vasos aferentes y de los segmentos distales de las arterias interlobulares "***
101,120,137, 16L178,192,198,19.200) * Cuando la nefroesclerosis benigna se acompaiia de episodios
hipertensivos severos, puede haber incremento de la matriz mesangial en el glomérulo %,

La nefroesclerosis maligna involucra a las arterias interlobulares, arteriolas
aferentes y capilares glomerulares. En la primer etapa de la enfermedad se observan
trombos en los capilares glomerulares, particularmente en la region hiliar. En etapas mas
avanzadas, el cambio mas prominente asienta en la membrana basal de los capilares
glomerulares, la que puede aparecer arrugada o plegada, destacandose la presencia de
edema subendotelial. En principio, las lesiones descriptas en el glomérulo pueden también
ocurrir en todos los vasos renales. El cambio mas temprano en las arterias aferentes e
interlobulares es el edema de la intima provocando la estenosis arterial. En etapas
avanzadas puede existir necrosis de la intima, con formacion de trombos que
ocluyen totalmente la luz de las arterias. Estos trombos pueden ser reabsorbidos en parte y

parcialmente remplazados por fibras colagenas, formando cicatrices obstructivas (%'*43%%

101,113,120,161,137,170,178,192,198,199,200,228)
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6- Patogenia y componente molecular de las lesiones renales

El rol de los eventos inmunologicos en la patogénesis de las GN fue reconocido
en la clinica y en experiencias de laboratorio en los primeros afios de este siglo “>’". En las
dos primeras décadas, los estudios inmunologicos indicaron que el antigeno nefrotoxico
responsable se encontraba localizado en la corteza renal y mas tarde se corrobor6 que el
mismo se hallaba especificamente en el glomérulo “***!%Y

En las décadas siguientes, inmunologos sobresalientes como Masugi, Smadel y
Kay analizaron los aspectos inmunolégicos y patologicos de esta enfermedad en modelos
biologicos, concluyendo que los cambios morfologicos renales en algunos casos eran
similares a las GN en humanos (%#655%113:16D

De esta manera se evidencia que, en la mayoria de las glomerulopatias, existe un
claro mecanismo inmunologico de base. También existen hallazgos que indican que los

tabulos renales y el tejido intersticial pueden ser dafiados inmunologicamente &!1162354246,

49,58,71,77,87,93,94,96,99,101,110,120,135,161, 176,181,192, 198,199,200,216,228)

Se han reconocido dos tipos importantes de enfermedades inducidas
inmunologicamente: 1) lesiones por anticuerpos que reaccionan “in situ” en el glomérulo con
antigenos glomerulares fijos insolubles y 2) lesiones que resultan principalmente de los
complejos antigeno-anticuerpos de diversos origenes y acumulados en los glomérulos pero
formados en la circulacion. También desempefian un rol importante los mecanismos

celulares y la activacion de la via alterna del complemento -!!-183%4249,38,71,77,93,94.99,101,120,135,

l6l,l70,181,l92,l98,199,228).

La forma en que estos inmunocomplejos penetran en la membrana basal
glomerular no ha sido satisfactoriamente explicada. Las moléculas cargadas positivamente
tienen una marcada afinidad por la carga negativa de la membrana basal glomerular y ésta
puede actuar como un blanco para los anticuerpos circulantes. Ademas, dichas moléculas
pueden penetrar en la membrana basal glomerular ain cuando su tamaiio excede los
500.000 daltons, mientras que las moléculas anionicas por encima de 70.000 daltons son
efectivamente excluidas ®'®. Las moléculas de antigenos y anticuerpos pueden penetrar la

lamina densa solamente en forma disociada ®'?.
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Se ha trabajado en numerosos modelos animales con la finalidad de explicar la
presencia predominantemente glomerular de estos inmunocomplejos. Existen A&reas
pobremente definidas en ciertos tipos de nefiitis como por ejemplo las modificaciones que
sufren los depositos de complejos inmunes *® y las diferentes moléculas de
inmunoglobulinas ” o la existencia de sustancias que juegan un rol fundamental en la
regulacion de la reparacion y proliferacion celular en las GN rapidamente progresivas
(1361%)  Toda vez que se ha investigado en modelos experimentales la clase de
inmunoglobulinas presente en los complejos intraglomerulares, predomina la
inmunoglobulina G o es la unica clase existente. Sin embargo, la inmunoglobulina M y la
inmunoglobulina A pueden estar presentes en menor proporcion ®. En roedores, los
complejos inmunocirculantes que contienen inmunoglobulina A pueden ser inducidos
por inmunizacion, por via enteral o por via parenteral con antigenos definidos,
pudiendo depositarse en el mesangio e iniciar una GN proliferativa similar a la observada
en humanos “°.

En humanos, la mayoria de las nefropatias mediadas inmunolégicamente se deben
a Ig A. Esta inmunoglobulina deriva normalmente del tejido linfoide asociado a los sistemas
digestivo y respiratorio y tiene como funcioén principal la de proteger a las mucosas. El
incremento puede deberse al resultado de una hiperproduccion por parte del sistema
inmune responsable, estimulado por continuos cambios antigénicos o por una defectuosa
eliminacion por el sistema fagocitico mononuclear, o bien a lesiones hepaticas, generando
como consecuencia un incremento en la circulacion “>*%,

En el hombre y en algunos animales de laboratorio la GN membranoproliferativa

se relaciona frecuentemente con la deficiencia hereditaria de los componentes de la via

clasica del complemento C1, C2, C4 y, principalmente, C3 (76416,

7- Lesiones renales en diferentes modelos biolégicos y en animales domésticos

Las lesiones glomerulares en ratones son clasificadas en diferentes categorias de
acuerdo con el sustrato histopatologico afectado: GN focal, GN difusa, GN proliferativa
intra y extra capilar, GN membranoproliferativa y GN membranosa. Todas estas GN estan

asociadas al incremento de complejos inmunocirculantes ®%?_ En ratones, entre las



lesiones de origen desconocido, se cita la presencia de glomérulos hialinizados (glomérulos
en desuso), asociados con la atrofia de sus tubulos, fibrosis intersticial e infiltrado
linfocitico *”'*”. También se citan alteraciones glomerulares ultraestructurales que ocurren
en la etapa neonatal y consisten en la pérdida de los procesos podales de las células
epiteliales 7.

En ratas, se postulé que las lesiones de los podocitos inducen la produccion de
una citoquina, que es un factor basico de crecimiento de los fibroblastos y, de esta forma,
contribuyen a la glomeruloesclerosis en las nefropatias membranosas “®. En la misma
especie, estudios ultraestructurales indican que los depésitos subepiteliales estan
relacionados a dafios de la membrana basal glomerular y vinculados estrechamente con el
desarrollo de proteinuria 1**"*®_ Kaysen ' comprob6 en esta especie que la infusién de
dextrano o albumina disminuye los niveles de lipidos sugiriendo que la reducida presion
coloidosmoética del plasma juega un rol fundamental y es causante de la hiperlipidemia en el
sindrome nefrético. En la misma especie algunos resultados indican que dietas con bajo
contenido de proteinas disminuyen la albuminuria ©?.

En cobayos, ocurren enfermedades glomerulares que resultan de la produccion
inusual de colageno tipo III por parte de las células mesangiales, el que puede ser revelado
mediante técnicas inmunohistoquimicas y microscopia electronica. Las mismas lesiones
fueron recientemente descriptas en gatos 1%,

En el perro, a partir de estudios histologicos e inmunohisto logicos, algunos
autores, clasifican a las lesiones glomerulares en ocho tipos diferentes : anormalidades
glomerulares menores, esclerosis y hialinosis segmental y focal, GN focal, GN membranosa
difusa, GN proliferativa mesangial difusa, GN proliferativa endocapilar difusa, GN
esclerosante difusa, y GN no clasificadas @22V,

En numerosas ocasiones, se sugiere que las lesiones glomerulares son el resultado
de la localizacion in situ de complejos inmunes de origen parasitario (por €] : Dirofilaria
immitis) o de origenes desconocidos ***'?,

Mediante estudios inmunohistoquimicos y ultraestructurales realizados en las
células epiteliales de glomérulos de perro, se demostré que las células epiteliales viscerales

de glomérulos normales expresan solamente vimentina y las células epiteliales parietales



24

citoqueratina. En el mismo estudio, se corroboré que las células epiteliales viscerales de
glomérulos alterados expresan, al mismo tiempo, citoqueratina y vimentina, **2%62%9

Diferentes autores citan frecuentemente las lesiones tubulares provocadas por
diferentes medicamentos (antibioticos). También afirman que la severidad de las lesiones
tubulares permanece asociada con la concentracion de proteina en la dieta .

En el perro, el sindrome nefrotico y/o proteinuria masiva es frecuentemente
asociado con GN membranoproliferativa, fibrosis glomerular y amiloidosis renal 217299

Los valores elevados de proteina en orina son el resultado de lesiones
glomerulares, mientras que los valores incrementados de creatinina estan frecuentemente
relacionados con lesiones tubulointersticiales. En general, no hay relacion entre los
diferentes tipos de nefropatias y la edad del animal ",

Entre los signos clinicos de falla renal cronica en el perro, citan la ocurrencia de
anorexia, letargia, polidipsia y poliuria. Los hallazgos de laboratorio incluyen anemia no
regenerativa, neutropenia, trombocitopenia y azotemia ®*.

La biopsia renal en el perro, realizada por diferentes técnicas, es un método
efectivo para la evaluacion de las enfermedades renales @*. El diagnéstico de los diferentes
tipos de nefropatias mediante la realizacion de una biopsia renal, permite formular un
correcto pronostico e instaurar un adecuado tratamiento *V. Algunos tratamientos,
basados en la utilizacion de inhibidores de la sintesis de tromboxano, arrojaron resultados
satisfactorios en el caso de enfermedades glomerulares inducidas experimental-
mente (84,85,132)-

En estos animales, también se citan afecciones renales no inflamatorias, tales
como displasia renal y vasculopatias glomerulares renales y cutaneas idiopaticas de
etiologias no determinadas "*>"%2!".

En afios anteriores, en contraste con el hombre, las GN fueron raramente
descriptas en las diferentes especies de animales domésticos, mientras que la neffitis
intersticial fue frecuentemente diagnosticada ‘*V.

Actualmente, se citan lesiones renales en una amplia variedad de animales
incluyendo bovinos, ovinos, equinos, conejos, aves, peces 'y anfibios, con diversas

caracteristicas y de diferentes etiologias ©"***%17:17%)
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8- Lesiones renales en primates

Diversas lesiones renales han sido descriptas en primates del viejo mundo ©*'*

25,26,74,97,106,111,184) (1,9,21,22,29,31,48,47,52,60,66,81,82,106,114,143,154,163,162,171,174,184,189,

y del nuevo mundo
217218 tanto en la vida silvestre como en cautiverio. En una de las especies del viejo mundo,
Macaca mulatta, se citan cambios glomerulares que van desde lesiones focales menores
hasta un severo compromiso de los mismos '*. Se observan glomérulos esclerosados y
hialinizados, arteriopatias proliferativas con engrosamiento nodular excéntrico y
proliferacion celular desordenada, acompafiadas por abundante infiltrado celular mono-
nuclear **¥. También en Macaca mulatta se describen infecciones espontineas del tracto
urinario, causadas por los mismos microorganismos que producen pielonefitis en el hombre
o por antigenos bacterianos que persisten en el rifion luego de la eliminacion de las
bacterias. Se caracterizan histologicamente por un infiltrado intersticial mononuclear en la
pelvis y papilas renales que se extiende a la médula y a la corteza con dilatacion y
cicatrizacion tubular y leves cambios glomerulares. Esta neffitis intersticial asociada con
pielitis y dafio tubular fue definida como pieloneftitis cronica (1¢*164163.166)

En otros monos del viejo mundo de la especie Macaca nemestrina, apa-
rentemente normales, se describen GN mesangioproliferativas @’+'*?. Estas se presentan
con diferentes grados de alteracion, las lesiones son difusas y la severidad de las mismas
varian entre diferentes glomérulos y entre distintos sectores. En general, consisten en leve
aumento de la matriz mesangial e incremento del nimero de células mesangiales con
engrosamiento de la pared capilar ¥ En los tibulos, la lesion observada frecuentemente
es la nefrosis tubular, caracterizada por pérdida del ribete en cepillo, disminucién de la
altura del epitelio tubular a un patrén cuboidal y el incremento del diametro de la luz
tubular @,

En babuinos (Papio cynocephalus), también del viejo mundo, se describen: GN
mesangioproliferativa, acompafiada de severa proteinuria, hipoalbuminemia y edema
generalizado, neffitis con presencia de infiltrado intersticial de tipo linforreticular
(linfocitos, plasmocitos y granulocitos) en el intersticio cortical predominantemente en la
unién corticomedular y pieloneffitis septicémica embolica ®”. En esta especie de primate,

también se cita el hallazgo de hialinizacién ocasional de glomérulos .
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Dentro de las afecciones renales no inflamatorias, se describe en Macaca
Jascicularis el deposito de material cristalino correspondiente a oxalato de calcio dentro de
los tibulos contorneados proximales de la corteza renal **%.

En Papio cynocephalus se observan infartos renales como consecuencia de
émbolos formados por fibrina, leucocitos y colonias bacterianas 7.

Boyce y colaboradores, en el afio 1981 *, realizan estudios ultraestructurales y
de inmunofluorescencia en Macaca nemestrina. A partir de dichos estudios sugieren que la
patogénesis de la lesion puede deberse a depositos de complejos inmunes (antigeno-Ig M)
en la region mesangial. Mediante estudios de inmunofluorescencia Guiddens y
colaboradores, en el afio 1981 ¥, demuestran depositos de inmunoglobulinas en el
glomérulo, tales como Ig A, Ig Gy, particularmente, Ig M.

En el Papio cynocephalus, a través de estudios con inmunofluorescencia directa,
Heidel y colaboradores, en el afio 1981 ®”, detectan depositos granulares de Ig G, Ig M, Ig
Ay de fracciones C3 y C4 del complemento en los glomérulos.

Bennet y colaboradores, en el afio 1982 ¥, trabajando con Macaca fascicularis,
describen un caso de nefroblastoma maligno en un individuo juvenil de 4 meses de edad.

Los primates del nuevo mundo también son susceptibles a diversas afecciones
renales 23148:47.5281,143,174,184,189)

En los miembros de la familia Callithricidae se describen nefropatias
mesangioproliferativas, que se caracterizan morfologicamente por hiperplasia mesangial con
aumento de matriz mesangial y fibras reticulares. También se puede observar proliferacion
de las células mesangiales, asociada con inflamacion tubulointersticial predominantemente
en la zona cortical, compuesta por células mononucleares principalmente linfociticas y
usualmente acompafiada por fibrosis intersticial. La enfermedad permanece silente por
largos periodos, aunque es progresiva y se le atribuye hasta un 20 % de las muertes ®~".
En primates de la misma familia, Potkay, en el afio 1992, describe esclerosis mesangial,
proliferacion y fibrosis de la cipsula de Bowman y esclerosis glomerular asociadas a
hematuria, proteinuria y cilindros urinarios ***.

En el Aotus trivirgatus (owl monkey), la lesion mas comunmente detectada es

una GN inmunomediada, asociada con anemia hemolitica. Las lesiones varian entre los
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animales, involucrando parte o todo el glomérulo, aunque en algunos casos la mayoria de
los glomérulos evidencian algin grado de compromiso. Las lesiones mas comunes incluyen
la proliferacion de células mesangiales, incremento de la matriz mesangial, duplicacion de la
membrana basal con engrosamiento de la pared del ovillo capilar y esclerosis glomerular
(48.81,184.215) 1 as enfermedades intersticiales caracterizadas por inflamacion y fibrosis fueron
clasificadas de diferentes maneras, tales como inflamacién periglomerular, inflamacion focal,
inflamacion focal y periglomerular, fibrosis focal, fibrosis lineal e inflamacion y fibrosis
difusa sin inflamacion “®.

Del mismo género, el Aotus vociferans y el Aotus nancymae presentan
nefropatias cronicas en, aproximadamente, el 87 % de los animales a los que se les practico
la necropsia en el Centro de Reproduccion y Conservaciéon de Primates no-humanos del
Proyecto Primatologico Peruano ¢,

En el mono ardilla Saimiri boliviensis, las GN son clasificadas en cuatro tipos:
GN esclerosante focal, GN membranoproliferativa, GN membranosa y una combinacion de
las dos ultimas "**'*_ En la misma especie, Stills y Bullock, en el afio 1981 **, observan
también pieloneffitis que segiin los autores contribuyen a la mortalidad de estos animales.

Se cita a la ectopia renal como una alteracion que lleva a una severa GN
membranosa con marcada fibrosis en monos ardilla “”,

Dentro de las afecciones renales no inflamatorias en primates del nuevo mundo
de la especie Saguinus labiatus se cita mineralizacion multifocal en los riiones,
principalmente en los tibulos medulares ©.

En Saimiri sciureus, Still y Bullock, en el afio 1981 '*, consignan que la litiasis
renal en estos monos es una afeccion frecuente.

En Saguinus oedipus, Brack, en el afio 1985 ®”, describe un adenoma papilar
renal de origen tubular, rodeado por focos de neffitis tubulointersticial multifocal.

Mediante estudios de inmunofluorescencia en primates de la familia
Callithrichidae se demuestra la presencia de acimulos de inmunoglobulina M entre las
células del mesangio y la matriz mesangial ®***"'*¥_Este hallazgo permite sugerir que la

lesion es mediada por mecanismos inmunologicos 215%14314),
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Estudios inmunohistoquimicos para detectar inmunocomplejos en primates de la
familia Callithrichidae, utilizando técnicas de inmunofluorescencia y peroxidasa
antiperoxidasa (PAP) evidencian depositos de Ig M. Estos estaban presentes en el 100 % de
las glomerulopatias evaluadas y distribuidos en sitios diferentes *

Couser y Stilman, en el afio 1975 “¥, sostienen que los depositos de Ig M
preceden y probablemente llevan a lesiones glomerulares de tipo esclerosante. Sin embargo,
Bolton y col. en el afio 1976 ®, indican que los depésitos de Ig. M son independientes y no
causales de las esclerosis glomerulares.

Stills y Bullock ™® citan entre las posibles etiologias que producen enferme-
dades renales en Saimiri sciureus a las infestaciones parasitarias producidas por
protozoarios del género Plasmodium brasilianum. Los mismos autores sestienen que
existen predisposiciones de caracter genético para el desarrollo de las GN.

En Callithrix jacchus se describe que las lesiones glomerulares ocasionadas por
la concurrencia de infestaciones experimentales con virus Epstein-Barr y Plasmodiun
brasilianum (muy relacionado al Plasmodium malariae que produce el sindrome nefritico
en el hombre) son mas severas que las observadas cuando se inocula solamente el
protozoario “%*'¥,

En la misma especie, Brack y Fooke proponen que los depositos de Ig M que
provocan nefropatias pueden ser de origen medioambiental, dietético o infeccioso ©2.
También Brack, mediante estudios inmunohistoquimicos y ultraestructurales determina que
el mesangio de los callithrichidos exhibe ciertas caracteristicas que incrementan su actividad
como también Ia protrusion de las células mesangiales hacia la luz capilar .

Mediante estudios realizados en biopsias renales de primates de la especie Aotus
que fueron tratados y no tratados con péptidos sintéticos de Plasmodium falciparum se
demuestra que esta especie tiene predisposicion para desarrollar nefropatias de etiologia atin
no determinada, siendo dificil diferenciar los cambios producidos por malaria de los ya
existentes > 2%,

En la misma especie, Aikawa destaca que estos primates tienen una alta
incidencia de GN (origen idiopatico) asociada a la ocurrencia de anemia hemolitica

¢))

(causada por la deficiencia de vitamina "E" y selenio) *’. De la misma forma, Chalifoux
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sostiene que ambas enfermedades tienen elevada incidencia en animales criados en colonias
que nunca fueron expuestas a mosquitos o malarias y que las lesiones glomerulares son
similares a las observadas en monos con malaria “*.

En Cebus apella, Sanchez Negrette describe una glomerulonefiitis cronica
asociada a microfilariasis 7.

