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Barrera idnica de la membrana basal
glomerular durante la diabetes por
estreptozotocina
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RESUMEN

La membrana basal glomerular supone un filtro selectivo que impide que, en
condiciones normales, se pierdan proteinas del plasma a la orina. Uno de los
factores condicionantes de esta barrera, quiza al que mds importancia se ha dado
en los dltimos anos, es la carga eléctrica que, en virtud de sus componentes, po-

'see la membrana basal capilar del glomérulo, La mencionada carga provocaria

por repulsién electrostitica la exclusion de proteinas en el ultrafiltrado glomerular.
En el presente trabajo, realizado con ratas albinas Wistar, hemos inyectado estrep-
tozotocina, un antibiético con propiedades diabetogénicas que, ademds, provoca
un aumento de la excrecion urinaria de albdmina, con objeto de estudiar si se
produce pérdida de las cargas iénicas de la membrana basal glomerular, las cuales
serian las responsables de la alteracion del funcionamiento correcto del filtro,

Para efectuar nuestros propésitos hemos utilizado un trazador aniénico, dcido
tanico, y dos trazadores catidnicos, rojo de rutenio y ferritina cationizada. Los
animales fueron sacrificados a los siete y quince dias de la inyeccion del téxico,
recogiendo la orina semanalmente. El anélisis bioquimico de la misma revela que,
efectivamente, se ha producido una alteracién funcional en la barrera de filtracién;
sin embargo, los depdsitos de los trazadores sobre la membrana basal glomerular
permanecen de forma constante sin disminucién apreciable a lo largo de la prue-
ba. Estos resultados demuestran que no se producen alteraciones significativas en
la barrera iénica de la membrana basal glomerular durante el curso de I3 diabetes
inducida por estreptozotocina.
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IONIC BARRIER OF THE GLOMERULAR BASEMENT MEMBRANE DURING
STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETES

SUMMARY
Under normal conditions the glomerular basement membrane acts as a filter

preventing the exit of the macromolecules, mainly protéins with an Einstein-Stokes
radius of more than 35A into the urine; however this basement membrane also has
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a network with electrostatic charges distributed at regular intervals which allows,
neutral or positively charged macromolecules, to pass through the glomerular filter
with no difficulty. By contrast, negatively charged macromolecules of the same
size, are prevented from doing so and hence do not enter the urinary space. It is
currently thought that anionic sites present in the basement membrane, responsible
for this phenomenon must be made of a proteoglycan, heparan sulphate, since its
elimination by enzymatic digestion facilitates the passage of macromolecules
through the membrane.

An increased urinary albumin excretion occurs early in the course of the strep-
tozotocin-diabetes in rats. The purpose of this study was to find out if this happens
through a loss of ionic charge in the glomerular basement membrane. We injected
streptozotocin, an antibiotic possessing anti-tumor, oncogenic and diabetogenic
properties into Wistar albino rats. Urine was collected weekly for the detection of
proteinuria. The rats were given one anionic tracer, tannic acid, and two cationic
tracers, ruthenium red and cationized ferritin. Ultrastructural studies showed that
deposits of the tracers-on the basement membrane remained constant with no ap-
preciable losses through-out the experimental period. These results show that no
significant alterations take place in the ionic charge of the filter during the course

of streptozotocin-induced diabetes.

Key words: Glomerular basement membrane. Diabetes. Streptozotocin.

Introduccién

En condiciones normales, la membrana basal glo-
merular (MBG) actia como un filtro, el cual detiene
la salida de macromoléculas, principalmente protei-
nas, que posean un radio de Einstein-Stokes mayor
de 35 A . Pero ademés esta membrana basal consti-
tuye un entramado de cargas electrostdticas que per-
miten que, para un mismo tamano, las macromolé-
culas neutras o cargadas positivamente pasen sin difi-
cultad el filtro glomerular y, sin embargo, las macro-
moléculas negativas sean detenidas, impidiendo su
paso al espacio urinario % 3. Hoy dia se cree que los
lugares aniénicos presentes en la MBG *, responsa-
bles del mencionado fenémeno, estarian formados
por el proteoglicano heparan sulfato (HS)> ©, va
que su destruccion mediante digestion enzimatica
permite una mayor permeabilidad a macromoléculas
por parte de la MBG 7 8.

En estudios realizados con diferentes modelos ex-
perimentales se ha sugerido que el aumento de la
permeabilidad de la MBG seria debido a una pérdida
de las cargas negativas de dicha membrana por una
disminucién en la sintesis de HS o un aumento de su
degradacion *'2. Por el contrario, otros investigado-
res no encuentran que exista pérdida de tales lugares
aniénicosen los mismos modelos experimentales
" Esta aparente contradiccion de resultados es lo que
nos ha llevado a incidir en el estudio de la barrera
iénica de la MBG durante el curso de la diabetes qui-
mica provocada por estreptozotocina, para lo cual
hemos utilizado un marcador aniénico, acido tanico,
y dos marcadores catiénicos, rojo de rutenio y ferriti-
na cationizada.
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La estreptozotocina es un antibiético de amplio es-
pectro con propiedades antitumorales, oncogénicas y
diabetogénicas '®'®. Esta dltima accion estd mediada
por una destruccién selectiva de las células beta del
pancreas '% 29, por lo que este antibidtico se ha utili-
zado para inducir diabetes mellitus en animales ex-
perimentales. Al mismo tiempo se ha observado que
en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina
se produce, ya desde estadios iniciales, un aumento
de la excrecién urinaria de albimina ?'. Este hecho,
unido a que, segln estd descrito, practicamente no
se observan alteraciones en la estructura de la barrera .
glomerular, es lo que nos ha llevado a elegir el mo-
delo experimental mencionado.

