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RESUMEN

Este trabajo analiza, mediante densidad dptica (DO), residuos glucidicos en glomérulosy tibulos contor neados proximales,
superficialesy yuxtamedulares, de dos lineas de ratas diabéticas: eSSy eSMT al afio de edad. 10 ratas macho eSS, 12, eSMT y
10, Wistar (controles) fueron estudiadas con distintas lectinas (PNA, RCA, Con-A, DBA, SBA, WGA y UEA-I). Ladensidad
Optica (DO) fue determinada mediante el Programa | mage-pro Plusversion 1.1, estableciéndose rangos para la evaluacion dela
reaccion cromogénica (> 200 = 0 (negativa); entre 150 y 200 = 1-2 (débil o moder ada positividad), y < 150 = 3 (fuerte positividad).
Los principalesresultados diferenciales fueron registrados: (a) en los glomér ulos superficiales: WGA: eSMT (DO=3) versus eSS
y Wistar (DO = 1-2), y UEA-l y Con-A: Wistar (DO= 3) versuslineas diabéticas (DO =1-2); (b) en los glomérulos
yuxtamedulares: WGA: Wistar y eSMT (DO = 3) versus eSS (DO= 1-2), UEA-I: lineas diabéticas (DO= 3) versus Wistar (DO=1-
2),y Con-A: Wistar (DO =3) versuslineasdiabéticas (DO = 1-2), y (c) en las células de los tlbulos proximales yuxtamedulares:
WGA y Con-A: lineas diabéticas (DO=1-2) versus Wistar (DO= 3), y UEA-I|: eSS (DO=3) versuseSMT y Wistar (DO=1-2). Las
diferencias entreratas diabéticasy controles podrian atribuirse a su dismetabolismo, y lasde las lineas diabéticas entre si, a sus
distintos origenes. Asimismo, podrian sefialar alteracionesen lafiltracion y en procesos tubularesintracelulares, coincidiendo
con trabajos previos acer ca de una nefropatia en evolucién a esta edad en eSSy eSMT.

PALABRAS CLAVE:Densidad optica. L ectinas. Glucidos. Rifién. Ratas. Diabetes.

SUMMARY

This paper analyzes glucidic residues through optical density (OD) in superficial and juxtamedullary glomeruli and convoluted
proximal tubules of two one-year-old diabetic lines of rats; eSSand eSMT. 10 eSS, 12 eSMT and 10 Wistar male rats (controls)
wer e studied with different lectins (PNA, RCA, Con-A, DBA, SBA, WGA and UEA-I). The OD was deter mined using the Image-
pro Plus Software 1.1. Ranges wer e established for evaluating the chromogenic reaction (> 200 = 0 (negative); between 150 and
200 = 1-2 (weakly or moder ately positive), and < 150 = 3 (strongly positive). Main differential resultswereregistered. (a) in
superficial glomeruli: WGA: eSMT (OD=3) versus eSS and Wistar (OD = 1-2), and UEA-I and Con-A: Wistar (OD = 3) versus
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diabetic lines (OD =1-2); (b) in juxtamedullary glomeruli: WGA: Wistar and eSMT (OD = 3) versus eSS (OD = 1-2), UEA-I:
diabetic lines (OD = 3) versus Wistar (OD =1-2), and Con-A: Wistar (OD =3) versusdiabetic lines (OD = 1-2), and (c) in
juxtamedullary proximal tubules cells: WGA and Con-A: diabetic lines (OD =1-2) versus Wistar (OD = 3), and UEA-|: eSS (OD
=3) versuseSM T and Wistar (OD =1-2). Differ ences between diabetic lines and controls may be attributed to its dysmetabolism
whilst those between diabetic lines, to itsdistinct origins. Likewise, alterationsin filtration and in intracellular tubular processes
could be put into evidence in congruence with previousreports about a diabetic nephropathy in eSSand eSMT at thisage.

KEY WORDS:Optical Density. L ectins. Car bohydrates. Kidney. Rats. Diabetes

INTRODUCCION

Ladiabetestipo 2 se caracteriza por anomalias metabdlicasy complicaciones a largo plazo, resultantes de tales anomalias en
general y dela hiperglucemia en particular, que afectan esencialmente a 0j 0s, sistema nervioso, pi€l, vasos sanguineosy rifiones.
En estos Ultimos, suele provocar un conjunto de lesiones reunidas bajo la denominacion de nefropatia diabética y queincluye
primordialmente a la glomerulopatia, la hialinizacién de las arteriolas aferente y efer ente, lesiones tubulares asi como
susceptibilidad al desarrollo de pielonefritisy de necrosis papilar?.