En el Centro Argentino de Primates (CAPRIM) ®® ya fueron descriptos los
hallazgos obtenidos a través del estudio histopatologico de material de necropsia pertene-
ciente a individuos de la especie Cebus apella. Las lesiones fueron clasificadas desde el
punto de vista microscopico como: a) GN proliferativa difusa aguda;, b) GN
mesangioproliferativa hiliar, c¢) GN extracapilar con semilunas, e) Nefritis intersticial
cronica con fibrosis y atrofia glomerular; f) Pielonefiitis crénica y g) Lesiones mixtas
(combinaciones de las anteriores).

La diversidad de las lesiones histologicas descriptas por varios investigadores en
diferentes especies de primates, en ocasiones asociadas a alteraciones clinicas significativas,

hacen presuponer que estos animales de laboratorio también presentan frecuentes afecciones

renales que muchas veces pasan desapercibidas y que pueden ser causa de muerte.
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11- MATERIALES Y METODOS

1- Animales de laboratorio:

En el presente trabajo se realizo el analisis bioquimico de sangre y orina y el
estudio histologico, histoquimico, inmunohistoquimico y ultraestructural de muestras
renales, para el diagnostico y clasificacion de las enfermedades renales.

Para el desarrollo de las actividades se utilizaron primates del nuevo mundo de
las especies Cebus apella y Saimiri boliviensis, pertenecientes al Centro Argentino de

Primates -CAPRIM/CONICET-. (Figura 1 y 2).

N

Figura 1: Pnimate de la especie Cebus apella
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Figura 2: Pnmate de la especie Saimiri boliviensis

1-1 Formacion de grupos y diseo:
Se trabajo con dos grupos de animales para cada especie. Grupo 1 (especimenes a
los que se practico la biopsia) y Grupo II (animales de la colonia que murieron por

diferentes causas en el transcurso de la experiencia).

Grupo 1

Cebus apella: Se constituy6 con 15 animales de ambos sexos, similar edad, peso
y origen. La edad de los animales estuvo comprendida entre 7 y 8 afios (categoria adulto

joven).

Saimiri boliviensis: Se constituy6 con 20 animales de ambos sexos, similar edad,
peso y origen. La edad de los animales estuvo comprendida entre 10 y 14 afios (adulto

joven).
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A todos los animales se les realizo el analisis bioquimico de sangre y orina y
biopsia renal con el comrespondiente estudio histologico, histoquimico e

inmunohistoquimico y, en casos seleccionados, ultraestructural.

Grupo 11

Comprendio el material de necropsia de todos los animales muertos de las dos
especies en el instituto durante el periodo de la experiencia, Cebus apella n=17 y Saimiri
boliviensis n=50, a cuyos rifiones se les realiz6 el estudio histologico, histoquimico e
inmunohistoquimico. En este grupo se encuentran animales que murieron por diferentes

causas, de diferentes sexo, edad y origen.

2- Actividades en el grupo I:
2-1. Identificacion: Los animales de cada especie fueron identificados mediante caravanas y

alojados en jaulas colectivas de cuatro animales (tres hembras y un macho).

2-2. Alojamiento: Los animales seleccionados permanecieron en jaulas externas de 15 m®

enriquecidas con perchas, plataformas y nidos.

2-3. Alimentaciéon: El alimento consisti6 en un alimento balanceado preparado
comercialmente que contiene, al menos, 24 % de proteinas, 3 % de grasa, 5,5 % de fibra,
0,7 % de calcio, 0,6 % de fosforo y que provee 2700 Kcal’kg como energia maxima. El
mismo se suministro a razon del 9% del peso corporal por dia y por animal, mas fruta de
estacion (especialmente naranjas) y agua ad libitum. El alimento fue enriquecido con

complejos polivitaminicos y minerales.

2-4. Analisis clinico de sangre y orina: Con el objeto de evaluar parametros en sangre y en
orina que permitieran valorar la funcion renal, se extrajo a cada animal sangre y orina
momentos antes de la obtencion de la biopsia renal. Los analisis quimicos se realizaron una

sola vez y mediante las técnicas que se explican mas adelante.



2-5. Parametros hematicos:

2-5.1. Hematocrito, hemoglobina, hemoglobina corpuscular media, recuento de globulos
rojos y blancos, proteinas totales, albuminas, globulinas, relacion albuminas/globulinas,
uremia, nitrogeno de urea en sangre (b.u.n.), creatininemia, uricemia, fosfatemia, calcemia,

y colesterol total.

2-6. Estudios complementarios mediante técnicas hematologicas, para determinar

parasitosis hematica (frotis sanguineos, gota gruesa y estudios serologicos).

2-7. Determinaciones en orina:

2-7.1. Andlisis semicuantitativo por medio de tiras reactivas con el fin de evaluar
parametros fisicos y quimicos, color, aspecto, proteinas, glucosa, leucocitos, nitritos, pH,

cuerpos cetonicos, urobilinogeno, bilirrubina y hemoglobina.

2-7.2. Anilisis quimico: Para la determinacion de proteinuria mediante la prueba de Heller o

del acido nitrico.

2-7.3. Analisis microscopico del sedimento urinario: Cilindroides, hilos mucosos, cilindros
hialinos, cilindros hematicos, cilindros granulosos, glébulos rojos y blancos, piocitos, células
epiteliales, espermatozoides, parasitos, cristales de uratos, acido urico, fosfatos amorfos,
fosfato de calcio, fosfatos triples y carbonato de calcio.

2-8. Biopsia renal mediante métodos directo e indirecto.

2-9. Controles clinicos semanales.



3- Técnicas de laboratorio:
3-1. Extraccioén de sangre: La sangre se obtuvo de la vena femoral con aguja 1:25 para
Cebus apella y 0,8:25 para Saimiri boliviensis. Los animales permanecieron levemente

sedados con clorhidrato de ketamina a razon de 13 mg por kg de peso corporal.

3-2. Obtencion de sangre total con anticoagulante (etilen diamino tetraacético EDTA), para

realizar las siguientes determinaciones:

3-2.1. Hematocrito (%): microhematocrito, empleandose tubos capilares de 75 mm de

longitud, por 1,40 mm de diametro heparinizados Tegnon ®.

3-2.2. Hemoglobina (g/dl): método colorimétrico (cianuro de hemoglobina ), basado en la
oxidacion de la hemoglobina a hemiglobina por medio del ferricianuro, la que se convierte

en cianuro de hemiglobina (HiCN) por reaccion con iones de cianuro.

3-2.3. Concentracion de hemoglobina corpuscular media (%): valor obtenido por célculos
entre el valor de la hemoglobina X 100 sobre el valor del hematocrito.

3-2.4. Recuento de globulos rojos y blancos (mm®), utilizindose para la misma la camara de

Neubauer (para globulos rojos se utilizé el reticulo de Thoma).

3-3. Obtencion de suero sanguineo: La sangre total sin anticoagulante fue centrifugada a
3500 r.p.m. (previa formacion y desprendimiento del coagulo), para realizar las siguientes

determinaciones:

3-3.1. Proteinas totales (g/dl): método basado en la reaccion de Biuret, con reactivo
EDTA/Cu, produciéndose un complejo color violeta con las proteinas en medio alcalino que

es proporcional a su concentracion.



35

3-3.2. Albuminas (g/dl): la albumina reacciona especificamente, sin separacion previa con la

bromo cresolsulfon ftaleina (BCF) a pH 3,8.

3-3.3. Globulinas (g/dl): por calculos de la diferencia entre proteinas totales y albaminas .

3-3.4. Relacién alb./glob.. por calculos de la concentracion de albumina sobre la
concentracion de globulinas .

3-3.5. Uremia (g/): método enzimatico colonmétrico de la ureasa, utilizado para la
determinacion enzimatica de urea en sangre y orina. La urea se descompone por accion de

la ureasa y el amoniaco liberado es determinado mediante la reaccion del azul de indofenol .

3-3.6. Nitrogeno de urea en sangre (BUN): por calculos a partir de la determinacion de

urea.

3-3.7. Creatininemia (mg/l): por el método colorimétrico de Jaffe, utilizado para la
determinacion cuantitativa de creatinina en suero y orina. Se basa en la reaccion de la
creatinina con el picrato alcalino en medio tamponado, previa desproteinizacion con acido

picrico.

3-3.8. Uricemia (mg/1): para la determinacion cuantitativa de acido urico en sangre, método

basado en la reduccion del reactivo fosfotingstico en medio alcalino tamponado.

3-3.9. Fosfatemia (mg/dl): método directo basado en la reacciéon del medio acido con el

fosforo inorganico.

3-3.10. Calcemia (mg/dl): micrométodo colorimétrico directo basado en la medida del color

producido por la reaccion del calcio con la cresolftalein complexona a pH 11.
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3-3.11. Colesterol total (g/1): se emple6 el método extractivo colorimétrico basado en la

reaccion del colesterol con iones férricos en medio acético-sulfurico.

3-4. Estudios complementarios mediante técnicas hematologicas para determinar parasitosis

hematicas.

3-4.1. Realizacion de frotis sanguineos y gota gruesa en sangre total para la observacion
microscopica de microfilarias, Trypanosoma cruzi y Plasmodium sp., coloreados con la

tincion de Giemsa (ANEXO N° 1).

3-4.2. Realizacion de estudios serologicos para la deteccion de anticuerpos contra antigenos
del Toxoplasma gondii y del Trypanosoma cruzi. Los mismos se llevaron a cabo mediante la
técnica Averbach-Yanovsky de hemoaglutinacion indirecta (HAI), mediante la utilizacion
del equipo HAI Toxo y HAI Chagas provistos por laboratorios Polychaco S.A1.C. El
fundamento de esta técnica consiste en detectar anticuerpos contra antige-nos del
Toxoplasma gondii y del Trypanosoma cruzi en los sueros de animales infectados por estos

parasitos. Los sueros se estudiaron a partir de una dilucion 1/2.

4- Obtencién y anilisis de orina:

En machos de la especie Cebus apella se realiz6 el sondaje vesical, para lo cual
se utilizé una sonda para alimentacion nasogastrica para prematuros calibre 1,4 mm K35
Rivero ®.

En hembras de la especie Cebus apella se realizo el sondaje vesical con catéter
para gatos de 5 ¥ pulgadas y 3,17 mm de didmetro Sovereing ®.

En machos de la especie Saimiri boliviensis se realizé el sondaje vesical, para lo
cual se utilizé6 un tubo de polietileno (para canalizacién venosa y anestesia peridural) tipo
PC 40 Laboratorios Barcat.
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En hembras de la especie Saimiri boliviensis se realiz6 el sondaje vesical con

catéter para gatos de 5 'z pulgadas y 3,17 mm de diametro Sovereing ®.

4-1. Analisis semicuantitativo del sobrenadante: a través de tiras reactivas de laboratorios
Boehringer Mannheim Argentina S.A. (Comburt 9 Test ®), para la determinacion
simultanea de los siguientes parametros: leucocitos, nitritos, pH, proteinas, glucosa, cuerpos

cetonicos, urobilinogeno, bilirrubina y sangre/hemoglobina.

4-2. Prueba de Heller para la determinacion de proteinuria : Se utilizé 1 c.c de acido nitrico
en un tubo de ensayo, luego en posicion inclinada se dejo escurrir por las paredes del tubo,

gota a gota, 1 cc de orina.

4-3. Analisis microscopico del sedimento urinario: Procedimiento: La orina fue centrifugada
a 1500 r.p.m., se desecho el sobrenadante, se emulsiono el sedimento y se deposit6é una gota

entre porta y cubreobjetos.

5- Anélisis estadistico:

Evaluacion de los diferentes parametros en sangre y orina:

Los datos paramétricos fueron tabulados en una planilla electronica para luego
ser tratados estadisticamente aplicando solamente estadistica descriptiva (media, desvio
estandar, intervalo probabilistico o de confianza). A todas las variables se les control6 la
distribucion normal mediante e} test de Wilk-Shapiro.

Los graficos presentados son tridimensionales y en barra utilizando un eje de
coordenadas cartesianas, en el eje abscisa se representé la variable y en la ordenada la

magnitud de la unidad del dato paramétrico.

6- Biopsia renal:
Antes de la realizacion de la biopsia renal, se verificaron las caracteristicas

particulares de cada individuo (edad, sexo, origen, alimentacion, sintomatologia, terapia
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recibida a lo largo de su existencia, aspectos reproductivos, sistemas de cautiverio, si formoé
parte de algin grupo experimental, etc.).

Las biopsias se obtuvieron mediante laparotomia y, en algunos casos, mediante el
método percutaneo. Fueron realizadas con Tru-Cut ® a la totalidad de los animales de
ambas especies. Primeramente, los animales fueron anestesiados con Ketamina (13 mg/kg)
y Xilazina (6 mg/kg).

6-1. Examen del individuo previo a la biopsia.

6-2. Técnica quirirgica:

Laparotomia:

1- El animal permaneci6 en decubito lateral derecho.

2- Incision de piel y tejido celular subcutaneo.

3- Divulsién del oblicuo abdominal externo, divulsion del oblicuo abdominal interno y
transverso abdominal.

4- Puncion renal : la misma se realizé ingresando por el borde lateral, en direccion craneo-
caudal interesando la corteza y el polo caudal del rifién.

Se empled aguja de biopsia ( Tru-Cut ® Baxter Laboratory) de 14 Ga X 14,4 cm (41/2”) y

20 mm de muesca.

Método percutineo:

1- El animal permaneci6 en decubito lateral derecho.

2- Pequefia incision de piel y tejido celular subcuténeo, en el angulo costo lumbar.

3- Puncion renal, la misma se realiz6 ingresando a la cavidad abdominal en direccion
craneo-caudal, empleindose para la misma, aguja de biopsia (Tru-Cut ® Baxter
Laboratory).
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7- Andlisis macroscépico y acondicionamiento de la muestra para el procesamiento

histolégico: se explicitan en el Item “Técnica y procesamiento histologico™

8- Actividades en el grupo I1:

Se realiz6 el analisis macroscopico y la recoleccion de muestras para el estudio
histopatolégico. Para la toma de muestras se llevd a cabo la necropsia de los animales,
consignando en fichas individuales los datos de cada animal. En las dos especies se procedi6

de la siguiente forma:

8-1. Evaluacion de lesiones externas (hocico, labios, piel, etc.).

8-2. Incision mento-pubiana y exteriorizacion ventral de 1a lengua e istmo de las fauces.

8-3. Extraccion en bloque de visceras toracicas y abdominales, observando con lupa todo

tipo de lesion.

8-4. Apertura del craneo y extraccion del cerebro, cerebelo y médula oblonga.

8-5. Toma de muestras para estudios bacteriologicos: Para determinar posibles infecciones
bacterianas en los animales que murieron por diversas causas, se tomaron muestras de los
érganos toracicos, abdominales y del tracto urogenital, mediante hisopos estériles. Para el
aislamiento bacteriologico se utilizo Agar MacConkey. La siembra de placas se realizo por
el procedimiento de estria y la incubacion fue de 18-24 hs. a 37° C.

8-6. Toma de muestras de rutina para procesamiento histologico. Se extrajeron muestras de
los siguientes Organos y tejidos: lengua, traquea, esofago, pulmones, corazén, higado,
pancreas, bazo, estomago, intestino delgado y grueso, ganglios linfaticos mesentéricos,
diafragma, rifiones, glandulas adrenales, cerebro, cerebelo y médula oblonga y toda lesion

de interés en cualquier organo o tejido.
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9- Técnica y procesamiento histologico:
Para las biopsias renales de los animales pertenecientes al grupo experimental y
de los animales de las 2 especies que murieron por diversas causas, se procedié de la

siguiente manera;

Las biopsias renales permitieron obtener cilindros de tejido que variaron entre 4 y
18 mm de largo por 1 mm de espesor.

9-1. Proceso de fijacion, confeccion, moldeado y cortes histologicos:

Las muestras para el estudio con microscopio optico fueron fijadas en solucion
de Bouin durante 10 hs. (material de biopsia) y formol bufferado por 24 hs. (material de
necropsia) en frascos individuales acondicionados para tal fin. Luego fueron deshidratados
en series de alcoholes crecientes (70°, 80°, 90° y 100°), aclaradas en xileno e incluidas en
parafina. Se cortaron con un espesor de 3-4 pm en micr6tomo de deslizamiento Reicher
Jung manual y en tipo minot Leica modelo 1516 semiautomatico. ANEXO N°2y 3.

9-2. Técnicas histologicas e histoquimicas:

Las secciones provenientes de bloques parafinados fueron desparafinadas en
xilol, hidratadas en alcoholes decrecientes, coloreadas con hematoxilina y eosina, acido
periédico de Schiff, tricromica de Mallory, tricromica de Masson modificada por Goldner, e
impregnacion argéntica segun Jones. Adicionalmente fueron preparadas secciones para la
identificacion de diversos componentes inmunitarios en el tejido renal Ig A, Ig G e Ig M. El
esquema de procesamiento con sus respectivos tiempos y drogas empleadas se detallan en

los ANEXOS N°4,5,6,7y8.

9-3. Técnicas de inmunohistoquimica:
Para la identificacion de los diversos componentes inmunitarios involucrados en

la patogenia de las glomerulopatias fueron utilizados distintos antisueros.
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En todos los casos se utilizo un control positivo y un control negativo. Como
control positivo siempre se utilizo tonsila humana (Dako ®) y como control negativo
secciones de tejido renal al que no se le realizaba la incubacion con el anticuerpo primario.

Adicionalmente y como control positivo se utilizaron cortes de tejido renal de
primates de la especie Callithrix (marmoset) que fueron positivos a Ig A e Ig M en técnicas
de inmunofluorescencia.

Como antisuero primario se utilizaron anticuerpos de conejo contra Ig A (Dako
®), Ig M (Sigma ®) e Ig G (Dako®) humana, diluido optimamente en solucion buffer
fosfato. La dilucion utilizada para la deteccion de Ig A fue 1 :20, para Ig M 1 :1000 y para
Ig G 1:3000. Como antisuero secundario se utilizé anticuerpo biotinilado y la reaccion
inmunologica se amplio a través de la utilizacion del Kit Dako StrepABComplex/HRP Duet,
Mouse/Rabbit de laboratorios Dako ®.

La inmunorreaccion fue visualizada a través de la 3,3-diaminobenzidina
tetrahidroclorhidrato (Sigma Chemical Company, St. Louis., MO, USA) y peroxido de
hidrogeno. Como control positivo se utilizaron secciones de tonsilas de humanos (Dako

Corporation, Santa Barbara, CA). ANEXOS N° 9y 10.

9-4. Imbibicion en plastico:

Luego del estudio histopatologico, los casos con caracteristicas morfologicas
mas sobresalientes de las dos especies y de ambos grupos fueron seleccionados y el tejido
renal embebido en plastico para la realizacion de técnicas especificas.

Los bloques parafinados con secciones de tejido renal se colocaron en cubetas
plasticas, luego pasaron a una camara caliente a 60°C de temperatura durante 24 hs (con el
fin de eliminar los restos de prafina), alcohol 100 % y continuaron el proceso para la
imbibicion en plastico (Technovit 7100 ®). ANEXO N° 11.

Las muestras incluidas en plasticos se cortaron a 1 um de espesor, en micrétomo
tipo rotatorio (Leica modelo RM 2065 automatico).

Estas secciones fueron coloreadas con azul de toluidina y Movat para cortes
semifinos. ANEXOS N° 12 y13.
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10- Estudio ultraestructural:

Para microscopia electronica fueron realizadas biopsias selectivas en algunos de
los animales, a los cuales ya se les habia realizado una primera biopsia. Los especimenes de
0,5 a 1 mm de diametro, fueron fijados durante 2 horas a 4°C en solucion de glutaraldehido
al 3 % en buffer cacodilato 0,1 M y pH 7,4. Se lavaron (tres lavados) en solucién de
sucrosa al 5 % en buffer cacodilato 0,1 M, se conservaron en la misma solucién a 4°C y,
posteriormente, se post-fijaron en tetroxido de osmio al 1 %, y se deshidrataron en
gradacion creciente de acetona. Se incluyeron en Poly/Bed (Polyscience) y luego de la
seleccion por cortes semifinos coloreados con azul de toluidina, se retallaron y cortaron en
ultramicrétomo (90 nm ). Posteriormente se electrodensificaron con citrato de sodio y
acetato de uranilo y las secciones ultrafinas fueron observadas y fotografiadas en
microscopio electronico JEM 1200 EXII (Jeol LTD). ANEXOS N° 14, 15, 16y 17.

11- Metodologia empleada para el estudio histopatolégico:

11-1. Metodologia empleada: El estudio histopatolégico se inicié en la pelvis renal y se
continué en la médula renal, en la que se observaron los vasos sanguineos, el intersticio y
los tibulos. Finalmente se procedié a la observaciéon de la corteza renal, en la que se

apreciaron los vasos sanguineos, el intersticio, los tiubulos y los glomérulos.

11-2. Aspecto general: H-E, azul de toluidina.

11-3. Estudio histoquimico: P.A.S, tricromica de Masson modificada por Goldner o
tricromica de Mallory, Movat.

114, Estudio inmunohistoquimico: StrepABComplex/HRP (para determinacion de Ig A,
GyM).

11-5. Estudio ultraestructural: Microscopia electronica.

11-6. Diagnostico presuntivo.



11-7. Formulacion del diagnostico.

11-8. Repeticion de la evaluacion.

11-9. Diagnostico definitivo: Las lesiones se clasificaron segun el componente histologico
afectado y su distribucion en el parénquima renal, teniendo en cuenta un criterio descriptivo.
Para determinar la severidad de las lesiones renales se tomo6 en cuenta una escala de valores

subjetiva, graduando a las mismas en: leves (+), moderadas (++) y severas (+++).

12- Documentacion fotograifica:
Algunos de los especimenes seleccionados y las lesiones mas representativas

fueron documentadas.

13- Evaluacién comparativa de los resultados:

Se realiz6 la evaluacion comparativa de los resultados de los analisis clinicos de
sangre, de orina y del analisis histopatologico de las muestras de cada uno de los integrantes
del grupo 1. Al mismo tiempo, se realizo la evaluacion comparativa de los resultados del
estudio histopatologico de las muestras de cada uno de los individuos que murieron por

diversas causas y la evaluacion grupal.



Cebus apella

1- Analisis de sangre.

1-1 Andlisis bioquimico de sangre:

I V- RESULTADOS
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Los valores sanguineos del grupo experimental en la especie Cebus apella

estuvieron dentro del rango normal para la especie.

En la tabla 1 estan registrados los valores estadisticos de los diferentes

parametros estudiados.

Tabla 1: Parametros sanguineos en la especie Cebus apella (n=15).

Vaniable % ic <95 ic >95 d.s.
hematocrito % 44 93 43,63 46,23 2,34
hemoglobina g/dI 14,99 14,55 15,43 0,78
chem % 33,33 32,89 33,77 0,79
leucocitos 10*/ mm® 6,17 572 6,62 0,81
proteinas totales g/dl 7,60 7,33 7,87 0,48
albaminas g/dl 4,53 4,34 4,71 0,33
globulinas g/dI 3,07 2,81 3,33 0,47
relacion a/g 1,50 1,34 1,67 0,29
urea g/l 0,51 0,46 0,57 0,09
b.u.n. g/l 0,23 0,21 0,26 0,04
creatinina mg/1 5,57 4,66 6,47 1,63
acido arico mg/l 34,87 30,02 39,73 8,77
fosforo mg/l 3,97 3,03 491 1,69
calcio mg/l 8,10 7,38 8,83 1,30
colesterol total g/l 1,87 1,59 2,16 0,51

Media (%), intervalo de confianza inferior a 95 % (ic <95) y superior a 95 % (ic >95), desvio estidndar
(d s.), concentracién de hemoglobina corpuscular media (c.h.c.m), relacién albiminas/globulinas (relacion
a/b), nitrogeno de urea en sangre (b.u.n).



1-2 Estudios complementarios para la determinacién de pardsitos hemsticos.
Frotis sanguineos y gota gruesa:

En la lectura de los frotis sanguineos de los 15 Cebus apella utilizados en la
experiencia el 26,6 % fueron positivos a microfilarias, encontrindose 1 a 2 microfilarias por
frotis. La lectura por el método de la gota gruesa de los mismos animales mostro la
existencia de microfilarias en un 33,3 %, observandose entre 4 a 7 microfilarias por gota.

No se observo la presencia de tripanosomas y plasmodios en la lectura de los

frotis sanguineos y gota gruesa.

Estudios serologicos:

Mediante las técnicas de hemoaglutinacion indirecta (HAI) para la deteccion de
anticuerpos contra antigenos del Toxoplasma gondii, se obtuvieron resultados positivos en
la dilucion 1/512 en el suero sanguineo del 13,3% de los animales. Para la deteccién de
anticuerpos contra antigenos del Tripanosoma cruzi, a través de la misma técnica, los
resultados fueron positivos en la dilucion 1/32 en el 6,6% de los animales.

2- Anilisis de orina.
2-1 Anélisis bioquimico de orina:

El volumen de orina recolectado por individuo fue, en promedio, 2,85 cm’.

Los resultados del analisis de orina tomados mediante tiras reactivas fueron, en
promedio, los siguientes : proteinas 1,31 mg/dl, pH 7,20 y eritrocitos 120 u/pl. Las tiras
reactivas fueron negativas a leucocitos, nitritos, glucosa, cuerpos cet6nicos, urobilinogeno y
bilirrubina.

En la tabla 2 estan registrados los valores estadisticos de los diferentes
parametros estudiados.



Tabla 2: Parametros del analisis de orina evaluados mediante tiras reactivas.

Variable n % ic <95 ic >95 d.s.

pH 15 7,20 6,72 7,67 0,86
proteinas mg/dl 14* 140,7 27,38 2540 169,0
eritrocitos u/pl 13** | 139,23 83,57 194,90 92,12

Numero de muestras (n), media (%), intervalo de confianza menor a 95 % (ic <95) y superior a 95 %
(ic >95), desvio estandar (d. s.).
* Los analisis quimicos de orina demostraron que once de las muestras presentaron valores normales de
proteina y tres de ellos valores por encima de 500 mg/dl. La media de los valores de proteina en orina
corresponde a catorce muestras.

La proteinuria de los tres animales que presentaron valores por encima de 500 mg/dl se
corroboré mediante la prucba de Heller.
** La media relacionada a la cantidad de eritrocitos en orina corresponde a 13 muestras, debido a que en
dos no se determino su presencia.

2-1 Anailisis del sedimento urinario: los elementos del sedimento urinario fueron
clasificados de acuerdo con su cantidad por campo de mayor aumento en: negativo (-),
escaso (+), regular (++) y abundante (+++).

En la tabla 3 y en la figura 3 estan registrados los diferentes tipos de sedimentos
observados. No se observo la presencia de piocitos, espermatozoides, cristales de acido

urico y carbonato de calcio.
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Tabla 3: Tipo, porcentaje de animales y cantidad de sedimentos urinarios (n=15).

Tipos de sedimento Porcentaje Cantidad
cilindroides 20 +
hilos mucosos 6,6 ++
cilindros hialinos 46,6 ++
cilindros hematicos 13,3 ++
cilindros granulosos 6,6 +++
leucocitos 73,3 ++
eritrocitos 80 ++4
células epiteliales 80 +++
parésitos 6,6 +
uratos 26,6 ++
fosfato amorfo 13,3 ++
fosfato de calcio 13,3 ++4
fosfato triple 60 +

Los nimeros identifican los porcentajes de animales que presentaron cada tipo de sedimento. Cantidad :

(+) escaso, (++) regular y (+++) abundante.



H cilindroides

0 hilos mucosos

H cilindros hialinos

M cilindros hematicos

H cilindros granulosos
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M eritrocitos
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M parasitos
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M fosfato de calcio

H fosfato triple

Figura 3: Representacion grafica del porcentaje de animales y del tipo de sedimento

urinario presente.

3- Evaluacion de la biopsia renal.

Las biopsias renales permitieron obtener cilindros de tejido que variaron entre 4 y
18 mm de largo x 1 mm de espesor. Cada biopsia en la especie Cebus apella permitio
obtener, como minimo, 5 glomérulos y, como maximo, 26 glomérulos, con un promedio de

10,8 glomérulos (Figura 4- A, By C).

Figura 4 A- Biopsia renal obtenida con Tru-Cut (—). B- Seccién histolégica de médula renal y C- de
corteza renal de biopsia obtenida con Tru-Cut. (H y E, 40 X).



Figura 4
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4- Estudio histolégico de biopsias y de material de necropsia.

En el estudio histopatologico, y de acuerdo con el esquema citado en materiales
y métodos para ambos grupos, se tuvieron en cuenta las siguientes lesiones : lesiones
glomerulares, lesiones tubulares, lesiones intersticiales y lesiones vasculares.

Las alteraciones fueron agrupadas teniendo en cuenta un criterio descriptivo y se
clasificaron segun el componente histologico predominante.

Para determinar la severidad de las lesiones renales se utiliz0 una escala de
valores de tipo subjetiva, graduando las mismas en: leves (+), moderadas (++) y severas

(+++), dependiendo de la severidad del proceso.

4-1 Andlisis histolégico de las lesiones glomerulares en el material de biopsia.

Las lesiones glomerulares fueron clasificadas, en primer término, de acuerdo con
su distribucion en la corteza renal y su extension de la lesion en el glomérulo individual.
Recordamos que el término GN difusa se refiere a la lesion que involucra a la gran mayoria
de los glomérulos y GN focal a aquella que involucra solo algunos glomérulos. Lesion
global implica el compromiso de todo el glomérulo y lesion segmental el de uno o varios
segmentos del ovillo glomerular.

En segundo término, las lesiones glomerulares fueron clasificadas, de acuerdo
con los parametros morfologicos predominantes, en : 1) mesangiales, 2) proliferativas, 3)
membranosas 4) fibrosis y 5) hialinosis glomerular. En muchas glomerulopatias estuvo
involucrado mas de un componente morfoléogico.

Por ultimo, las lesiones glomerulares fueron clasificadas de acuerdo con la
severidad de las lesiones en: leves (+), moderadas (++) y severas (+++). A modo de ejemplo
se explican a continuacion los parametros generales utilizados para cada tipo de lesion.

Las lesiones mesangiales variaron desde un leve incremento de las células
mesangiales y matriz mesangial (3 a 5 nicleos en el centro de los 16bulos del ovillo
glomerular) indicando cambios glomerulares minimos (severidad +), hasta la proliferacion
de células mesangiales y matriz mesangial que involucraba a todo el glomérulo, indicando

lesion glomerular severa (severidad +++).
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Las lesiones proliferativas variaron desde un leve incremento celular endocapilar
o intercapilar (severidad +), hasta la acumulacion o incremento masivo de células que se
diseminaban por el mesangio y espacio de Bowman (severidad +++).

Las lesiones membranosas variaron desde leves engrosamientos difusos y
uniformes (severidad +), hasta severos engrosamientos con ondulaciones, duplicaciones y
laminaciones (severidad +++).

Las lesiones glomerulares caracterizadas por fibrosis variaron desde la presencia
de escasas bandas de colageno del ovillo glomerular y capsula de Bowman (severidad +),
hasta severa fibrosis del glomérulo con obliteracion de las luces capilares, marcada
reduccion del nimero de nacleos celulares o reemplazo total del ovillo glomerular por tejido
conectivo (severidad +++).

Las lesiones caracterizadas por hialinosis glomerular variaron desde focos con
asas capilares glomerulares colapsadas y obliteradas con marcadas rugosidades de la
membrana basal (severidad +), hasta glomérulos pobremente celulares debido a la
desaparicion de los nicleos de las células endoteliales, mesangiales y epiteliales finalizando
con la fusion de los capilares glomerulares con la capsula de Bowman y reemplazo del
ovillo glomerular por una masa hialina (severidad +++).

Las alteraciones glomerulares se manifestaron con mayor frecuencia que las
lesiones tubulointersticiales.

En la tabla 4 y en la figura 5 se consignan los resultados del estudio

histopatologico y la distribucion de las lesiones glomerulares.
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Tabla 4: Estudio histopatologico de las lesiones glomerulares en el material de biopsia y
severidad de las mismas (n=15).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Mesangiales 2 13,3 +
3 20 ++
2 13,3 +++
Proliferativas 1 6,6 ++
1 6,6 +++
Membranosas 1 6,6 +
1 6,6 ++
2 13,3 +++
Fibrosis 1 6,6 ++
1 6,6 +++

Los nameros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se reficren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +
severas.

i esibnes glomerulares
50-‘

\\\
40 — ]

———
30- —
20+ ¢ " " Fibrosis
Membranosas
10+
-/ Proliferativas
0 )/ Mesangiales
Total Leves Moderadas Severas

Figura 5: Representacion grafica de las lesiones glomerulares y su severidad en el material

de biopsia.

En el material de biopsia las GN caracterizadas por el aumento de células
mesangiales y matriz mesangial también exhibieron diferentes grados de severidad. Los

cambios glomerulares se presentaron como procesos globales o segmentales. Este tipo de



lesion estuvo asociada, en algunos casos, con fibrosis de la capa parietal de la capsuia de
Bowman y con infiltrado intersticial periglomerular (Figura 6, A y B). El incremento de
matriz mesangial también fue evidente a través del estudio ultraestructural (Figura 6, C).

En los procesos inflamatorios proliferativos del glomérulo se pudo observar la
presencia de edema y proliferacion celular, principalmente de las células epiteliales y
mesangiales, con disminucion de la luz capilar. En algunos casos, la lesion se caracterizo
por aumento del ovillo glomerular debido a la presencia de semilunas por estratificacion de
las células epiteliales que ocupaban un sector o la totalidad del espacio subcapsular con
oclusion de la luz capilar y células epiteliales edematizadas.

En las alteraciones membranoproliferativas las paredes de los capilares
glomerulares estaban engrosadas, a veces en forma homogénea, con nodulaciones y
ondulaciones (Figura 7, A). En otras ocasiones se verifico la presencia de membranas
basales dobles. Mediante el estudio ultraestructural se observo la union de los procesos
podales de las células epiteliales, incipiente laminacion y engrosamiento de la membrana
basal glomerular (Figura 7, By C).

En la fibrosis glomerular, el nimero de micleos estuvo notoriamente reducido, las
paredes capilares se mostraron practicamente obliteradas y el reemplazo del ovillo
glomerular por tejido conectivo fue evidente. La fibrosis involucro asas capilares, 16bulos
y/o también glomérulos en su totalidad. Fue frecuente el hallazgo de glomérulos con fibrosis
de la hoja parietal de la capsula de Bowman. Esta lesion fue confirmada mediante la tincion
tricromica de Masson modificada por Goldner (Figura 8, A, B, C y Figura 9, A y B).

Entre las lesiones glomerulares del material de biopsia predominaron las lesiones
mesangiales, seguidas por las lesiones de la membrana basal de los capilares glomerulares y
las lesiones caracterizadas por fenomenos de proliferacion celular y fibrosis. No se observo

hialinizacion de glomérulos.



Figura 6: A- Glomerulonefritis mesangioproliferativa segmental. Glomérulo rodeado por infiltrado
inflamatorio monomorfonuclear. Incremento de 1a matriz mesangial (—). Los tibulos permanecen normales
(P.A.S, 250 X). B- Glomerulonefritis mesangioproliferativa global. Incremento de matriz mesangial (—),
infiltrado inflamatorio intersticial mononuclear (*) y luces tubulares dilatadas (**). (P.A.S, 250 X).
C- Glomerulonefritis mesangioproliferativa. Incremento de matriz mesangial (MM) y engrosamiento de la
pared capilar (PC). Luz capilar (LC). Glébulo rojo (GR). (10.000 X).

Figura 7: A- Glomerulonefritis membranoproliferativa segmental con engrosamiento de membrana basal
(—) e incremento de matriz mesangial. (Imbibicién en plastico, Movat 20 X). B- Modificaciones precoces
en las glomerulonefritis membranosas. Se observan pies terminales fusionados (T711). En la luz capilar se
destaca hernia del citoplasma de una célula endotelial con nriltiples vesiculas intracitoplasmaticas.
(9.300 X). C- Glomerulonefritis Membranosa. Engrosamiento de la membrana basal con incipiente
laminacién (—). Célula endotelial (CE). Luz capilar (LC). Pies terminales fusionados (T111). (7.700 X).

Figura 8: A- Glomérulo con leve incremento global de matriz mesangial y fibrosis de 1a cdpsula de Bowman
¢ infiltrado monomorfonuclear periglomerular focal. (H y E, 400 X). B- Leve fibrosis de 1a cipsula de
Bowman rodeada por infiltrado monomorfonuclear periglomerular. (H y E, 250 X). C- Glomérulo con leve
fibrosis de la cipsula de Bowman. (Tricromica de Masson modificada por Goldner, 250 X).

Figura 9: A- Glomérulo con leve fibrosis de la cipsula de Bowman y amplio espacio de Bowman. Los
I6bulos estin pobremente delineados. Infiltrado intersticial monomorfonuclear. (H y E, 100 X).
B- Glomérulo con leve formacién de semilunas (—). Abundante infiltrado intersticial monomorfonuclear.
HyE, 100 X).
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Figura 7
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Figura 9

4-2 Anailisis histolégico de las lesiones glomerulares en el material de necropsia.

En el material de necropsia las lesiones glomerulares fueron, en su mayoria,
difusas y globales, a pesar de que en algunos casos la afeccion tomoé una distribucion focal y
segmental. En general, se clasificaron, al igual que en las biopsias, en lesiones mesangiales,
proliferativas, membranosas y fibroticas, agregandose las lesiones caracterizadas por
hialinosis glomerular.

En la tabla 5 y en la figura 10 se consignan los resultados del estudio

histopatologico y la distribucion de las lesiones glomerulares.
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Tabla S: Estudio histopatologico de las lesiones glomerulares en el material de necropsia y
severidad de las mismas (n=17).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Mesangiales 3 17,6 +
3 17,6 ++

1 5,8 +++
Proliferativas 1 5,8 +
Membranosas 2 11,7 +

1 538 +4++

Fibrosis 1 5,8 +++

Hialinosis 58 +++

Los nameros identifican 1a cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++

SsCveras.

"‘*-—*

Mesangiales

Total Leves Moderadas Severas

lesiones glomerulares

Figura 10: Representacion grafica de las lesiones glomerulares y su severidad en el material

de necropsia.

Entre las lesiones glomerulares tuvieron mayor incidencia las lesiones

caracterizadas por incremento de la matriz mesangial. Ademas, se observaron

frecuentemente edema y disminucion de las luces capilares con una distribucion difusa y
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global. En algunos especimenes se destaco la proliferacion celular asociada con el aumento
de matriz mesangial de la zona hiliar del glomérulo, determinando una distribucion
segmental (Figura 11, A). Estas lesiones se hacen mas evidentes mediante la tincion del
P.A Sy el azul de toluidina.

Las lesiones proliferativas estuvieron presentes en menor porcentaje. En algunos
casos, las lesiones se caracterizaron por la presencia de numerosos granulocitos,
particularmente neutréfilos, edema y proliferacion de las células mesangiales, con
disminucion de la luz capilar. En otros especimenes pudieron observarse oclusion de la luz y
trombosis capilar. A veces las células epiteliales también se mostraron edematizadas con
proliferacion segmental en forma estratificada formando semilunas, que abarcaban un sector
de la capsula y el espacio subcapsular de Bowman. Por otro lado, frecuentemente se not6
la desaparicion de las lobulaciones del ovillo glomerular. Por lo general, estas
lesiones estuvieron asociadas a procesos inflamatorios del intersticio (Figura 11, By C, y
Figura 12, AyB).

Las lesiones que se caracterizaron por alteracion de membrana tuvieron una
distribucion global-segmental. Las mismas presentaron engrosamiento difuso de membrana,
duplicacion y frecuentes ondulaciones. Estas lesiones fueron constatadas con las técnicas de
impregnacion con sales de plata para cortes semifinos de tejidos embebidos en plastico
(MOVAT). No se observé interposicion de matriz mesangial entre membrana basal y células
endoteliales (Figura 12, C).

La fibrosis y hialinizacién de los glomérulos estuvieron presentes en menor
proporcion. En la fibrosis del ovillo glomerular, éste se present6 notablemente hipocelular.
La fibrosis periglomerular que incluia la capa parietal de la capsula de Bowman se relacion6
con fibrosis intersticial, infiltrado intersticial cronico y atrofia y dilatacion tubular. Las
lesiones se corroboraron con la coloracion tricromica de Masson modificada por Goldner,
P.A.S y las técnicas de impregnacion con sales de plata (Figura 13, A, By C).