Ladiabetes es causarelevante de insuficiencia renal crénica, cuya expresion primera suele ser la proteinuria persistente. Si bien
en lasfasesiniciales dela afeccion renal el control metabdlico es un condicionante de la evolucién de la enfermedad, su
trascendencia es menor en |os estadios méas avanzados?-7.

Para el estudio de la diabetesy sus complicaciones, la OM S postula e uso de modelos animales. En tal sentido, la Facultad de
Ciencias M édicas dispone en la Céatedra de Biologia de dos lineas de ratas diabéticas tipo 2; una, espontanea (eSS) y otra,
sintética (eSMT). Lalinea eSS, no obesa, revela un sindrome diabético temprano, mas sever o en machos, car acterizado por
intolerancia a la glucosa, hiperglucemiay glucosuria asi como por cambios morfoldgicos diacr 6nicos compatibles con nefropatia
diabética. A su vez, lalinea eSMT, obtenida mediante & cruce deratas eSS con ratas 3 - genéticamente obesas y diabéticastipo 2
tardias - presentan al afio de edad un sindrome diabético mas severo que €l de su linea parenteral eSS, de mayor gravedad en
machos, y desarrollan, como €SS, una nefropatia diabética con el paso de la edad89.

L a nefropatia diabética, con sus alter aciones concomitantes en los mecanismos de glucosilacion, puede ser indagada de variadas
maner as. Una de ellas, denominada lectinhistoquimica, se basa en el empleo de lectinas, grupo heter ogéneo de proteinas o de
hidratos de carbono unidos a proteinas, de origen no inmuney con capacidad para localizar, reconocer y unir se especifica,
sensibley reversiblemente a car bohidratos simplesy a glucoconjugados, en tejidos normalesy patol 6gicosto-11,

Para brindar mayor objetividad, validez y fiabilidad a los datos histoquimicos resultantes del uso de lectinasserecurrié al
analisis de la densidad dptica (DO)2, procedimiento analitico de iméagenes que provee informacion acer ca de la cantidad de
lectinas fijadas a componentes glucidos, mediante laintensidad de luz transmitida que logra atravesarlos; vale decir, la lectina se
fija especificamente a un grupo glicido y la DO mide la cantidad de ella adherida al mismo.

En tal contexto, € presentetrabajo estudia, mediantela DO, radicales glucidicos localizados en deter minados segmentos del
nefron de dos lineas autéctonas de ratas diabéticas eSS (espontanea) y eSM T (sintética) al afio de edad e intenta aportar
conductas précticas derivadas de dicho estudio.

MATERIAL Y METODO

22 ratas diabéticas macho (10, eSSy 12, eSMT) y 10 ratas macho Wistar, empleadas como controles, fueron sacrificadas al afio
de edad con sobredosis de éter bajo campana devidrio, previa pesada de las mismasy respetando las nor mas éticas querigen
para esta clase experiencias. Se accedi6 a la celda renal mediante una incision mediana longitudinal del abdomen y apartamiento
delosintestinos. Trasdisecar lagrasa perirrenal, losrifiones fueron pesados, seccionadosy fijados en liquido de Bouin (45
minutos) y Formol al 10% en PBS (Buffer salino de Fosfato 0,01 M) (3 horas). Dichos ér ganos se procesaron con la técnica
habitual deinclusion en par afina, realizandose cortes de 6 um de espesor, para su posterior desparafinacién y rehidratacién. La
peroxidasa endégena se inactivé con una solucion de H202 (100V) al 3% en metanol. L uego, los especimenes fueron lavados con
PBS, secadosy tratados con una solucién de Albimina Sérica Bovina. Seguidamente, fueron expuestos a las siguientes lectinas:
Arachis hypogaea (PNA), Ricinus communis (RCA), Canavalis ensiformis (Concanavalina A/ Con-A), Dolichos biflorus (DBA),
Glycine max (SBA), Triticum vulgaris (WGA) y Urex europeus (UEA-I) eincubados a 4° C durante toda la noche. Al dia
siguiente, selavaron con PBS, se cubrieron con el complejo CAB (Complejo Avidina-Biotina), fuer on nuevamente lavados con
PBS, sometidos a la DAB (Diaminobencidina), lavados con agua destilada y coloreados con hematoxilina a modo de contraste.
Finalmente, fueron deshidratados, montadosy colocados en un microscopio optico de investigacion Zeiss dotado de una
videocamar a digital color modelo Sony Exwavehad.
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Lasfotos digitales obtenidas en color real fueron seleccionadasy transfor madas en una imagen en escala de grises para, luego,
determinar las densidades pticas en cor pusculosy tubulos contor neados proximales (TCP), superficialesy yuxtamedular es,
mediante el Programa Image-pro Plusversién 1.1 (Media Cyber netics)13-16,