La hialinizacion glomerular se evidencio con mayor frecuencia en los glomérulos
yuxtamedulares; no obstante otros glomérulos presentaron lesiones semejantes en diferentes
sectores de la corteza. Esta lesion se caracterizd porque los capilares glomerulares se

encontraron colapsados y la membrana basal arrugada, acompafiada por engrosamiento y/o
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duplicacion. Los nucleos de las células endoteliales y del mesangio desaparecieron y el
glomérulo se torné acelular. Las membranas basales permanecieron reconocibles y
bien marcadas con las tinciones tricromica de Masson modificada por Goldner, P.AS y
MOVAT y el espacio de Bowman estuvo obliterado parcial o totalmente (Figura 13, C y
Figura 14, A).

En esta especie no fue posible demostrar la presencia de Ig A, Ig G e Ig M
mediante la utilizacion de anticuerpos de conejo anti-humanos.

Figura 11: A- Glomerulonefritis mesangioproliferativa hiliar. (H y E, 250 X). B- Glomerulonefritis
proliferativa difusa-global. Glomérulo con incremento celular global, 16bulos y luces capilares pobremente
delineados y amplio espacio de Bowman. Abundante infiltrado intersticial (*). (P.A.S, 250 X). C- Mayor
detalle de A. (P.A.S, 1000 X).

Figura 12: A- Glomerulonefritis proliferativa. La mayoria de las luces capilares se encuentran ocupadas por
leucocitos monomorfonucleares. (Seccién semifina, azul de toluidina, 400 X). B- Glomerulonefritis
proliferativa. Obliteracion de la luces capilares debido a 1a presencia de leucocitos monomorfonucleares y
proliferacién de las células endoteliales. (Seccién semifina, Movat, 400 X). C- Glomerlonefritis
membranoproliferativa segmental con duplicacién y engrosamiento de las membranas basales
glomerulares (—). (Seccién semifina, Movat, 20 X).

Figura 13: A- Fibrosis glomerular intra y extracapilar global. Ovillo glomerular totalmente fibrético y
acelular con capilares obliterados, adherido a la cipsula de Bowman. Semiluna fibrosa y espacio de
Bowman focalmente preservado. (Tricrobmica de Masson modificada por Goldner, 200 X). B- Hialinosis
glomerular. Ovillo glomerular P.A.S positivo, colapsado y acelular con espacio de Bowman ocupado por
material hialino. (P.A.S, 200 X). C- Hialinizacién glomerular focal. Glomérulos totalmente hialinizados
(—) asociados a fibrosis del intersticio y dilatacién tubular. (Tricrébmica de Masson modificada por
Goldner, 100X).

Figura 14 A- Hialinizacion global progresiva de glomérulos con luces capilares y espacio de
Bowman obliterado (). (Tricrdbmica de Masson modificada por Goldner, 100 X).
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4-3 Anailisis histologico de las lesiones tubulares en el material de biopsia.

Tanto en biopsias como en material de necropsia, las alteraciones tubulares se
clasificaron en degeneracion celular del epitelio tubular, atrofia, necrosis, dilatacion tubular
y presencia de cilindros hialinos en la luz.

Para determinar la severidad de las lesiones tubulares se tuvo en cuenta,
principalmente, la extension de las mismas, considerdndose a las presentaciones focales
como lesiones leves (+) y a las presentaciones difusas o que abarcaban amplios sectores de
la biopsias como lesiones severas (+++).

En el material de biopsia las alteraciones tubulares mas sobresalientes fueron la
degeneracion del epitelio tubular, la dilatacion tubular y la presencia de cilindros hialinos.

En la tabla 6 y en la figura 15 se consignan los resultados del estudio
histopatologico y la distribucién de las lesiones tubulares, el nimero de animales afectados

en los que se encontré cada lesion y la severidad de las mismas.

Tabla 6: Estudio histopatologico de las lesiones tubulares en el material de biopsia y
severidad de las mismas (n=15).

Tipos de lesiones Animales ¢/ lesiones Porcentaje Severidad
Degeneracion 4 26,6 ++
4 26,6 +++
Dilatacion 7 46 ++
Cilindros hialinos 1 6,6 +

Los numeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++
severas.
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Flesin.nes tubulares

Cilindros hialinos

Dilatacion

Degeneracion

Total Leves Moderadas severas

Figura 15: Representacion grafica de las lesiones tubulares y su severidad en el material de

biopsia.

En la degeneracion celular las luces tubulares aparecieron reducidas en tamafio y
las células que conformaban el epitelio tubular se mostraron tumefactas, muchas de ellas
con fenomenos de degeneracion hidropica y otras con incremento de la acidofilia
citoplasmatica.

La dilatacion de los tabulos fue caracterizada por el aumento del diametro
externo de los tubulos con células epitelales normales; otras veces las células epiteliales
mostraron disminucion de su altura y fue comun la presencia de cilindros hialinos en su luz.

En general, las lesiones tubulares en biopsias fueron consideradas en el rango de

moderadas.

4-4 Analisis histologico de las lesiones tubulares en el material de necropsia.
Las lesiones tubulares encontradas en el material de necropsia fueron atrofia,
necrosis, dilatacion y la presencia de moldes hialinos. La lesion predominante fue la atrofia.
En la tabla 7 y en la figura 16 se consignan los resultados del estudio

histopatologico y la distribucion de las lesiones tubulares.
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Tabla 7: Estudio histopatologico de las lesiones tubulares en el material de necropsia y
severidad de las mismas (n=17).

Tipos de lesiones Animales c/ lesiones Porcentaje Severidad
Atrofia 1 5,8 +
2 11,7 ++
3 17,6 +++
Necrosis 1 5,8 +++
Dilatacion 2 11,7 ++
Cilindros hialinos 1 5,8 +
1 5,8 ++

Los niumeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++
severas.

/ ) ‘*ﬁ lesiones tubulares

Cilindros hialinos

Dilatacion

Necrosis

Atrofia

Total Leves Moderadas Severas

Figura 16: Representacion grafica de las lesiones tubulares y su severidad en el material de

necropsia.

En la atrofia tubular, la altura del epitelio estaba reducida, los nicleos
aparecieron mas cercanos y la luz tubular mas amplia debido a la disminucion de la altura de
las células del epitelio tubular. Dichos tibulos estaban separados unos de otros por tejido

conectivo intersticial.
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En la degeneracion celular las luces tubulares aparecieron reducidas en tamafio y
las células constituyentes del epitelio tubular se mostraron tumefactas.

La necrosis tubular se caracterizd por una marcada acidofilia citoplasmatica y
nucleos con diferentes grados de alteracion, tales como picnosis, cariorrexis y cariolisis. A
veces se observo el desprendimiento del epitelio necrético aunque la membrana basal
permanecio intacta.

En la dilatacion tubular las estructuras afectadas fueron, principalmente, los
tubulos proximales y colectores. Se caracterizé por el aumento del diametro externo de los
tabulos con células del epitelio normal. Cuando muchos nefrones vecinos se encontraron
involucrados en este estadio, formaron la llamada imagen pseudotiroidea, caracterizada por
tabulos dilatados con contenido de material eosindfilo (cilindros hialinos) en su interior. En
algunos especimenes se observo la presencia de sales de calcio en la luz de los tubulos

colectores (Figura 17, A, By C).

Figura 17: A- Nefritis intersticial crénica con infiltrado intersticial monomorfonuclear, fibrosis intersticial y
dilatacién tubular (*). (Tricrémica de Masson modificada por Goldner, 100 X). B- Nefritis intersticial
crénica con infiltrado celular monomorfonuclear, cilindros hialinos (*) y dilatacién tubular (**). Epitelio
tubular normal (—). (Tricrémica de Masson modificada por Goldner 200 X). C- Imagen pseudotiroidea
caracterizada por dilatacion tubular y cilindros intratubulares. (Impregnacién argéntica segin
Jones, 100 X).
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Figura 17
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4-5 Analisis histologico de las lesiones intersticiales en el material de biopsia.

Las lesiones intersticiales observadas fueron fibrosis e infiltrado celular
inflamatorio.

Para determinar la severidad de las lesiones intersticiales se consideraron,
principalmente, la distribucion y la extension de las lesiones. Las presentaciones focales
(lesiones intersticiales focales o periglomerulares) fueron consideradas lesiones leves (+), un
mayor numero de lesiones focales o lesiones focales mas amplias fueron consideradas
moderadas (++) y las lesiones que tenian una distribucion difusa o que abarcaban amplios
sectores fueron consideradas severas (+++).

En la tabla 8 y en la figura 18 se consignan los resultados del estudio
histopatologico y la distribucion de las lesiones intersticiales.

Tabla 8: Estudio histopatologico de las lesiones intersticiales en el material de biopsia y
severidad de las mismas (n=15).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Fibrosis 1 6,6 +
2 13,3 ++
Infiltrado 2 13,3 ++
1 6,6 +++

Los nimeros identifican la cantidad de animales en los que fucron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++
severas.
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lesiones intersticiales

Infiltrado

Fibrosis

Total Leves Moderadas Severas

Figura 18: Representacion grafica de las lesiones intersticiales y su severidad en el material

de biopsia.

En las biopsias, ambas lesiones estuvieron presentes en un 20% de los
individuos. El proceso inflamatorio cronico se caracterizo, principalmente, por la presencia
de linfocitos y plasmocitos, asociado, en la mayoria de los casos, a fibrosis del intersticio.
Este proceso inflamatorio tuvo una distribucion focal y periglomerular. La fibrosis
intersticial fue de distribucion focal, asociada a infiltrado inflamatorio; en muy pocos casos
se observo fibrosis sin inflamacion. Los procesos inflamatorios cronicos estuvieron

asociados a dafios tubulares y glomerulares.

4-6 Analisis histologico de las lesiones intersticiales en el material de necropsia.
Durante el examen macroscopico de los rifiones se determiné la presencia de
quistes corticales de diferentes tamafios en 2 especimenes. Los mismos presentaron
contenido acuoso.
En el analisis microscopico de este material se evidencié que estos quistes
estaban rodeados por un proceso inflamatorio cronico, caracterizado por la presencia de

linfocitos y plasmocitos asociados a procesos de atrofia tubular.
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La fibrosis intersticial se present6 en menor proporcion que el infiltrado
intersticial. Esta lesion estuvo asociada con atrofia y dilatacion tubular y con la presencia de
cilindros hialinos. Su distribucion fue principalmente focal y tuvo caracteristicas moderadas

en el 100% de los casos.

En la tabla 9 y en la figura 19 se consignan los resultados del estudio

histopatologico y la distribucion de las lesiones intersticiales.

Tabla 9: Estudio histopatologico de las lesiones intersticiales en el material de necropsia y
severidad de las mismas (n=17).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Sevendad
Fibrosis 1 5,8 ++
Infiltrado 2 11,7 +
1 5,8 ++
2 11,7 +++

Los nimeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos sc refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, ++
severas.
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Infiltrado

Fibrosis

Total Leves Moderadas Severas

Figura 19: Representacion grafica de las lesiones intersticiales y su severidad en el material

de necropsia.
En las secciones de tejido renal que presentaron nefritis y pielonefritis, el exudado
inflamatorio comprometié, principalmente, el intersticio y la pelvis renal, extendiéndose

también a tubulos y glomérulos (Figura 20, A, By C).
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La diferencia entre el infiltrado inflamatorio agudo y el crénico estuvo basada en el
componente celular predominante. En las neffitis y pielonefritis agudas se observé un
predominio de leucocitos polimorfonucleares, en tanto que en las neffitis y pielonefritis
cronicas el infiltrado estuvo compuesto por linfocitos y plasmocitos. En ambas, la
distribucion fue predominantemente focal y en pocas ocasiones se evidencié distribucion
difusa. Este infiltrado estuvo asociado a lesiones tubulares como necrosis y dilatacion
tubular y a lesiones glomerulares y tuvo caracteristicas leves en el 40 %, moderadas en el

20 %y severas en el 40 % de lo cinco casos estudiados.

Figura 20: A- Nefritis intersticial crénica difusa. Infiltrado intersticial monomorfonuclear (*). (P.A.S,
100 X). B- Nefritis intersticial crénica, caracterizada por infiltrado linfoplasmocitario que invade la corteza
renal a partir de la pelvis renal. (H y E, 50 X). C- Nefritis intersticial crénica con infiltrado celular
mononuclear, fibrosis intersticial y periglomerular (—) y dilatacion tubular (*). (Tricromica de Masson
modificada por Goldner, 100 X).
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4-7 Andlisis microbiolégico en el material de necropsia.

Con la finalidad de evaluar la presencia de agentes infecciosos en las vias
urinarias, en el momento de realizar la necropsia se realizé la toma de muestras mediante
hisopos estériles de pelvis renal y vejiga urinaria. En la tabla 10 se consignan los resultados

del estudio bacteriologico.

Tabla 10: Resultados del estudio bacteriologico en 6rganos que conforman el aparato
urinario en el material de necropsia (n=17).

Tipo de bacterias Cantidad de animales Porcentaje

Escherichia coli 3 17,6
Proteus sp. 2 11,7

Streptococcus sp. 1 5,8

El andlisis microbiologico demostré que el 35,1 % del total de los animales en

que se realizé la necropsia, arrojo6 resultados positivos a distintos tipos de microorganismos.
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Saimiri boliviensis
1- Analisis de sangre.
1-1 Analisis biogquimico de sangre:

Los resultados de los analisis de sangre y orina en Saimiri boliviensis fueron
evaluados de la misma forma que en la especie Cebus apella.

En la tabla 11 estan registrados los valores estadisticos de los diferentes
parametros estudiados. Los mismos fueron evaluados en la totalidad de los animales

pertenecientes al grupo 1.

Tabla 11: Parametros sanguineos en la especie Saimiri boliviensis (n=20).

Variable 2 ic <95 ic >95 d e
hematécrito % 44,05 42,47 45,63 3,38
hemoglobina g/dl 14,32 13,62 15,01 1,49
chem % 32,65 31,76 33,54 1,89
leucocitos 10>/mm’ 8,815 6,977 10,653 3,927
proteinas totales g/dl 6,69 6,37 7,02 0,68
albaminas g/dl 4,45 4,18 4,71 0,56
globulinas g/dl 2,25 1,93 2,57 0,69
relacion a/g 2,18 1,81 2,55 0,79
urea g/l * 0,92 0,76 1,07 0.32
b.un. gl* 0,43 0,37 0,51 0,15
creatinina mg/l * 8,08 7,00 9,15 2,30
acido urico mg/l 9,77 7,77 11,76 4,25
fosforo mg/dl 3,60 2,83 4,37 1,64
colesterol total g/l 2,33 2,09 2,57 0,51
calcio mg/l 3,59 3,35 3,83 0,51

Media (%), intervalo de confianza menor a 95 % (ic <95) y superior a 95 % (ic >95), desvio estandar (d. ¢.),
concentracién de hemoglobina corpuscular media (c.h.c.m.), relacién albiiminas/globulinas (relacién a/g),
nitrégeno de urea en sangre (b.u.n.).

*La media de los valores de urea, b.u.n, y creatinina s¢ presentd elevada debido a que, en la poblacién total,
se incluyeron los datos pertenecientes a tres animales con valores extremos.
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Los valores sanguineos en la especie Saimiri boliviensis permanecieron dentro del rango
normal para la especie, con excepcion de tres animales pertenecientes al grupo
experimental, a los que se les detectaron valores elevados de urea y creatinina sérica. La

concentracion de estos elementos estuvo por encima de 1,80 g/l y 15 mg/l respectivamente.

1-2 Estudios complementarios para la determinaciéon de pardsitos hemsticos.
Frotis sanguineos y gota gruesa:

En la lectura de los frotis sanguineos de los 20 Saimiri boliviensis utilizados en la
experiencia, el 25 % de los casos fueron positivos a plasmodios y negativos para
microfilarias y tripanosomas. La lectura de gota gruesa de los mismos animales arroj6
resultados negativos en el 100 % de los casos para la determinacién de microfilarias,

tripanosomas y plasmodios.

Estudios serologicos:

La lectura de la técnica de hemoaglutinacion indirecta (HAI) realizada con el
suero sanguineo de los 20 animales para la deteccion de anticuerpos contra antigenos del
Toxoplasma gondii y del Tripanosoma cruzi, mostré resultados negativos en el 100% de

los sueros sanguineos pertenecientes a estos animales.

2- Andlisis de orina.
2-1 Andlisis bioquimito de orina:

Fl volumen de orina recolectado por individuo fue, en promedio, 2,5 cm’.

Los resultados del analisis de orina tomados mediante tiras reactivas fueron, en
promedio, los siguientes : proteinas 35,00 mg/dl, pH 6,02, y eritrocitos 126,36 u/ul. Las
tiras reactivas mostraron resultados negativos a leucocitos, nitritos, glucosa, cuerpos
cetonicos, urobilindgeno y bilirrubina.

En la tabla 12 estian registrados los valores estadisticos de los diferentes

parametros estudiados.
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Tabla 12: Parametros del analisis de orina evaluados mediante tiras reactivas en Saimiri

boliviensis (n=20).

Variable n % ic <95 ic >95 d. e

pH 20 6,02 5,56 6,48 0,99
proteinas mg/dl 14* [35,00 24,19 45,80 18,70
eritrocitos w/pl | 11** [126,36 46,23 206,49 119,27

Numero de muestras (n), media (), intervalo de confianza inferior a 95 % (ic >95) y superior a 95 % (ic
>95), desvio estindar (d. e.).

* Las muestras de orina de seis animales mostraron resultados negativos para la determinacioén de proteina
en orina. La media de los valores de proteina corresponde a catorce muestras.

** | .a media relacionada con la cantidad de eritrocitos en orina se obtuvo sobre un total de 11 muestras; en
las nueve restantes no se determiné su presencia.

2-1 Anailisis del sedimento urinario: los elementos del sedimento urinario fueron
clasificados de acuerdo con su presencia por campo de mayor aumento en : negativo (-),
escaso (1), regular (++) y abundante (+++).

En la tabla 13 y en la figura 24 estan registrados los diferentes tipos de
sedimentos observados. No se determiné la presencia de cilindros hematicos, cilindros

granulosos, piocitos, parasitos, uratos, acido urico, fosfatos amorfos y carbonato de calcio.

Tabla 13: Tipo, porcentaje de animales y presencia de los siguientes sedimentos urinarios.

Sedimento Porcentaje Presencia
cilindroides 35 ++
hilos mucosos 75 ++
cilindros hialinos 5 +
globulos blancos 25 ++
globulos rojos 5 +
cilindros epiteliales 95 +++
fosfato de calcio 25 ++
espermatozoides 5 +++
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Figura 24: Representacion grafica del porcentaje de animales y del tipo de sedimento

urinario.

3- Evaluacion de la biopsia renal:

Las biopsias renales permitieron obtener cilindros de tejido que variaron entre 4 y
12 mm de largo x 1 mm de espesor. Cada biopsia en la especie Saimiri boliviensis permitio
obtener, como minimo, 6 glomérulos y, como maximo 19, con un promedio de 10

glomérulos.

4- Estudio histolégico de biopsias y de material de necropsia.

En el estudio histopatologico, de acuerdo con el esquema citado en materiales y
métodos para ambos grupos, se tuvieron en cuenta las siguientes lesiones : lesiones
glomerulares, lesiones tubulares, lesiones intersticiales y lesiones vasculares.

Las alteraciones fueron agrupadas teniendo en cuenta un criterio descriptivo y se

clasificaron segun el componente histologico predominante.
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Para determinar la severidad de las lesiones renales se tomé en cuenta una escala

de valores de tipo subjetiva, graduando las mismas en : leves (+), moderadas (++) y severas

().

4-1 Analisis histolégico de las lesiones glomerulares en el material de biopsia

Las lesiones glomerulares fueron agrupadas segin el componente histologico
involucrado y de acuerdo con la distribucion de los glomérulos afectados en la corteza renal
y su extension en el glomérulo individual.

En el material de biopsia las lesiones se clasificaron en a) mesangiales, b)
proliferativas, d) membranosas, €) fibrosis y f) hialinosis glomerular.

Para clasificar a las lesiones glomerulares en: leves (+), moderadas (++) y severas
(+++), se tomaron en cuenta los criterios anteriormente descriptos en la especie Cebus
apella.

En la tabla 14 y en la figura 21 se consignan los resultados del estudio
histopatologico de las lesiones glomerulares.

Tabla 14: Estudio histopatologico de las lesiones glomerulares en el material de biopsia y
severidad de las mismas (n=20).