Para establecer la escala méas abajo detallada se midieron las estructurasrenales citadas a 400 aumentos arazon de 8
contajes/estructur a/animal El programa provey6 automaticamente € promedio + desvio estandar defijacion delectina para
cada contaje, procediéndose finalmente a establecer € promedio final defijacién lectinica en latotalidad de contajes efectuados
en cada estructura de cada linea deratas. El cero se seleccion6 a partir de una zona no reactiva a laslectinasy su valor maximo,
cercano a 250, se obtuvo de la zona de mayor reactividad lectinica (figura 1).
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L a evaluacion microscopica, visual y cualitativa, fue (++)

20

1

Partiendo de los promedios obtenidos, la DO delas lectinas se gradud seglin la escala semicuantitativa que sigue: DO =200 =
negativa - 0 -, DO entre 150 y 200 = débil a moder adamente positiva- 1 a 2- y DO = 150 = fuertemente positiva - 3 -.

RESULTADOS

El epitelio parietal dela capsula de Bowman en los cor pusculos superficialesy yuxtamedularesresulté reactivo a todas las
lectinas en todas lasratas salvo para UEA-1: Wistar (DO=1-2) ver sus ambas lineas de r atas diabéticas (DO=0).

L osglomérulos superficialesy yuxtamedulares fueron DO = 1-2 paralaslectinas en la totalidad de las lineas murinas analizadas
con excepcion de las que se enumeran:

1. Glomérulos superficiales: WGA: rataseSMT (DO=3) versusrataseSSy Wistar (DO = 1-2), y UEA-I y Con-A: ratas Wistar
(DO= 3) versus ambas lineas diabéticas (DO =1-2)

2. Glomérulos yuxtamedulares: WGA: ratasWistar y eSMT (DO = 3) versusratas eSS (DO= 1-2), UEA-I: ambas|ineas
diabéticas (DO= 3) versusratas Wistar (DO=1-2), y Con-A: ratas Wistar (DO =3) versus ambas lineas diabéticas (DO = 1-2)

A su vez, lascélulasdelos
1. TCP superficiales: evidenciaron DO= 1-2 en todas lasratas estudiadas para cualquier lectina de las empleadas

2. TCP yuxtamedulares: tuvieron DO=1-2 en lasratas analizadas par a las lectinas utilizadas salvo en WGA y Con-A: ambas
lineas diabéticas (DO=1-2) versusratas Wistar (DO=3),y en UEA-I: ratas eSS (DO=3) versusrataseSMT y Wistar (DO=1-2).

Losribetesen cepillo delos TCP superficialesy yuxtamedulares mostraron DO = 3 en todaslasratasy paratodaslaslectinas.
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Ejemplo lectinhistoquimico cualitativo cuya densidad éptica fueigual a 3.
Se observan dos cor pusculos yuxtamedular es vecinos e hiperreactivos a la lectina WGA en e centro del campo micr oscopico.
Rata Wistar (control). 400 aumentos.

.. L ! i N : ' i -
Ejemplo lectinhistoquimico cualitativo cuya densidad optica fueigual a 1-2.
Se observa un cor pusculo yuxtamedular débilmentereactivo alalectina WGA en e centro del campo microscépico.
Rata diabética eSS. 400 aumentos.
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Ejemplo lectinhistoquimico cualitativo cuya densidad éptica fueigual a 0.
Se observan dos cor pusculos yuxtamedular es vecinosy no reactivos a la lectina UEA-I en el centro del campo micr oscopico.
Rata diabéticaeSM T diabética. 400 aumentos.