Tipos de lesiones | Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Mesangiales 1 5 +
2 10 ++
4 20 +++
Proliferativas 2 10 ++
Membranosas 1 5 + +
Fibroticas 1 5 ++
1 5 +++
Hialinosis 1 5 +
1 5 ++
1 5 +++

Los nimeros identifican 1a cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++
severas.
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Figura 21: Representacion grafica de las lesiones glomerulares y su severidad en el

material de biopsia.

En las biopsias la lesion glomerular predominante fue el aumento de la
matriz mesangial. La misma afect6 a los glomérulos en forma global o segmental y, en
algunos casos, se manifestd en correspondencia con la presencia del depdsito granular de
inmunoglobulina M en la region mesangial, como se consigna mas adelante (Figura 22, A, B
y C). En muy pocos casos se observaron lesiones glomerulares caracterizadas por el
aumento de células y matriz mesangial en la zona hiliar del glomérulo (Figura 23, A).
Mediante el estudio ultraestructural se constat6 el incremento de células mesangiales y de
matriz mesangial (Figura 23, B).

En las alteraciones con proliferacion celular del glomérulo se pudo
apreciar proliferacion de las células endoteliales con disminuciéon de la luz capilar y
proliferacion de células epiteliales con formacion de semilunas, ocupando un sector o la
totalidad del espacio subcapsular e involucrando al epitelio parietal de la capsula de

Bowman (Figura 23 C y D).



Las lesiones de la membrana basal glomerular estuvieron presentes en menor
proporcion que las lesiones caracterizadas por proliferacion, esclerosis y hialinosis. La
alteracion de la membrana se caracterizd6 por el engrosamiento difuso de las paredes
capilares y generalmente estuvo asociada a otros tipos de lesiones glomerulares y procesos
inflamatorios cronicos del intersticio renal (Figura 24, A y B).

La fibrosis se caracterizd por proliferacion laminar externa e interna de la
capsula de Bowman ocupando el espacio subcapsular y atrofia con fibrosis del ovillo
glomerular. La fibrosis glomerular tuvo distribucion focal y global o segmental y, en algunos
casos, se pudo apreciar la incipiente formacion de semilunas (Figura 24,C y 25, A, B, C). La
presencia de fibras colagenas y de material granular en el mesangio se evidencio a través del
estudio ultraestructural (Figura 26, A).

La hialinosis glomerular fue poco frecuente y se caracterizo por la presencia de
ovillos glomerulares colapsados, isquémicos y marcadamente acelulares. Esta lesion
siempre se presentd asociada a fibrosis glomerular y a lesiones intersticiales crénicas con
fibrosis e infiltrado linfoplasmocitario. Estos procesos se evidenciaron con la coloracion de
hematoxilina y eosina y se verificaron nitidamente con la tincion del P.A_S, azul de toluidina
y técnicas de impregnacion con sales de plata ( MOVAT) (Figura 26, B).

Los distintos tipos de lesiones glomerulares en las biopsias se caracterizaron por

encontrarse en diferentes estadios y asociados a tubulopatias e intersticiopatias.



Figura 22: A- Glomérulo con matriz mesangial aumentada y leve incremento de la celularidad mesangial
(). Hy E, 250 X). B- Glomerulonefritis mesangioproliferativa, incremento de matriz mesangial (—).
(P.AS, 250 X). C- Glomerulonefritis mesangioproliferativa segmental. Incremento de matriz mesangial
(=). (HyE, 400 X).

Figura 23: A- Leve incremento global de matriz mesangial con obliteracién parcial de las luces capilares
(-). Hiperplasia mesangial hiliar (T1). (Imbibicién en plistico, azul de toluidina, 400 X).
B- Glomerulonefritis mesangioproliferativa. En el centro se observan dos células mesangiales (*).
-Incremento de matriz mesangial (MM). Podocito con sus caracteristicas prolongaciones citoplasmiticas
(—). (1.800 X). C- Glomerulonefritis proliferativa con disminucién de las luces capilares y amplio espacio
de Bowman. (H y E, 200 X). D- Epitelio parietal de la cipsula de Bowman con incipiente proliferacion.
(Imbibicién en plastico, azul de toluidina, 400 X).

Figura 24: A- Glomerulonefritis membranoproliferativa con engrosamiento de la membrana basal de los
capilares glomerulares (—). Formacién de semiluna fibrosa asociada a 1a adherencia del ovillo glomerular a
1a cipsula de Bowman. Incremento de matriz mesangial con obliteracion de las luces capilares. (Imbibicion
en plastico, Movat, 200 X). B- Mayor detalle de A. (Imbibicién en plistico, Movat, 1000 X).
B- Engrosamiento fibroso de la cipsula de Bowman con dilatacién del espacio capsular ().
HyE, 100 X).

Figura 25: A- Fibrosis glomerular, ovillo glomerular pobremente celular y fibrilar y semiluna fibrosa
concéntrica fuertemente adherida al ovillo glomerular. (Imbibicidbn en plastico, Movat, 200 X).
C- Incremento de matriz mesangial con obliteracion de las luces capilares, formacion de semiluna fibrosa e
infiltrado celular intersticial periglomerular. (Imbibicién en plastico, azul de toluidina, 200 X). C- Fibrosis
de la cépsula parietal de Bowman con incipiente formacion de semiluna y adherencia del gvillo glomerular
ala cipsula. (Hy E, 200 X).

Figura 26: A- Fibrosis glomerular. Probable fibroblasto. Fibras de coligeno en 1a matriz mesangial.
(17.600 X). B- Corteza renal. Hialinosis glomerular (—) y atrofia del ovillo glomerular (T1).
(P.A.S, 100 X).
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4-2 Anailisis histologico de las lesiones glomerulares en el material de necropsia.

En el material de necropsia las lesiones glomerulares también se caracterizaron

por incremento del mesangio y de las células mesangiales, proliferacion celular, alteraciones

de membrana, fibrosis y hialinosis glomerular.

En la tabla 15 y en la figura 27 se consignan los resultados del estudio

histopatologico de las lesiones glomerulares.

Tabla 15: Estudio histopatolégico de las lesiones glomerulares en el material de necropsia y
severidad de las mismas (n=50).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Mesangiales 3 6 +
5 10 ++
12 24 +++
Proliferativas 1 2 +
2 4 ++
5 10 +++
Membranosas 7 14 +
2 4 ++
6 12 +++
Fibroticas 5 10 +
3 6 ++
4 8 +++
Hialinosis 5 10 +
8 16 ++

Los niimeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++

severas.
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Figura 27: Representacion grafica de las lesiones glomerulares y su severidad en el material

de necropsia.

Las lesiones glomerulares mas llamativas en el material de necropsia fueron
proliferacion de células mesangiales, aumento de matriz mesangial con disminucion de las
luces capilares y expansion del ovillo glomerular ocupando el espacio subcapsular. Por lo
general, estas lesiones tuvieron una distribucion difusa-global o focal-segmental, a veces
asociadas a las adherencias del ovillo glomerular con el epitelio parietal de la capsula de
Bowman (Figura 28, A, B, C, Figura 29, A, B, C y Figura 30, A, B, y C).

La proliferacion celular se caracterizd por aumento del mimero de las células
mesangiales, endoteliales, epiteliales y, en ocasiones, la presencia de neutrofilos. En algunas
oportunidades se pudo apreciar proliferacion con estratificacion de las células epiteliales
formando semilunas que ocupaban un sector o la totalidad del espacio de Bowman con
adherencia a la misma capsula (Figura 30, D). En pocos casos se observaron lesiones
glomerulares proliferativas asociadas a la presencia de trombos hialinos en las luces
capilares, o bien, a la presencia de colonias bacterianas de gérmenes cocoides en el espacio
de Bowman (Figura 31, A y B). Este tipo de lesion se evidencido con las técnicas de

coloracion de rutina hematosxilina y eosina, azul de toluidina, P.A.S y tricromica de Mallory.
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Macroscopicamente, los rifiones presentaron superficie irregular, de color blanquecino
(Figura 31, C).

Las lesiones de membrana se caracterizaron por engrosamiento difuso,
duplicacion y presencia de numerosas ondulaciones en las paredes de los capilares
glomerulares (Figura 32, A, B, C y Figura 33, A y B). La observacion méas frecuente fue la
duplicacion de la membrana basal, a menudo con dos 0 méas capas paralelas conectadas por
trabéculas transversales. Otras veces se present6 vacuolada y, al mismo tiempo, duplicada.
En algunos especimenes estas lesiones se presentaron asociadas al incremento de matriz
mesangial con aspecto fibrilar, disminucion u obliteracion de la luz capilar y necrosis de la
pared capilar. Estas lesiones se apreciaron mediante la tincion con impregnacion con sales
de plata segin Jones para secciones de tejidos renales incluidos en parafina y se
corroboraron en cortes semifinos de tejidos embebidos en pléstico, coloreados con azul de
toluidina (Figura 33, C y Figura 34, A y B).

La fibrosis y la hialinosis estuvieron asociadas a procesos inflamatorios cronicos,
tales como fibrosis intersticial, infiltrado linfoplasmocitario y alteraciones tubulares.

La fibrosis glomerular en el material de necropsia presentd dos
caracteristicas morfologicas: a) fibrosis periglomerular y b) fibrosis intraglomerular. La
fibrosis periglomerular se caracterizo por proliferacion fibroblastica externa a partir de la
capsula parietal de Bowman, envolviendo a todo el glomérulo (Figura 34, C).

En la fibrosis intraglomerular se evidenci6 la proliferacion fibrosa a partir del
epitelio parietal de la capsula de Bowman ocupando el espacio subcapsular y, en algunos
casos, incluyendo la totalidad del ovillo glomerular, con disminucién o desaparicion de las
luces capilares (Figura 35, A, B y C). Este tipo de lesion tuvo una distribucion difusa global
o focal segmental. Los procesos caracterizados por proliferacién y reemplazo fibroso del
ovillo glomerular se evidenciaron a través de la tincion tricromica de Mallory.

La hialinosis glomerular se caracterizo por la presencia de capilares colapsados y
de ovillos glomerulares transformados parcial o totalmente en una masa de material hialino,
con presencia escasa o nula de nucleos celulares y desaparicion total de las luces capilares.
La distribucion de esta lesion fue principalmente focal y segmental. Los glomérulos
afectados se encontraron rodeados por infiltrado monomorfonuclear formado por linfocitos
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y plasmocitos. Estas lesiones se pusieron en evidencia mediante las coloraciones de

Hematoxilina y Eosina y P.A.S (Figura 35, B y Figura 36, Ay B).
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Figura 28: A- Incremento difuso-global de matriz mesangial con depésitos de color marrén claro no
argentafines. (Imbibicién en plastico, Movat, 100 X). B- Mayor detalle de A. Depésitos en la matriz
mesangial y en 1a membrana basal de los capilares glomerulares (—). Luces capilares amplias (LC). (1000
X). C- Leve incremento de la matriz mesangial. El mesangio se observa de color azul. (Tricrémica de
Mallory, 200 X).

Figura 29: A- Mayor detalle de 28-C. (1000 X). B- Glomerulonefritis mesangioproliferativa segmental con
leve incremento de las células mesangiales (—). (Imbibicién en plastico, azul de toluidina, 250 X).
C- Proliferacién mesangial segmental intercapilar minima (—). (Imbibicién en plistico, azul de
toluidina, 250 X).

Figura 30: A- Proliferacién mesangial global intercapilar minima con incremento de matriz mesangial (-»)
y material proteiniceo en el espacio de Bowman. (Imbibicién en plistico, azul de toluidina, 250 X).
B- Proliferacién mesangial global intercapilar minima con incremento de matriz mesangial y adherencia del
ovillo glomerular a la cipsula de Bowman (—). (Imbibicién en plistico, azul de toluidina, 250 X).
C- Glomerulonefritis mesangioproliferativa segmental con marcada lobulacién. Material hialino en la luz
tubular (—). (P.A.S, 400 X). D- Glomerulonefritis extracapilar con semiluna (rapidamente progresiva).
Ovillo glomerular parcialmente colapsado con espacio de Bowman ocupado por la proliferaciéon de células
epiteliales. En el intersticio se observan infiltrado inflamatorio crénico y atrofia tubular. (Imbibicién en
plastico, azul de toluidina, 100 X).

Figura 31: A- Glomerulonefritis proliferativa caracterizada por la presencia de trombos hialinos en las luces
capilares (—). (P.A.S, 400 X). B- Glomerulonefritis exudativa, colonias bacterianas con gérmenes cocoides
en el espacio de Bowman. (Imbibicién en plistico, azul de touidina, 400 X). C- Aspecto macroscopico de los
riflones con glomerulonefritis exudativa.

Figura 32: A- Glomerulonefritis membranoproliferativa caracterizada por engrosamiento global de la
membrana basal de los capilares glomerulares. (Imbibicibn en plistico, Movat, 400 X).
B- Glomerulonefritis membranoproliferativa con engrosamiento y duplicacién segmental de la membrana
basal de los capilares glomerulares. (Imbibiciébn en plastico, Movat, 200 X). C- Glomerulonefritis
membranoproliferativa global con duplicacién, laminacién y engrosamiento de las membranas basales de
los capilares glomerulares. (Imbicién en plstico, Movat, 400 X).

Figura 33: A- Glomerulonefritis membranoproliferativa con engrosamiento de la membrana basal de los
capilares glomerulares e incremento de 1a matriz mesangial. (Impregnacién argentica segun Jones, 400 X).
B- Mayor detalle de A. (1000 X). C- Glomerulonefritis membranoproliferativa scgmental con necrosis de la
pared capilar. (Imbibicién en plastico, azul de toluidina, 250 X).

Figura 34: A- Glomerulonefritis membranoproliferativa global con marcado incremento de la celularidad
posicién mesangial y de matriz mesangial con necrosis de la pared capilar. (Imbibicion en plastico, azul
de toluidina, 200 X). B- Glomerulonefritis membranoproliferativa global, variante lobular, con necrosis de
la pared capilar. (Imbibici6én en plastico, azul de toluidina, 400 X). C- Fibrosis periglomerular de 1a cipsula
de Bowman. (Tricrémica de Mallory, 400 X).

Figura 35: A- Fibrosis intraglomerular. (Tricrémica de Mallory, 200 X). B- Glomérulo con engrosamiento
fibrtico de la cipsula de Bowman y amplio espacio subcapsular. Glomérulo totalmente hialinizado y
acelular (=) rodeado por infiltrado intersticial crénico (P.A.S, 400 X). C- Fibrosis y atrofia del ovillo
glomerular. (Tricrémica de Mallory, 400 X).

Figura 36: A- Hialinizacién glomerular segmental (—). (P.A.S, 400 X). B- Hialinizacién global y parcial
de glomérulos en los que se observan ovillos glomerulares pobremente celulares (—»), infiltrado intersticial
crénico, dilamdénmhﬂmmnpmsemhdedﬁMroshhﬁnosmhshmmhﬂam(hamdadmwnﬂw
grado de atrofia tubular. (P.A.S, 100X).
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4-3 Anélisis histologico de la presencia de depésitos de inmunoglobulinas A, Gy M en
el material de biopsia y en el material de necropsia.

El total del material de biopsia y de necropsia mostro resultados negativos a la
determinacion de Ig A e Ig G mediante técnicas inmunohistoquimicas utilizando el “Kit
StrepABComplex/HRP Duet, Mouse/Rabbit” de laboratorios Dako® y antisueros de conejo
contra Ig A e Ig G humana, pero evidenciaron resultados positivos a Ig M.

Para determinar la severidad de la extension de los depésitos de Ig M, se
consideré principalmente el compromiso de los glomérulos que presentaron dichos
depositos en la corteza renal. Cuando los depositos de Ig M estuvieron presentes en forma
focal, involucrando escasos glomérulos, fueron considerados leves (+) y, si los depositos
fueron detectados en la mayoria de glomérulos, fueron considerados severos (+++).

En la tabla 16 y en la figura 37 se consignan los resultados del estudio
histopatologico de la determinacion de Ig M en el material de biopsia y en el material de

necropsia.

Tabla 16: Determinacion de los dep6sitos de Ig M y severidad de los mismos en el material
de biopsia (n=20) y en el material de necropsia (n=50).

Deposito de Ig M Animales Porcentaje Severidad
Material de biopsia 2 10 +
2 10 ++
6 30 +++
Material de necropsia 3 6 +
2 4 ++
8 16 +4++

Los niameros identifican 1a cantidad de animales en los que fueron encontrados depésitos de Ig M. Los
porcentajes establecidos se refieren a los animales que presentaron dichos depdésitos. Severidad: + leves, ++
moderados, ++ severos.
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Figura 37: Representacion grafica de los depdsitos mesangiales de Ig M y su severidad en

el material de biopsia y en el material de necropsia.

En ambos grupos (material de biopsia y de necropsia) su presencia se manifesto
con distinta severidad, en forma de depésitos granulares en el citoplasma de las células
mesangiales y en la matriz mesangial (Figura 38, A, By C).

En algunas biopsias, ademas de la distribucion mesangial, se pudieron apreciar

depositos de Ig M a lo largo de las paredes de los capilares glomerulares (Figura 38, D).

Figura 38: A y B- Deposito de Ig M con localizacién mesangial (—). (StrepABC, 100 y 400 X). C-
Depésitos granulares de Ig M exclusivamente en la region mesangial (—). ( StrepABC, 1000 X). D-
Depésito granular de Ig M a lo largo de la membrana basal de los capilares glomerulares y en la
region mesangial (—). (StrepABC, 1000 X).
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4-4 Anilisis histologico de las lesiones tubulares en el material de biopsia.

En el matenal de biopsia las lesiones tubulares mas sobresalientes se clasificaron
en lesiones degenerativas del epitelio tubular, dilatacion y presencia de cilindros hialinos.
La mayoria fueron consideradas como lesiones moderadas.

Para determinar la severidad de las lesiones tubulares se tuvieron en cuenta los
criterios anteriormente descriptos en la especie Cebus apelia.

En la tabla 17 y en la figura 39 se consignan los resultados del estudio

histopatologico de las lesiones tubulares.

Tabla 17: Estudio histopatologico de las lesiones tubulares en el material de biopsia y
severidad de las mismas (n=20).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Degeneracion 14 70 +
1 5 ++
1 +++
Dilatacion 1 5 ++
3 15 +4++
Cilindros hialinos 6 30 +
4 20 +++

Los nimeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +

sCveras.

F*Nr\.gesiones tubulares
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Figura 39: Representacion grafica de las lesiones tubulares y su severidad en el material de

biopsia.
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En la degeneracion celular las luces tubulares aparecieron reducidas de tamafio y
las células que conformaron el epitelio tubular se mostraron tumefactas, muchas de ellas
con fenomenos de degeneracion hidropica y otras con marcada acidofilia citoplasmatica
(Figura 40, Ay B).

La dilatacion tubular presentd caracteristicas severas en el 15 % de las 20
biopsias; 1a mayoria de ellas estuvo relacionada con la presencia de cilindros hialinos en la
luz tubular (Figura 40, C). En un elevado nimero de casos, estas lesiones tubulares se
presentaron asociadas principalmente a lesiones intersticiales como fibrosis o infiltrado
linfoplasmocitario o a las dos al mismo tiempo y lesiones glomerulares caracterizadas por
fibrosis periglomerular, atrofia del ovillo glomerular y hialinosis glomerular.

Figura 40: A- Severa degeneraciéon hidropica tubular global (—). (H y E, 400 X). B- Degeneracion
hidrépica tubular. (P.A_S, 400 X). C- Severa dilatacién tubular con presencia de cilindros hialinos (—).
(HyE, 100 X).



109

Figura 40




110

4-5 Analisis histolégico de las lesiones tubulares del material de necropsia

Las lesiones tubulares en el material de necropsia fueron: atrofia, necrosis,
dilatacion y presencia de cilindros hialinos.

En la tabla 18 y en la figura 41 se consignan los resultados del estudio

histopatologico de las lesiones tubulares.

Tabla 18: Estudio histopatologico de las lesiones tubulares en el material de necropsia y
severidad de las mismas (n=50).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Atrofia 3 6 +
18 ++
11 22 +++
Necrosis 1 2 +
2 4 ++
2 +++
Dilatacion 4 8 +
11 22 ++
9 18 +++
Cilindros hialinos 2 4 +
7 14 ++
10 20 +++

Los nimeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos sc refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++
severas.

lesiones tubulares

-Cilindros hialinos

Total Leves Moderadas Severas

Figura 41: Representacion grafica de las lesiones tubulares y su severidad en el material de

necropsia.
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Las lesiones predominantes fueron la atrofia y dilatacién tubular y, por lo
general, estuvieron asociadas a la presencia de cilindros hialinos en 1a luz de los tibulos.

En la atrofia tubular, la altura del epitelio estaba reducida, los nucleos
aparecieron mas cercanos y la luz tubular mas amplia. En otras formas de atrofia se
observé disminucion del diametro externo de los tibulos con disminucién del nimero de
células. En algunos casos, el epitelio tubular estaba compuesto por 2 0 3 células y la luz
tubular era escasa o nula (Figura 42, A). En estos casos, las células que conformaban el
epitelio tubular se mostraron tumefactas y globosas. Los tibulos se presentaron separados
por un prominente tejido conectivo intersticial. La atrofia se relacion6 con lesiones
intersticiales inflamatorias.

La dilatacion tubular se caracteriz6 por el aumento del diametro externo de los
tubulos con incremento de su luz. La presencia de material hialino intraluminal fue un
hallazgo frecuente y las estructuras afectadas fueron los tibulos contorneados proximales y
los tubulos colectores (Figua 42, B).

Cuando la dilatacion tubular abarc6 areas extensas del parénquima renal formé
las denominadas imagenes pseudotiroideas, caracterizadas por sectores de dilatacion y
atrofia tubular con fibrosis intersticial (Figura 42, C).

Otro hallazgo frecuente fue la presencia de material cristalino en las luces de los
tibulos proximales (célculos). Dicho material, en la mayoria de los casos, estuvo asociado
a dilatacion tubular, con presencia de cilindros hialinos y rodeado por infiltrado
linfoplasmocitario.

La necrosis tubular se caracterizé por la desaparicién de estructuras tubulares,
células del epitelio tubular con pérdida de nicleos y nicleos en diferentes grados de lisis,
caracterizados por picnosis, cariorrexis y cariolisis. En ocasiones se apreci6o el

desprendimiento del epitelio tubular.

Figura 42: A- Atrofia tubular con disminucién del didmetro externo y reduccién de las luces tubulares.
Células epiteliales tubulares con citoplasma claro (—). (Imbibicién en plastico, azul de toluidina, 400 X).
B- Dilatacién tubular con cilindro hialino intraluminal (—). (H y E, 200 X). C- Imagen pseudotiroidea
caracterizada por sectores de dilatacién y atrofia tubular, fibrosis intersticial y atrofia glomerular.
(Imbibicién en plistico, Movat, 40 X).
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Figura 42
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4-6 Anailisis histolégico de las lesiones intersticiales en el material de biopsia.

Las lesiones intersticiales en el material de biopsia fueron fibrosis intersticial e
infiltrado celular inflamatorio.

Para determinar la severidad de las lesiones intersticiales, se tuvieron en cuenta
los criterios anteriormente descriptos en la especie Cebus apelia.

En la tabla 19 y en la figura 43 se consignan los resultados del estudio

histopatologico y la distribucion de las lesiones intersticiales.

Tabla 19: Estudio histopatologico de las lesiones intersticiales en el material de biopsia y
severidad de las mismas (n=20).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Fibrosis 1 5 +
1 5 ++
1 5 +++
Infiltrado 6 30 +
2 10 ++
1 5 +++

Los nimeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcenta-
jes establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++
severas.

\“‘“‘—“—-h——lesriones intersticiales

Infiltrado

Fibrosis

Total Leves Moderadas Severas

Figura 49: Representacion grafica de las lesiones intersticiales y su severidad en el material

de biopsia.
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La fibrosis estuvo presente en menor proporcion que el infiltrado celular y
generalmente se presenté asociada a procesos inflamatorios cronicos, presentando una
distribucion focal. El infiltrado inflamatorio crénico estuvo compuesto por linfocitos y
plasmocitos (Figura 44, A). No obstante, en algunos casos se detect6 la presencia de
exudado inflamatorio agudo compuesto por leucocitos polimorfonucleares neutréfilos.

Las lesiones intersticiales caracterizadas por infiltrado celular cronico abarcaron
grandes sectores y fueron consideradas severas en el 11,1 % de los 9 casos que presentaron
este tipo de lesion. Todos estos procesos estuvieron relacionados con alteraciones tubulares
como atrofia y dilatacion conteniendo material hialino en la luz y con lesiones glomerulares
cronicas, tales como fibrosis de la capsula de Bowman, atrofia del ovillo glomerular y
hialinosis glomerular (Figura 44, B).

Figura 44: A- Infiltrado intersticial focal compuesto por linfocitos y plasmocitos. (P.A.S, 250 X).
B- Nefritis intersticial crénica con dilatacién y atrofia tubular. (Imbicién en plistico, azul de
toluidina, 40 X).
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Figura 44
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4-7 Anailisis histologico de las lesiones intersticiales del material de necropsia

Andlisis macroscopico : Las caracteristicas mas destacables de los rifiones del
material de necropsia consistieron en cambios de coloracion. En cuatro especimenes se
apreci0 la superficie externa de color rojo vinoso con aspecto hemorragico. En seis rifiones
se observo la presencia de un puntillado blanquecino y estrias del mismo color. A la seccién
longitudinal, en ocho rifiones se observaron formaciones quisticas de tamafios diferentes con
contenido acuoso y la presencia de abscesos renales de diversos diametros en seis casos
(Figura 45, A). En dos rifiones se observo disminuciéon de tamaifio y la superficie de los
mismos se presento rugosa.

El estudio microscopico de este material, demostré que las formaciones quisticas
estaban rodeadas por infiltrado inflamatorio cronico y asociadas con atrofia y dilatacién
tubular, con presencia de cilindros hialinos (Figura 45, B). También se observo la presencia

de microabscesos caracterizados por exudado purulento y detritus celulares.

Figura 45: A- Quiste renal en el polo superior del rifion derecho con compromiso medular. B- Formaciones
quisticas con material hialino rodeadas por infiltrado intersticial crénico, cilindros hialinos en las luces
tubulares y quiste glomerular (—). (Hy E, 200 X).
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Figura 45
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Las lesiones intersticiales mas destacables se caracterizaron por fibrosis e

infiltrado celular inflamatorio.
En la tabla 20 y en la figura 46 se consignan los resultados del estudio

histopatologico y la distribucion de las lesiones intersticiales.

Tabla 20: Estudio histopatologico de las lesiones intersticiales en el material de necropsia y
severidad de las mismas (n=50).

Tipos de lesiones Animales c/lesiones Porcentaje Severidad
Fibrosis 1 2 +
3 6 ++
4 8 +++
Infiltrado 6 12 +
6 12 ++
14 28 +++

Los niimeros identifican la cantidad de animales en los que fueron encontradas las lesiones y los porcentajes
establecidos se refieren a los animales que presentaron lesiones. Severidad: + leves, ++ moderadas, +++

sCveras.

—lesiones.intersticiales

Y s I e Infiltrado

Fibrosis

Moderadas

Figura 46: Representacion grafica de las lesiones intersticiales y su severidad en el material

de necropsia.
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La fibrosis del intersticio estuvo presente en menor proporcion que el infiltrado
inflamatorio. La misma tuvo una distribucion focal o difusa asociada o no a procesos
inflamatorios.

El infiltrado inflamatorio cronico se caracterizo por la presencia de plasmocitos y
linfocitos, asociado a atrofia del parénquima con marcada fibrosis intersticial, atrofia y
dilatacion tubular (Figura 47, A). La distribucion del infiltrado fue difusa o focal y, en
algunas secciones de tejido renal, este infiltrado inflamatorio fue marcadamente sectorial
involucrando a tibulos y glomérulos, los que también mostraron diferentes tipos de lesiones
(Figura 47, B y C). En otros casos, se observo infiltrado inflamatorio crénico focal y
periglomerular y otras veces solamente periglomerular.

En especimenes del material de necropsia se corroboro la existencia de infiltrado
inflamatorio cronico o agudo en la pelvis renal. En los procesos agudos, dicho infiltrado
estuvo compuesto por un gran nimero de leucocitos polimorfonucleares neutrofilos
asociados a colonias bacterianas, presumiblemente de origen ascendente, determinando la
formacion de microabscesos, con detritus celulares, piocitos, neutrofilos y colonias
bacterianas de gérmenes cocoides. En otros especimenes se corroboré diseminacion
bacteriana en estructuras tubulares y glomerulares. También se evidenci6 la diseminacion
progresiva de procesos inflamatorios cronicos desde la pelvis renal hacia el componente
intersticial de médula y corteza (Figura 48, A). En dos especimenes se destacé un marcado
engrosamiento del epitelio transicional de la pelvis renal, debido a hiperplasia y fenomenos
de exocitosis a expensas de células linfoideas (Figura 48, B). Cabe consignar que en el
estudio macroscopico, estos rifiones presentaron superficie rugosa y disminucion de

tamaiio.

Figura 47 : A- Nefritis intersticial crénica con fibrosis intersticial, severa atrofia glomerular, dilatacién y
atrofia tubular. (Tricrémica de Mallory, 40 X). B- Infiltrado intersticial focal sectorial con atrofia de los
ovillos glomerulares. (P.A.S, 100 X). C- Glomérulo normal en sector de tejido renal sin alteracién y
glomérulo con incipiente fibrosis de 1a cdpsula de Bowman en sector con lesion intersticial cronica (—»).
(P.A.S, 200 X).

Figura 48: A- Foco de infiltrado intersticial crénico en pelvis renal (—) ¢ hiperplasia del epitelio
transicional de 1a pelvis renal (P). (H y E, 40 X). B- Hiperplasia del epitelio transicional de la pelvis renal
con fenémenos de exocitosis a expensas de células linfoideas (—). (Hy E, 200 X).
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Figura 47
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4-8 Anailisis microbiolégico en el material de necropsia.

Con la finalidad de evaluar la presencia de agentes infecciosos en las vias
urinarias, en el momento de realizar la necropsia se realiz6 la toma de muestras de pelvis
renal y vejiga urinaria mediante hisopos estériles. En la tabla 21 se consignan los resultados
del estudio bacteriologico.

Tabla 21: Resultados del estudio bacteriologico en 6rganos que conforman el aparato
urinario en el material de necropsia (n=30).

Tipo de bacteria Cantidad de animales Porcentaje

Escherichia coli 9 30
Proteus sp. 4 13,3

Streptococcus sp. 4 13,3

El analisis microbiolégico demostré que el 56,6% de 30 animales que murieron

por diferentes causas, arrojo resultados positivos a distintos tipos de microorganismos.
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V-DISCUSION

Signos clinicos y analisis clinicos de sangre y orina en las enfermedades renales en
Cebus apella y Saimiri boliviensis

Las enfermedades renales en algunas especies de primates del nuevo mundo
pueden manifestarse a partir de ciertos signos y sintomas ©'®

Los resultados de nuestros estudios en el presente trabajo permitieron determinar
que tanto C. apella como S. boliviensis no presentaron signos y sintomas que indicaran la
existencia de lesiones renales.

Weller ®'® sostiene que en el owl monkey los signos clinicos de la enfermedad
renal cronica consisten en polidipsia, poliuria, anorexia, deshidratacion, depresion, vomito,
diarrea, edema periférico y constante pérdida de peso.

En nuestra experiencia, los resultados de los analisis bioquimicos de sangre en la
especie C. apella no demostraron variaciones de los parametros estudiados, encontrandose
los mismos dentro del rango considerado normal para la especie. Resulta importante
destacar que, gran parte de estos primates, presentaron en el estudio histopatologico de las
biopsias la existencia de lesiones abarcando diferentes areas en médula y corteza renal.

En contraposicion, en la especie S. boliviensis, algunos individuos presentaron
valores marcadamente elevados de urea y creatinina sérica. Dichos resultados determinaron
que la media de urea y creatinina sérica en el total del grupo se encontrara por encima del
los valores considerados normales para la especie. El estudio histopatologico de las biopsias
de lo mismos animales demostr6 la existencia de lesiones tubulo-intersticiales y
glomerulares, muchas de ellas con caracteristicas severas.

En Aotus mancymai, primate del nuevo mundo, el diagnostico de insuficiencia
renal estd basado en los hallazgos de laboratorio, citindose a la anemia, azotema,
incremento de la creatinina sérica e incremento de la concentracion de fosfato en suero
como elementos de valor diagnostico ?'**'®. En esta especie es posible determinar,
mediante los analisis clinicos, la existencia de un sindrome nefitico ¢'®.

En Callithrix jacchus y Saguinus mystax, dos especies de primates del nuevo
mundo, se describe una glomerulonefritis mesangioproliferativa y algunas nefropatias
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mediadas inmunolégicamente, caracterizadas por depositos de Ig A “™2'¥ En estos casos
los animales no presentan sintomatologia clinica ni alteraciones en los resultados de los
analisis bioquimicos en cuanto a creatinina y urea sérica. En estas especies, la alteracion de
estos parametros se manifiesta particularmente en la etapa final del denominado sindrome
de desgaste (Wasting Marmoset Syndrome) caracterizado por pobre ganancia de peso,
anorexia, alopecia, anemia, diarreas transitorias y susceptibilidad a agentes infecciosos
oportunistas, con marcada albuminuria /™. La deficiencia crénica de proteina es el factor
fundamental en la patogénesis de esta condicion *'2% 17219

La determinacion de los valores de proteina en orina resulta de gran valor en el
diagnéstico de insuficiencia renal . Guyton ®” sostiene que una de las determinaciones
de mayor importancia en la realizacion de los anilisis quimicos de orina es la cuantificacion
de la proteina en la misma, necesaria para documentar la proteinuria.

En nuestro trabajo, y durante la evaluacion de los resultados de los analisis
quimicos de orina tomados mediante tiras reactivas, se determiné en algunos de los
animales de la especie C. gpelia la existencia de una leve proteinuria, la que luego se
corroboré a través de la prueba de Heller, a pesar del escaso volumen de orina obtenido.

En los individuos en que se constato proteinuria también se hallaron, mediante el
estudio histopatoldgico de las biopsias, lesiones tibulo-intersticiales y glomerulares, lo que
demuestra la relacion existente entre proteinuria y lesiones renales.

En la especie S. boliviensis, los resultados de los analisis bioquimicos de orina no
evidenciaron modificaciones relevantes que indicaran la existencia de algin tipo de lesion.

En primates de la especie Aotus, la hipoproteinemia y la proteinuria siempre
estan presentes. Esta proteinuria anormal puede resultar de una hemorragia o de un proceso
inflamatorio en algun punto del tracto urinario. En estos casos, la presencia de proteina en
orina podria deberse a causas ajenas a las lesiones renales ?'®.

En Macaca nemestrina, primate del viejo mundo, las enfermedades renales se
manifiestan bioquimicamente con una elevada proteinuria .

La evaluacion del sedimento urinario es de gran importancia en el estudio de las
enfermedades renales. La misma brinda diferentes resultados en las distintas especies de

primates, los que, generalmente, estan relacionados con los analisis quimicos de orina.
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En nuestro estudio, en la especie C. apella, la proteinuria fue corroborada
indirectamente a través del estudio microscopico del sedimento urinario. En dicho analisis
se determiné la presencia abundante de cilindros hialinos, cilindroides, cilindros hematicos
y cilindros granulosos.

Los cilindros hialinos son el resultado de la presencia de proteina de origen
tubular y/o glomerular y los demas elementos como cilindroides, cilindros granulosos y
cilindros hematicos estan formados internamente por una matriz proteica, sobre la cual se
agregan los demas elementos celulares 12120,

En el estudio del sedimento urinario, en la especie C. apella, llamo la atencion el
elevado porcentaje de animales en los que se observo la presencia de leucocitos. El
hallazgo de estos elementos celulares estaria indicando la existencia de un posible proceso

inflamatorio en las vias urinarias ascendentes. Algunos autores">®

consideran normal la
presencia de 5 a 10 leucocitos por campo de mayor aumento. Su incremento se debe a
procesos inflamatorios del aparato urinario, principalmente infecciosos, aunque también
puede ser por causas no infecciosas del rifién, uréteres, vejiga, prostata y uretra ®>'?”

Otros elementos hallados en el estudio del sedimento urinario en esta especie
fueron globulos rojos, células epiteliales y cilindros hematicos. Creemos prudente no
asignarle valor a su presencia, ya que la misma pudo haberse debido al método utilizado
para la obtencion de orina. Se considera normal la presencia de 5 a 8 glébulos rojos por
campo de mayor aumento. Cantidades mayores pueden deberse a enfermedades tubulo-
intersticiales, glomerulopatias inflamatorias, enfermedades prostaticas y traumatismos del
aparato urinario ®>'29

En el estudio del sedimento urinario de S. boliviensis, los elementos observados
en mayor proporcion fueron células epiteliales e hilos mucosos, en tanto que los demas
elementos estuvieron presentes en menor proporciéon. La células epiteliales pertenecian al
epitelio uretral, vesical y vaginal lo que hace suponer que su presencia se debio a las
maniobras realizadas para la obtencion de orina.

Algunos autores sostienen que en ciertas especies de primates el analisis del
sedimento urinario brinda escasa informacion ®'®. En Aotus nancymai, muchas veces la

ausencia de sedimento urinario indica enfermedad renal ®'®.
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Es importante destacar que, en la especie C. gpella, la extension de las lesiones
observadas en el estudio histopatologico de las biopsias no abarcaban areas extensas en el
parénquima renal. Esta podria ser una de las causas por lo que la funcion renal no se
encontr6 comprometida y los valores de los analisis sanguineos permanecieron dentro del
rango normal.

En tres individuos de la especie S. boliviensis se verifico una relacion entre los
resultados elevados de urea y creatinina sérica con las lesiones halladas durante el estudio
histopatologico. Debe destacarse que las lesiones observadas en estos individuos eran mas
severas y abarcaban areas mas extensas en el parénquima renal que en la especie C. apella.

En el hombre, la funcion renal se encuentra alterada en diferentes tipos de
glomerulonefiitis cuando la lesion abarca areas extensas de la estructura renal “’”. En otros
casos, la misma permanece normal durante la fase latente o cronica de algunas

glomerulonefiitis, dependiendo de la evolucién de las lesiones .

Biopsias

En la totalidad de los casos, las biopsias se realizaron en el rifién izquierdo, el
cual presenta una disposicion anatémica (1 cm mas hacia caudal que el rifion derecho) que
facilita la maniobra. Las biopsias renales se obtuvieron mediante laparotomia y por método
percutaneo o ciego. Ambos métodos pueden considerarse adecuados, de bajo costo y
Optimos para el estudio microscopico. El 100 % de los animales sometidos a la biopsia se
recuperaron sin complicaciones. El material obtenido permitié el estudio de estructuras
tubulares, intersticiales y glomerulares.

La diferencia fundamental entre ambas técnicas fue que, a través de la técnica
directa, se tuvo un absoluto control sobre el sitio de la biopsia. Esto posibilitd6 un buen
control hemostatico y una amplia visualizacion del rifién y de los vasos renales, lograndose
biopsias selectivas de determinados sectores del rifion y masas de parénquima renal libres de
tejidos adyacentes.

En cuanto al nimero de glomérulos, las dos técnicas resultaron adecuadas en las
dos especies de primates, a pesar de la diferencia de tamafio corporal existente entre ambas
(C. apella con un promedio de 2,100 kg y S. boliviensis con un promedio de 550 g).
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Cuando la biopsia se realizO mediante laparatomia se obtuvieron, en promedio, 10
glomérulos y a través de la técnica percutanea un promedio de 8 glomérulos.
Algunos autores consideran que la biopsia renal es adecuada cuando pueden

observarse no menos de cinco glomérulos ¥,

Evaluacion de lesiones glomerulares

La lesion glomerular mas frecuente en las dos especies de primates, tanto en
material de biopsia como de necropsia, fue la GN mesangioproliferativa. En la especie C.
apella, esta lesion estuvo presente en el 46,6 % de las biopsias y en el 41 % del material de
necropsia, en tanto que en la especie S. boliviensis se observaron lesiones mesangiales en el
35 % de las biopsias y en el 40 % del material de necropsia.

En primates del nuevo mundo, tamarinos y marmoset, Brack ®*?

sostiene que
los cambios glomerulares dominantes son la hiperplasia mesangial con incremento de la
matriz mesangial.

Rotter ‘" afirma que, en humanos, la mayor cantidad de las lesiones
glomerulares ocurre en el mesangio. También opina que el mesangio es la estructura
glomerular mas sensible y, en consecuencia, la mas afectada, reaccionando con
proliferacién celular e incremento de la matriz mesangial. Otros investigadores **'™
sostienen que el curso de esta lesion es relativamente prolongado, debido a que es el primer
componente glomerular en reaccionar ante las injurias y el ultimo en retornar al estado
normal.