DISCUSION

L osresultados fueron inter pretados de acuerdo con los grupos glucidicos con los que reacciona cada lectina empleada. En ese
sentido, corresponde sefialar que PNA y RCA se unen primordialmente con N-acetil-alfa-D-galactosamina, RCA, ademas,
presenta afinidad por oligosacaridos con &cido N-acetilneuraminico 6 Neu5Ac en posicion alfa 2-6, Con-A reacciona
fundamentalmente con alfa-D-manosay alfa- D- glucosa, DBA marcaresiduos de alfa -N- acetil D-galactosamina, SBA lo hace
con N-acetil glucosaminay N-acetilgalactosamina, WGA con alfa- N-acetil- D-glucosaminay €l acido N-acetilneuraminico, y
UEA - I, con alfa- L-fucosay D-Galactosal.

Lasdiferencias detectadas entre ambas lineas diabéticas y lasratas controles pueden atribuirse a su dismetabolismo mientras
quelas observadas entre ambas lineas diabéticas entre si podrian deber se a su origen, sefialado en la I ntroduccion.

La presencia diferencial de determinadas lectinas en los glomérulos superficialesy profundos podria estar sefialando su posible
participacion en la barrera hemo-renal durante el proceso defiltracion. De modo similar, losresultados en las células de los TCP
primordialmente yuxtamedular es par ecerian mas r elacionados con procesos intracelular es que en las zonas reabsor tivas de sus
ribetes en cepillo con DO = 3 en todaslaslineasderatasy paralatotalidad delectinas analizadas.

Nuestros resultados coinciden parcialmente con los obtenidos por otros autor es que detectaron alteraciones en residuos
glucidicos de estructur as semejantes. Sin embar go, cabe destacar que estos estudios no emplear on densidad épticay fueron
realizados en otraslineas murinas diabéticas, diabetizadas con estreptozotocinay, también, en pacientes?5: 8-10, 18,

Resumiendo, los datos sefialarian modificaciones en residuos glucidicos de cor plsculos y tubulos contor neados proximales en
estos dos modelos murinos autéctonos de diabetes tipo 2, ampliando con €llo trabajos publicados previos en los que, valiéndonos
de otrastécnicas, fue demostrada a esta edad una nefropatia diabética en per ceptible evolucion19-21,

Si bien estosresultados en ratas no son directamente extrapolables al ser humano, podrian resultar de utilidad indicativay
comparativa en clinica nefrolégica.
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Ladiabetesmellitusy lainsuficienciarenal cronica asociada a la nefropatia diabética, constituyen actualmente una " epidemia
mundial" lgostodavia de alcanzar su maxima prevalencia. Son muchos los esfuer zos de la comunidad cientifica inter nacional
paramejorar el conocimiento delafisiopatologia dela diabetesy concr etamente en la nefropatia diabética para per mitir asi una
estrategia terapeutica mas acertada.

La utilizacion de lectinas, para muchos poco conocidas per o ampliamente utilizadas en investigacién, puede ayudar a
caracterizar las alteraciones asociadas a la diabetes, con gran potencial en e estudio de la enfermedad renal.

El trabajo presentado por Frontini et al, basado en la caracterizacion renal delosresiduos glucidicos por lecitinhistoquimica en
ratas diabéticas utilizando la densidad Optica para el andlisis, supone un paso mas en este desafio.

Comentario del revisor Marta Herreros Villanueva PhD. Fundacién Burgos por la Investigacion dela Salud. Unidad de
Investigacién del Hospital General Yagiie. Burgos. Espafia

Setrata de un trabajo de investigacion interesante tanto por la técnica novedosa de deteccidn que emplea como por los datos
aportados en ratas diabéticas.

Con la técnica de lectinhistoquimica analizando la densidad Optica, es posible conocer la distribucion delosresiduos glucidicos
gue confor man oligoconjugados. Esto es posible debido a la especificidad de las lectinas empleadas para €l andlisis. Esta técnica
podria ser empleada para estudiar la evolucién de la patologia nefr 6tica en diabetes asi como para clasificar otros sindromes
nefr 6ticos o incluso patologias metabdlicas de grupos glucidicos.
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