Laberke * afirma que, en humanos, la presencia de severas GN
mesangioproliferativas asociadas a neffitis intersticiales difusas es compatible con funcién
renal normal.

En las GN mesangioproliferativas la circulacion sanguinea y la funcion renal

permanecen sin alteraciones "*'7.

Teniendo en cuenta las apreciaciones de Laberke y Rotter *>'™ referente a que
en las nefritis intersticiales severas y en las GN mesangioproliferativas la circulacion

sanguinea y la funcion renal pueden permanecer normales, podemos inferir que dichas
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lesiones en estos animales tampoco se expresaron a través de los analisis bioquimicos de
sangre.

En nuestro estudio, las GN caracterizadas por incremento de matriz mesangial y
depésitos de Ig M se constataron en el 50 % de las biopsias y en el 26 % del material de
necropsia de la especie S. doliviensis.

Brack ®~" demuestra, mediante estudios inmunohistoquimicos en tamarinos y
marmoset, que en los cambios glomerulares caracterizados por hiperplasia mesangial con
incremento de la matriz mesangial, l1a Ig M se encuentra presente en el 100% de los casos.
La misma se encuentra presente en tres sitios, predominantemente en el mesangio,
ocasionalmente a lo largo de la pared de los capilares glomerulares e infrecuentemente en
cilindros hialinos.

Couser y Stilmant “* sostienen que, en ratas de edad avanzada, los depésitos de
Ig M preceden y probablemente llevan a la lesion glomerular. Por otro lado, Bolton y
colaboradores ®” indican que los depositos de Ig M en estos animales son independientes
de la lesion glomerular.

Algunos autores describen a la GN mesangioproliferativa en el hombre como una
entidad caracterizada morfologicamente por el incremento de la celularidad mesangial y
dep6sitos de Ig M con distribucion mesangial. Se la considera como una entidad clinica e
inmunopatologica distinta, con respuesta variable al tratamiento y pronéstico relativamente
bemgno (15,41,54,125)'

En la especie C. apella, utilizando técnicas de inmunohistoquimica con
anticuerpos primarios de conejo contra inmunoglobulinas A, G y M humana, no
observamos la presencia de Ig A, IgGoIgM.

) sostienen que, frecuentemente, los resultados
q

Algunos investigadores ¢
negativos en las técnicas inmunohistoquimicas para la determinacion de ciertos anticuerpos
en materiales incluidos en parafina, se deben a la falta de especificidad de los anticuerpos
primarios utilizados. Probablemente, esta podria ser la causa por la que no se pudo
demostrar la presencia de Ig A, Ig G o Ig M en la especie C. apelia.

En muchos casos, puede existir una lesion cronica, pero puede no detectarse Ig

G, A o M, debido, precisamente, a la evolucion del proceso “?.
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En nuestro estudio, las lesiones de membrana ocuparon un segundo lugar en
cuanto a frecuencia. En la especie C. apella, estas lesiones estuvieron presentes en el
26,5 % de las biopsias y en el 17,5 % del material de necropsia. En la especie
S. boliviensis, las lesiones de membranas se observaron en el 5 % de las biopsias y en el
30 % del material de necropsia. En la mayoria de los animales de las dos especies que
presentaron lesiones en la membrana basal glomerular, y mediante la utilizacion de técnicas
de impregnacion con sales de plata, se observd que la misma estaba engrosada y/o
duplicada con dos o mas capas paralelas. En otros casos, estas lesiones estuvieron
asociadas con un incremento de la matriz mesangial. No fue posible demostrar la presencia

de depésitos granulares de inmunocomplejos en el lado epitelial de la membrana basal en

ninguna de las dos especies.

(170)

Rotter ©' ™ opina que, en los estados avanzados de las nefropatias membranosas,

los complejos inmunes se disuelven en el interior de la membrana basal y esta aparece
vacuolada y duplicada. Al mismo tiempo, existe un incremento de la matriz mesangial.
Para muchos autores, la formacion de nuevas membranas tiene su origen en el

depésito de material fibrinoide del lado epitelial o interno de la membrana basal ; el mismo

es el producto de las células mesangiales, endoteliales o epiteliales ¢* 1729

Basandonos en estas observaciones y en coincidencia con las opiniones de

autores como Rotter '™, pensamos que no fue posible la observacion de los depdsitos

granulares de inmunocomplejos en el lado externo de la membrana basal de los capilares
glomerulares, debido a que la mayoria de los casos que presentaron este tipo de lesion eran
nefropatias cronicas y, probablemente, de origen inmunolégico.

En la especie S. boliviensis y en el material de biopsia, mediante la utilizacion de
técnicas inmunohistoquimicas, se determind, ocasionalmente, la presencia de Ig M a lo
largo de la membrana basal glomerular.

Las GN espontaneas, asociadas con el deposito de complejos inmunes, también

)(37)

estan documentadas en prosimios (Galago sp.)””, primates del nuevo mundo (Aotus

(107,119) (153)

trivirgatus) y en primates del viejo mundo (Macaca fascicularis y Macaca

nemestrina) ®™.
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La GN membranoproliferativa también puede ser mediada inmunologicamente y,
dentro de las GN, es considerada la mas severa. A su vez, puede ser idiopatica o secundaria

(70)

y puede ocurrir en asociacion con enfermedades sistémicas O en pacientes

inmunodeprimidos ©4'1%134149)

En las nefritis por complejos inmunes, las causas son usualmente desconocidas
(GN membranosas idiopaticas). El antigeno es conocido en, solamente, un limitado mimero
de casos, por ejemplo en la sifilis generalizada, hepatitis B, lupus eritematoso, sarcoidosis,
tumores malignos, etc. ()

Algunos autores ®*>™ afirman que los antigenos que provocan incremento de
Ig M como repuesta, pueden variar considerablemente, pudiendo ser de origen medio
ambientales, dietéticos o infecciosos.

En nuestro estudio, la evaluacion de los extendidos sanguineos y gota gruesa,
arrojo resultados positivos para microfilarias en la especie Cebus apella y para Plasmodium
sp. en la especie S. boliviensis.

En la especie C. apella se constataron anticuerpos contra antigenos de
Toxoplasma gondii en la dilucion 1/512 en el 13,3 % de los animales y anticuerpos contra
antigenos de Trypanosoma cruzi en la dilucion 1/32 en el 6,6 % de los animales.

Teniendo en cuenta estos resultados y las apreciaciones de numerosos autores,
de que los antigenos que provocan incremento de Ig M pueden ser de origenes diversos y
que las causas de las nefritis por complejos inmunes son usualmente desconocidas,
sugerimos que la presencia de estos parasitos podria inducir la formacion de Ig M o la
formacién de complejos inmunes como respuesta.

Entre las lesiones glomerulares, la fibrosis ocupé un lugar destacado en el
material estudiado. En la especie C. apella, esta lesion estuvo presente en el 13,2 % de las
biopsias y en el 5,8 % de los especimenes del material de necropsia, en tanto que en la
especie S. boliviensis se observo fibrosis glomerular en el 10 % de las biopsias y en el 24 %
del material de necropsia.

Meadows 7 afirma que la fibrosis peri e intraglomerular, lleva a la fibrosis total
del glomérulo.
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En la descripcion de las lesiones glomerulares hemos indicado la existencia de la
combinacion de las mismas. Una de las combinaciones mas frecuentes fue la de glomérulos
con lesiones de membrana y otros con fibrosis glomerulares intensas. A nuestro criterio, las
lesiones de membrana conducen a lesiones glomerulares severas, tales como esclerosis y
hialinizacion.

En nuestro estudio, no se observo hialinizacion glomerular en las biopsias
pertenecientes a primates de la especie C. apella, pero estuvo presente en el 5,8 % de los
especimenes en el material de necropsia. En la especie S. boliviensis, se observd
hialinizacion glomerular, tanto en biopsias como en el material de necropsia, enun 15 %y
un 26 % de las muestras, respectivamente.

En dos especies de primates del viejo mundo, Macaca mulatta"® y Papio
cynocephalus®®, se cita la hialinizacion ocasional de glomérulos.

Zollinger ™ afirma que, en el hombre, la hialinizacion del 70 a 80 % de los
glomérulos en una biopsia de adecuado tamaiio significa el estadio final de una enfermedad
renal.

Meadows ™*? opina que estas lesiones son consecuencia de alteraciones
ultraestructurales que ocurren en la etapa neonatal.

Otros autores 2%

sostienen que esta lesion se debe a la sumatoria de pequefias
injurias que ocurren durante la vida. Por otro lado, afirman que, en el hombre, estos
glomérulos son encontrados mas frecuentemente en el area subcapsular que en la zona
yuxtamedular.

En nuestro estudio, este tipo de lesion se observo mas frecuentemente en el area

yuxtamedular.

Evaluacién de las lesiones renales tubulares e intersticiales

Tanto en el material de biopsia como de necropsia, las lesiones tubulares e
intersticiales variaron considerablemente en lo referente a sus combinaciones. En la
mayoria de los casos existié combinacion de lesiones en un mismo individuo, debido a que

las alteraciones afectaron una o mas estructuras del parénquima renal.
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De esta manera, se pone en evidencia el concepto vertido por numerosos
autores, referido a que la lesion de una de las estructuras renales lleva, casi siempre, a la
afeccion secundaria de las demas ¢**'6V,

Durante el estudio histopatologico de las biopsias y entre las lesiones tubulares,
la degeneracion celular del epitelio fue la mas frecuente. En la especie C. apella, esta lesion
estuvo presente en el 53,2 % de las biopsias y en la especie S. boliviensis en el 80 % de las
mismas. Esta lesion se caracterizo porque las luces tubulares aparecieron reducidas en
tamafio y las células que conformaban el epitelio se mostraron tumefactas y con fenémenos
de degeneracion vacuolar.

Llamo la atencion que la tumefaccion tuvo caracteristicas similares en todos los
animales sometidos a biopsia, pero con mayor incidencia en la especie S. boliviensis, razon
para suponer que la misma podria ser la consecuencia de alteraciones pos-biopsia.

Zollinger @ destaca que estos cambios celulares no son regularmente
encontrados en el hombre pero si en animales de experimentacion.

Bohle ®® manifiesta que, en humanos, estos cambios epiteliales ocurren en el
material de biopsia en el tiempo transcurrido entre la extraccion de la muestra de tejido y la
fijacién del mismo. En este tiempo se produce la captacion pasiva de fluidos a partir de la
luz tubular y, probablemente, exista interrupcion de la actividad de la bomba de sodio. En
consecuencia, las células del epitelio tubular sufren inmediatamente fenémenos de
tumefaccion.

En primates del viejo mundo y entre las lesiones degenerativas en Macaca
nemestrina, se describe la nefrosis tubular. La misma se caracteriza por pérdida del ribete
en cepillo y disminucién de la altura del epitelio tubular pasando a un patron cuboidal con
incremento del diametro de la luz tubular 7.

Otra lesion en las dos especies estudiadas en nuestra experiencia fue la dilatacion
tubular. La misma se observd mas frecuentemente en el material de necropsia que en el de
biopsia.

Para algunos autores, la dilatacion tubular esta relacionada con el incremento de

la presion intratubular "%
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En este trabajo no describimos fenomenos de hipertrofia, debido a que la
hipertrofia de los titbulos es también considerada una dilatacion tubular @®.

La dilatacion tubular se presenté asociada con procesos inflamatorios crénicos
del intersticio y, mas frecuentemente, relacionadas con la presencia de un material cristalino
en las luces tubulares. Esta caracteristica fue mas frecuente en S. boliviensis aunque
también se observo en C. apella, vinculada con la presencia de sales de calcio en la luz
tubular.

En la especie C. apella, la lesion mas frecuente en el material de necropsia fue la
atrofia tubular. La misma estuvo presente en el 35,28 % de los especimenes, en tanto que
en la especie S. boliviensis, este tipo de lesion se observo en el 46 % de los casos.

En la especie S. boliviensis, a diferencia de C. apella, se constaté una segunda
forma de atrofia. En ésta, los tubulos estaban formados por no mas de dos células
epiteliales, no observandose, practicamente, luz tubular.

Zollinger ™ describe lesiones de atrofia tubular con similares caracteristicas en
humanos.

En el material de necropsia de ambas especies observamos necrosis tubular. Las
estructuras afectadas fueron segmentos de los tubulos proximales, mientras que la
membrana basal permanecio intacta. Esta necrosis podria interpretarse como una lesion de
probable origen toxico, ya que mediante consulta de las fichas de los individuos que la
presentaron, se determiné que estos animales fueron sometidos a antibioticoterapias
asociadas a bafios de inmersion o pincelaciones con soluciones yodadas en los dias previos
a su muerte .

La alteracion mas frecuente en el tejido intersticial de las dos especies de
primates fue el infiltrado leucocitario, generalmente compuesto por linfocitos y plasmocitos,
y asociado, en la mayoria de los casos, con fibrosis intersticial. Esta lesion fue mas
frecuente en S. boliviensis que en C. apella, tanto en material de necropsia como en
material de biopsia.

En algunos especimenes se apreciaron lesiones intersticiales cronicas, que

abarcaban solamente un sector del corte histologico. En nuestra opinion, estas lesiones
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podrian ser causadas por hemoparasitos (por €j. microfilarias) que enlentecen u obstruyen
la circulacion capilar.

Nuestra opinion se basa en los resultados de la lectura de los extendidos
sanguineos y de la gota gruesa. En la especie C. apella, los mismos indicaron que el 26,6 %
fueron positivos a microfilarias, encontrandose 1 a 2 microfilarias por extendidos y el 33,3
% fueron positivos a microfilarias por el método de la gota gruesa, observandose entre 4 a
7 microfilarias por gota.

En la especie C. apella, algunos autores sugieren que la neffitis intersticial cronica,
caracterizada por abundante infiltrado leucocitario y fibrosis, es provocada por las
microfilarias 7.

Por otro lado, las caracteristicas morfologicas de algunas lesiones nos permiten
sugerir que la mayoria de ellas tuvo su foco inicial en procesos inflamatorios de la pelvis
renal y que luego progresaron a lesiones renales mas extensas. Esto podria ser una
particularidad de los animales en cautiverio (los que estin mas expuestos a estar en
contacto con las heces), ya que en los resultados de los estudios bacteriologicos de rifiones
del material de necropsia se determiné la presencia de bacterias entéricas (Escherichia coli,
Proteus sp., Streptococcus sp.).

En el material de biopsia no se pudieron establecer procesos inflamatorios en la
pelvis renal, debido a que ninguna de las muestras obtenidas involucré a la misma. En el
material de necropsia, y en algunos especimenes, se observo en la pelvis renal la presencia
de epitelio transicional hiperplasico con fenémenos de exocitosis. En los mismos casos
también se observo la presencia de sales de calcio en los tubulos colectores, razon por la
cual inferimos que dicha lesion podria deberse a la accion irritante provocada por la
presencia de sales de calcio.

Laberke " afirma que, en el hombre, la aparicion de severas nefritis
intersticiales difusas es compatible con funcion renal normal.

Por otro parte, y para algunos autores, todos lo procesos que asientan en el
intersticio renal conducen, finalmente, al incremento del colageno y éste lleva a la retencion

de sustancias que usualmente son eliminadas con la orina, a pesar de no observarse cambios
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glomerulares. Esto se debe a que existen, principalmente, compresion o destruccion de

capilares y atrofia de tibulos #**'*2.
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VI- CONCLUSIONES

Del presente estudio pueden extraerse las siguientes conclusiones:

1- En relacion a los anilisis bioquimicos de sangre y orina.

En la especie C. apella y S. boliviensis los animales no manifestaron
sintomatologia alguna que indicara la existencia de enfermedad renal.

Del estudio de los resultados de los analisis bioquimicos de sangre en la especie
C. apella, surge que los valores normales no se modifican ante la existencia de lesiones
renales con caracteristicas leves y moderadas, si bien dichos valores podrian modificarse en
etapas mas avanzadas o ante la presencia de lesiones severas.

El analisis microscopico del sedimento urinario es de valor diagnostico para la
determinacion de lesiones renales en primates de la especie C. apella. Esto se basa en que
los resultados de los anilisis bioquimicos de orina que indicaron leve proteinuria, se
relacionaron con la presencia de elementos de constitucion proteica durante el estudio del
sedimento urinario y con la presencia de lesiones renales.

El estudio de los resultados de los analisis bioquimicos de sangre en la especie S.
boliviensis permitié corroborar que existe relacion entre lesiones renales severas y valores
elevados de urea y creatinina sérica.

Los andlisis bioquimicos de orina para la determinacion de las aiteraciones
renales en la especie S. boliviensis no tienen valor diagnostico al igual que el estudio

microscopico del sedimento urinario, debido a la escasez o ausencia del mismo.

2- Con respecto a Ia redlizacién de la biopsia renal.

Los métodos utilizados para la realizacion de la biopsia renal en ambas especies
de primates pueden considerarse apropiados, debido a que el 100 % de los animales
sometidos a la biopsia se recuperaron sin complicaciones, a su bajo costo y a que el material
obtenido fue 6ptimo para el estudio microscépico.

La realizacion de biopsias renales con las técnicas utilizadas en este estudio son

consideradas apropiadas para una completa evaluacion morfologica renal.
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La realizacion de biopsias renales para el diagnostico definitivo de las diferentes
nefropatias, resulta esencial, debido a que las mismas no son diagnosticadas mediante

analisis quimicos de sangre y orina.

3- En cuanto al estudio histopatolégico de las biopsias y del material de necropsia.

El estudio histopatologico de las biopsias permitio determinar que la mayoria de
las biopsias presentaron caracteristicas morfologicas indicadoras de lesion renal de diversa
intensidad.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas se determiné que los depésitos de Ig M
en la especie S. boliviensis tuvieron un patron de distribucion mesangial y que su presencia
estuvo fuertemente relacionada con lesiones glomerulares caracterizadas por incremento de
la matriz mesangial.

Lesiones con diversos grados de intensidad son hallazgos frecuentes en el
material de necropsia en primates de las especies C. apella 'y S. boliviensis.

Las caracteristicas morfologicas y la frecuencia de las lesiones renales
predominantes en el material de biopsia de las dos especies, se repitieron en el material de
necropsia, aunque con mayor severidad.

Muchas lesiones renales en las dos especies de primates probablemente son
consecuencia de procesos infecciosos ascendentes de las vias urinarias y, en menor
proporcion, debidas a complejos antigeno-anticuerpo circulantes, de diversos origenes.

Los estudios bioquimicos, la realizacion de biopsia renal y el estudio
histopatologico efectuados en C. apella y S. boliviensis contribuyeron con el conocimiento
de aspectos referidos a lds caracteristicas morfologicas de las lesiones, a posibles causas y

mecanismos patogénicos.
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VIII- ANEXOS
ANEXON" 1
Tincién de Giemsa
Extendidos de sangre:

Procedimiento: Fijar el extendido con alcohol metilico durante 3 a 5 minutos, se vuelca y sin
lavar se cubre con solucion de Giemsa diluida (1 a 3 gotas por cada mililitro de agua neutra),
dejar actuar de 20 a 30 minutos, y posteriormente se lava el preparado con agua corriente y se
deja secar en posicion vertical.

Gota gruesa:

Procedimiento : Deshemoglobinizar con agua destilada o agua corriente colocando el
portaobjeto vertical dentro del borrel. Secar a temperatura ambiente, fijar en alcohol metilico de
2 a 5 minutos, secar nuevamente y colorear con solucion de

Giemsa diluida (1 a 3 gotas por cada mililitro de agua neutra) durante 15 a 20 minutos. Secar
nuevamente.

ANEXON" 2

Fijacién en formol bufferado
Formol comercial (40 % o 35 %) 100 ml.
Agua destilada 900 ml.

Fosfato de Na monobasico monohidrato p.a (NaH2PO4:H20) 4g.
Fosfato de Na bibasico anhidro p.a (Na2HPO4) 6,5g.

Solucién con pH 7.0.

Fijacién en solucién de Boiiin
Solucién acuosa saturada de acido picrico 75 ml.
Formol 20 ml.

Acido Acético 5ml
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ANEXON°3
Esquema y tiempos del procesamiento histolégico para bloques de parafina

Deshidratacién (piezas no superiores a 5 mm de espesor)
1-Alcohol 70° 2 horas.
2-Alcohol 96° (N°1) 2 horas.
3-Alcohol 96° (N°2) 2 horas.
4-Alcohol 100°(N° 1) 2 horas.
5-Alcohol 100° (N°2) 2 horas.

Aclaramiento
6-Xileno 1 hora (hasta lograr transparencia).

Inclusion

7-Parafina 1 (*) Toda la noche.
8-Parafina 2 (*) 2 horas.

9-Parafina 3 (*) 2 horas.

(*) En estufa a temperatura maxima de 58° C.

Confeccién de taco y moldeado

Corte en microtomo de deslizamiento Reicher Jung manual (4-5 pum) y en micrétomo de
rotacion Leica modelo 1516 semiautomatico (3um), montaje con albiumina de Mayer (Anexo N°
3, secado en estufa a 37° C).

Desparafinado
10-Xileno 1 1 hora.
11-Xileno 2 1 hora (puede quedar toda la noche).

Hidratacién.

12-Alcohol 96° N°1 (*)

13-Alcohol 96° N°2 (*)

14-Alcohol 70° N°3 (*)

15-Alcohol 70° N°3 (*)

(*) Bafios de S minutos en cada liquido.

Coloracion con hematoxilina-eosina, P.A_S., tricromica de Mallory, tricromica de Masson
modificada por Goldner, impregnacion argéntica segun Jones, técnicas inmunohistoquimicas.

Montaje definitivo (Deshidratacion y aclarado).
17-Batio en alcoholes crecientes (segin coloracion).
18-Aclaramiento por bafio en xileno.

19-Montaje del cubreobjeto con balsamo de Canada.
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ANEXO N° 4

Hematoxilina de Mayer
Hematoxilina 1g
Alumbre de K 50 g. (Sulfato de aluminio y potasio).
Hidrato de cloral 50g.
Iodato de Na 02g.

Agua destilada c.s.p. 1000 ml.
Acido citrico lg

Disolver la hematoxilina en 5 ml. de alcohol 96° 0 en 100 ml de agua destilada.
Disolver aparte el alumbre y el hidrato de cloral en 200 ml de agua destilada. Mezclar ambas
soluciones y agregar el resto de agua destilada. Dejar oxidar durante 8 -12 dias a luz diurna.
Agregar el 4cido citrico y filtrar.

Para coloracion sumergir el preparado durante 5 minutos y luego virar 15
minutos en agua corriente.

Eosina
Disolver eosina al 1 % en agua o alcohol 70°.
Para colorear, sumergir 1 minuto controlando sobrecoloracion. Diferenciar con
alcohol 70°.
ANEXON° 5
Tincién dcido periddico de Schiff (P.A.S.)
Para la determinacion de carbohidratos en tejidos.
Reactivos provistos en el equipo Biopur ®.
1) Solucion de acido periddico al 1 % (conservar en refrigerador)
2) Reactivo de Schiff Biopur ® (Conservar en refrigerador 3-6° C)

Colorante auxiliar (no provisto en el equipo).
1) Soluciéon hematoxilina de Mayer.



Procedimiento:

1) Desparafinar e hidratar.

2) Lavar con agua corriente 5 a 10 minutos.

3) Sumergir en solucién de acido peridédico (5 minutos).
4) Lavar suavemente con agua corriente 20 minutos.

5) Sumergir en reactivo de Schiff (3 minutos).

6) Enjuagar con agua destilada.

7) Efectuar coloracién de fondo con hematoxilina de Mayer (1 minuto).

8) Lavar rapidamente con agua corriente (5 minutos).

9) Deshidratar, clarificar y montar.

ANEXON° 6
Tricromica de Mallory
Soluciones:
a) Fucsina acida al 0,5 % - 1 %.
b) Acido fosfomolibdico al 2 %.

¢) Solucion de Mallory: Azul de anilina soluble en agua 0,5 g.

Orange G 2g
Acido oxalico 2g
Agua destilada 100 ml.

Hervir y filtrar.
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Procedimiento:

1) Desparafinar e hidratar.

2) Colorear con fucsina acida durante 20 minutos.

3) Lavar con agua destilada.

4) fijar y diferenciar en acido fosfomolibdico entre 3 y 5 minutos (preferentemente 5 minutos).
5) Lavar con agua destilada.

6) Colorear con solucion de Mallory disuelta en agua destilada en proporcion 1:3 durante 5
minutos.

7) Lavar en agua destilada.
8) Diferenciar en alcohol 96°.

9)Deshidratar, aclarar en xilol y montar

ANEXON° 7

Tricrémica de Masson modificada por Goldner
Solucion A :
Ponceau al 1 % 6 ml

Fucsina acida al 1 % 2ml
Azofloxina al 1 % 1 ml

Acido acético al 2% 9ml.

Solucion B :
Orange G 8g.
Acido fosfotingstico 16 g.

Agua destilada 400 ml.
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Solucion C :

Verde suave 2g
Acido acético 100 ml.
Procedimiento :

Colocar en solucion azul celeste 45 minutos.
Enjuagar en agua destilada.
Hematoxilina 3 minutos.
Diferenciar en acido clorhidrico al 1 % (pasaje).
Enjuagar en agua templada.
Sumergir 30 minutos en solucién A.
Sumergir 1 minuto en solucion B.
Sumergir 15 mimutos en solucion C.
Para finalizar, enjuagar muy bien en solucién de acido acético, secar, pasaje por alcohol absoluto,
xilol y montar.
ANEXON° 8
Impregnacién argéntica para secciones de tejido incluidos en parafina segin Jones
Solucién Stock:
Mezclar bien 40 ml. de una solucién de hexametilenotetramina (urotropina) al 3 % con 5 ml de
una solucién de nitrato de plata al 5 %. Afiadir 5 ml de una solucién de borax al 2 %.
Modo de operar:
Los cortes se llevan directamente al agua destilada. Luego se trata de la siguiente forma:
1-Acido peri6dico al 1 %, 10 minutos.
2-Agua bidestilada, 2 veces, cada vez 5 minutos.
3-Los cortes se dejan 30-60 minutos en la solucion argéntica (Stock) en la estufa a 50-60° C

(hasta 2 horas si se trata de inclusion de araldita). (Es posible controlar los cortes al
microscopio).(Hasta obtener un color pajizo).
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4-Lavado con agua destilada.

5-Tiosulfato sodico al 3 %, 5 minutos.

6- Hidratar en agua destilada y deshidratar. (Pasajes nada mas).
7- Secar en estufa a 37°C.

8- Aclarar en acetato de butilo/xilol.

9- Montar con balsamo.

ANEXON°9
Técnicas de inmunohistoquimica

Método : Streptavidin-Biotin-Complex para secciones de tejido incluidos en parafina y
recuperacion antigénica en microondas.

1-Desparafinar:

Xilol 1 x 10 minutos

Xilol 2 x 10 minutos

2-Hidratar:

Alcohol 100

Alcohol 90

Alcohol 70

Alcohol 50

Agua destilada.

(5 minutos en cada alcohol, si son 2 grupos de vidrios, entre uno y otro 5 minutos de
diferencia).

3-Pre-tratamiento en horno de microondas para recuperacion antigénica:

a) preparacion de la solucion stock de buffer citrato, ANEXO N° 10.
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b) llenar una cubeta plastica para uso en microondas con 500 ml de buffer citrato y llevar al
homno de microondas, calentar hasta el punto de ebullicion mientras el tejido se hidrata, al
mismo tiempo preparar mas buffer por si falta y también calentar.

¢) sumergir los vidrios durante 15 minutos a 750 W de potencia. Se puede abrir controlar
cuando se quiere. Si falta buffer agregar del que se esta calentando. No tapar el recipiente
con los vidrios, solamente apoyar la tapa.

4-Inactivacion de Peroxidasa Endogena (190 ml de agua bidestilada + 10 ml de peroxido de
hidrogeno) durante 30 minutos.

5-Enjuagar con buffer 3 veces, con Tris-buffer-leche 5 minutos cada vez, ANEXO N° 10.

6-Incubacion con suero de cabra normal, dilucion 1:5 durante 20 minutos en cimara
hiimeda.

7-Decantar el suero normal e incubar con el anticuerpo primario durante 1 hora o toda la
noche a 4°C en heladera.

8-Enjuagar con buffer 3 veces, con Tris-buffer-leche 5 minutos cada vez.

9- Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado. Dako-Kitt Duett 20 minutos a
temperatura ambiente en camara humeda.

10- Enjuagar con buffer 3 veces con Tris-buffer-leche 5 minutos cada vez.

11-Incubar con Streptavidin-Biotin-Complex. Dako-Kitt Duet ABComplex/HRP durante 20
minutos en cAmara himeda a temperatura ambiente.

12-Enjuagar con buffer 3 veces con Tris-buffer, 5 minutos cada vez.

13-Reaccion enzimohistoquimica: alicuota de la solucién de 100g de DAB in 50 ml de Tris-
buffer congelada a -25°C, filtrar esta alicuota en doble papel de filtro agregando 150 ml de
Tris-buffer. Incubar durante 10 minutos, preferentemente en un lugar oscuro (manejar
todos estos pasos con guantes).

14- Enjuagar con buffer 2 veces con Tris-buffer, 5 minutos cada vez.
15-Enjuagar en agua de canilla durante 10 minutos.

16-Colorear con hematoxilina, durante 45 segundos.
Enjuagar con agua destilada durante 30 segundos.
Enjuagar con agua de canilla durante 10 minutos.
Alcohol 50 %.

Alcohol 70 %.

Alcohol 90 %.

Alcohol 100 %.

Xilol 1
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Xilol 2
Xilol 3
Cada uno de los alcoholes y xiloles durante 5 minutos.
17- Montar con balsamo.
Método directo: Se incuba con el anticuerpo primario marcado, luego se enjuaga 3 veces
en Tris-buffer y se continua con la enzimo reaccion de la DAB.
ANEXON° 10
Preparacion de buffer citrato para tratamiento en horno de microondas

Soluciones stock A: Acido citrico 0,1 M (C2 H8 O7 H2 O).

Acido citrico 21,01 g.
Agua bidestilada 1000 ml.

Solucién stock B:  Citrato de Na 0,1 M (C6 H5 O7 X2 H2 O).

Citrato de Na 2941 g,
Agua bidestilada 1000 ml..

Solucién lista para usar: 10 mM, pH 6.
Solucién A 9 ml

Solucion B 41 ml.
Agua bidestilada 450 ml.

Preparacién de Tris-buffer
Solucién stock: Tris-buffer (0,5 M pH 7,6)

TRIS (hidroximetil) aminometano 60,57 g.
Agua bidestilada 500 ml.

Ajustar a pH 7,6 con HCL.
Completar hasta 1000 ml con agua bidestilada.

Solucién de uso a partir de la solucion stock 0,05M pH 7.6

Cloruro de Na (9,0 g cloruro de Na en 1000 ml de agua bidestilada) 900 ml.
Solucion stock 0,05M TRIS-buffer 100 ml.
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Preparaciéon de Tris-buffer + Leche en polvo
Leche en polvo descremada 20 g.
TRIS-buffer (0,05M, pH 7,6) 1000 ml..
ANEXON° 11

Imbibicién en plistico

Procedimiento:
Fijacion y deshidratacion: Segun Anexo N° 2
1-Formol al 10 %.
2-Agua de canilla por 10 minutos.
3-Alcohol 70 % por 1 dia.

4-Alcohol 100 % por 1 noche.

Pre-infiltracién:

5-Preparar en relacion 1:1 alcohol 100 % + Technovit 7100 (100 ml del contenido liquido
del frasco de 500 ml + 1 sobre de endurecedor, 1 de los 5 que vienen) durante 1 dia.
Infiltracién:

6-Technovit concentrado sin alcohol toda la noche.

7-Preparar los pocillos para los 6rganos colocando en el fondo papel de filtro.

Polimerizacién:

8-Preparar la solucion completa de “KULZER HISTO-TECHNIQUE ®”(colocar 1 ml de
los 40 mi que vienen + 15 ml de la solucién que se prepar6 anteriormente con 100 ml del
frasco de 500 ml + 1 sobre de los 5 que vienen), esta es la proporcion. Se debe preparar de
acuerdo a la cantidad de pocillos en los que necesitamos colocar los 6rganos durante 3 a 4
horas.
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9-Llenar los pocillos y acomodar los 6rganos sobre el papel de filtro; dejar endurecer a
temperatura ambiente.

Para mejores resultados se pueden mezclar los alcoholes con una pequefia cantidad de agua.
Esto le confiere color blanquecino.

Montaje de los bloques:

10- Preparar Technovit 3100 y llenar hasta completar los pocillos.

11-Despegar los bloques con pinza.

KULZER HISTO-TECHNICK ® Technovit 7100 es particularmente utilizado para
obtener cortes muy finos. Su estabilidad y elasticidad permite realizar cortes de solamente 1
um de espesor cuando utilizamos micrétomo de rotacion para ser examinados en

microscopio de luz.
Para realizar técnicas de inmunohistoquimica debe utilizarse Technovit 8100.

Procedimiento realizado con secciones de tejido renal incluidas en parafina.

1- Se colocan los bloques de parafina en bolsas plasticas. Luego se llevan a estufa de 60°
durante 24 hs (Para derretir la parafina).

2- El tejido pasa directamente a cloroformo durante 1 hora.
3- Alcohol 100° durante la noche.
4- Technovit a/a alcohol 100° durante 24 hs.

Continuar el proceso para la imbibicion en plastico (Technovit 7100). Comenzar
directamente en el punto 4.

ANEXO N° 12
Azul de toluidina
Solucién 1:
Azul de toluidina 2 g.
Borax 1g.

Agua bidestilada 200 ml (mezclar).

Solucién 2:
Pironina G 05g.
Aguas bidestilada 50 ml (mezclar).
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Antes de usar mezclar 1a solucion 1y 2 durante 15 minutos.

Esta solucion puede durar hasta 6 mese.

Procedimiento:

1- Colocar los portaobjetos con los cortes en per6xido de hidrogeno al 10 % (agua
oxigenada) durante 10 minutos.

2- Pasaje por agua bidestilada durante 2 a 5 minutos.
3- Filtrar la solucién de azul de toluidina.
4- Sumergir en azul de toluidina durantel minuto.

5- Colocar en agua bidestilada a temperatura ambiente hasta que el color del plastico
desaparezca (aproximadamente 5 minutos).

6- Secar, puede ser en camara caliente a 60° C 0 a temperatura ambiente.
7- Xilol, limpiar en ese momento.

8- Montar con balsamo.

ANEXON°13
Técnica de Movat para cortes finos embebidos en plisticos

1- Oxidar en solucion de acido peribdico (Merck 524 ®) al 1 %: 2 g en 200 ml agua
destilada, 10 minutos a temperatura ambiente.

2- Enjuagar en agua destilada, 3 veces durante 2 minutos c/u.

3- Impregnar con solucion de plata, en caja de vidrio caliente a 60° C durante 30 a 60
minutos.

Solucién de plata:

a) Hexametilentetramina al 3 %: 4,8 g en 160 ml de agua destilada.

b) Nitrato de plata al 5 %: 1g en 20 ml.
¢)Borax al 2 % : 20 ml.
Total: 200 ml.

4- Enjuagar en agua destilada.
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5- Fijar en solucién de tiosulfato sodico al 3 % (Merck 6509 ®), 6 g en 200 ml de agua
destilada durante 5 minutos.

6- Hidratar en agua de canilla, durante 5 minutos.
7- Hematoxilina durante 5 minutos (Shandon ®).
8- Hidratar 10 minutos.

9- Secar a temperatura ambiente.

10- Colocar en xilol, limpiar el preparado y luego montar con bélsamo.

ANEXO N° 14

Técnicas para microscopia electrénica de transmisién (TEM)
Procesamiento general
1- Obtencion del material (bloques de 0,5 x 1 mm).

2- Fijar en glutaraldehido 3 % (en buffer cacodilato 0,1 M pH 7,4 a 4°C durante 2 horas).
ANEXO N° 15.

1- Mantener en solucion de sucrosa al 5 % en buffer cacodilato 0,1 M. ANEXO N° 15.
2- Tres lavados de 20 minutos en buffer cacodilato 0,1 M. ANEXO N° 15.
3- Post-fijar en tetroxido de osmio al 1 % 2 hs a 4°C. ANEXO N° 16.
4- Tres lavados de 20 minutos en buffer cacodilato 0,1 M.
5- Deshidratar : Acetona 50°-70°-90°-100° (3-4 cambios) 10 minutos c/u.
6- Colocar en 6xido de propileno (3 veces) 10 minutos c/u.
7- Preinclusién : Poly /Bed 812- 6xido de prop. 1:1 2 horas.
Poly/ Bed 812 75 % - 6xido de prop. 25 % 2 horas.
Secar con papel de filtro e incluir en forma definitiva en Poly/Bed 812.
9- Tallado bajo lupa.

10- cortes gruesos en ultramicrétomo Supernova.

11- Coloracion de cortes gruesos 1 um con azul de metileno. ANEXO N° 17.
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12- Seleccion de campos y retallado bajo lupa.
13- Cortes finos (90nm) en ultramicré6tomo y montaje en grilla de 300 mesh.

14- Coloracion (electrodensificacion) de cortes finos en acetato de uranilo durante 15
segundos y luego en citrato de plomo durante 2 minutos. ANEXO N° 17.

1- Observacién y fotografia de especimenes seleccionados en Microscopio JEM 1.200 EXII
(Jeol LTD).

ANEXO N° 15
Buffer cacodilato 0,2 M pH 7,4
Cacodilato de Sodio (con 3 H20) 214¢g.
Agua destilada 300 ml.
Acido clorhidrico IN 6 ml.

Medir pH, ajustar si es necesario y completar hasta 500 ml con agua destilada.

Glutaraldehido al 3 % (en buffer 0,1 M, pH ,4)

Glutaraldehido al 25 % 12 ml.
Agua destilada 38 ml.
Buffer cacodilato 0,2 M pH 7,4 50 ml.

Solucién de sucrosa al 5 % en buffer cacodilato 0,1 M

Sucrosa 5g.
Buffer cacodilato 0,2 M 50 ml.
Agua destilada 1000 ml.
Buffer para lavado
Buffer cacodilato 0,2 M 5ml.

Agua destilada 5 ml.



169

ANEXO N° 16

Solucién madre de tetréxido de osmio al 4 %
Cristales de tetroxido de osmio 1g.
Agua destilada 25 ml

Guardar en frasco color ambar y cierre hermético. Para disolucion total de la mezcla se
requiere, por lo menos, 1 semana. Agitar la mezcla cada 2 dias.

Solucién de trabajo de tetréxido de osmio al 1%

Sol. de tetréxido de osmio al 4 % 2,5ml
Buffer cacodilato 0,2 M S5ml
Agua destilada 2,5 ml.

Resina para inclusion: Poly/bed 812 (Poliscience)

Poly-Bed 812 21 ml.
Dodencenyl Succinic Anhydride (DDSA) 13 ml.
Nadic Methyl Anhydride (NMA) 11 ml.

Volcar en un vaso de precipitacion y mezclar vigorosamente bajo agitacion magnética
durante 5-10 minutos.

Agregar 0,7 ml de DMP-30 (acelerador epoxi) y continuar mezclando durante 10 minutos.

ANEXO N° 17
Coloraciéon de cortes gruesos

Solucién colorante :

Azul de metileno 1g.
Carbonato de potasio 1g
Agua destilada g

Modo de operar :

1- Secar los cortes a 35-40°C.

2- Colocar 1 gota del colorante sobre los cortes y dejar actuar 1 minuto.
3- Lavar con agua destilada.

4- secar y montar con aceite de inmersion, sellando con esmalte de uilas.
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Coloracién de cortes finos (electrodensificacién)

Acetato de uranilo :

1- Disolver a saturacion el uranilo en agua bidestilada.

2- Tomar de la parte media de la solucién 10 ml.

3- Llevar al 50 % con acetona.

4- Colorear durante 15 segundos apoyando la grilla sobre una gota del colorante colocada
en papel parafilm.

5- Lavar con agua destilada, varios lavados.

Citrato de plomo :

Hidroxido de sodio 100 mg. (una perla)
Citrato de plomo 75 mg.
Agua destilada 75 mg.

Guardar en frasco color &mbar y con cierre hermético.
Colocar una gota sobre papel parafilm y apoyar la grilla 2 min.
Colorear bajo atmosfera de hidroxido de sodio.