Material y métodos

Se han utilizado 20 ratas albinas Wistar, machos y
hembras indistintamente, con un peso entre 150 y
175 g. Catorce animales recibieron una inyeccion in-
traperitoneal tnica de estreptozotocina (SIGMA Che-
mical Company) a una dosis de 6,5 mg/100 g de
peso corporal disueltos en una solucién de cloruro
sodico isoténico al 0,9 %. Los restantes animales se
utilizaron como controles y fueron inyectados con el
suero salino solamente. Todas las ratas fueron aloja-
das en jaulas metabélicas individuales, recogiendo la
orina semanalmente, la cual fue analizada en un
aparato Clino-Tek AMES por medio de tiras reactivas.

Los animales fueron sacrificados a los siete y quin-
ce dias de la inyecciéon de la estreptozotocina (siete .
cada vez, de los cuales se utilizaron dos para cada
una de las técnicas con los marcadores y uno para



realizar la técnica habitualmente empleada en mi-
croscopia electrénica). Los controles se sacrificaron
en los mismos periodos (tres cada vez). Todos fueron
anestesiados previamente con hidrato de cloral al
30%, a una dosis de 0,1 ml/100 g. de peso corporal.

Técnica del 4cido tidnico

Tras extirpar los rifiones se tallaron microblogues
de 1 mm’ de corteza renal, que se fijaron en una
solucién compuesta por acido tanico (Merck) al 8%
en buffer cacodilato 0,2 M, pH 7,4 y glutaraldehido
al 2,5% en el mismo buffer a temperatura ambiente
durante noventa minutos; transcurrido este tiempo,
los bloques se lavaron con buffer y se postfijaron en
tetroxido de osmio al 1% durante una hora a 4° C;
posteriormente se deshidrataron en series crecientes
de acetona y se incluyeron en resina durcupan.

Técnica del rojo de rutenio

Los animales se perfundieron por via cardiaca a
través del ventriculo izquierdo, primero con suero fi-
siolégico heparinizado durante un minuto, para efec-
tuar el lavado sanguineo total, seguido inmediata-
mente por una solucién compuesta por glutaraldehi-
do al 3,6% en buffer cacodilato 0,2 M, pH 7,4 y rojo
de rutenio (Sigma Chemical Company) purificado se-
gun la descripcion de Luft %% durante sesenta minu-
tos. A continuacién se extirparon los rinones y se ta-
lfaron microbloques que se lavaron en buffer cacodi-
lato (tres pases de diez minutos), tras lo cual los teji-
dos se postfijaron durante tres horas a temperatura
ambiente en una mezcla de rojo de rutenio al 1% y
tetréxido de osmio al 1%. Se deshidrataron e in-
cluyeron segin describimos mas arriba.

. Técnica de la ferritina cationizada

Las ratas utilizadas para esta técnica fueron inyec-
tadas intravenosamente con una dosis de 0,5 ml/100 g
de peso corporal de ferritina cationizada (ferritina
de bazo de caballo copulada con N,N-dimetil-1-3-
propanodiamina en suero fisioldgico 0,15 M a una
concentracion de 10 mg/ml Sigma Chemical Com-
pany). Transcurridos quince minutos desde la inyec-
.Ci6n se extirparon los rinones y, tras tallar pequefos
bloques de corteza renal, éstos se fijaron en glutaral-
dehido al 2,5% en buffer cacodilato 0,2 M, pH 7,4
durante noventa minutos, lavando a continuacion las
piezas en buffer y postfijandolas en tetroxido de os-
mio al 1% durante una hora, deshidratando e in-
cluyendo en resina finalmente.

De todos los bloques preparados se efectuaron cor-
tes ultrafinos con cuchillas de cristal en un ultrami-
crotomo LKB Ultratome lil; dichos cortes fueron
examinados en un microscopio electrénico Philips
EM 201 con un potencial de aceleracién de 40 Kv.

Barrera i6nica de la membrana basal glomerural
durante la diabetes por estreptozotocina

Solamente se constrastaron con plomo y uranilo las

.rejillas preparadas a partir de las piezas procesadas

con &cido tanico.

Resultados

Los animales inyectados con estreptozotocina no
presentaron proteinas ni glucosa en orina en el mo-
mento de la inyeccién del téxico. A los siete dias se
detect6 en todos ellos una proteinuria moderada, con
cifras que oscilaban alrededor de los 30 mg/dl, y al
mismo tiempo una glucosuria entre los 10 y los 16
g/l. A los quince dias se mantiene la proteinuria, lle-
gando en algunos casos hasta 100 mg/dl, incremen-
tdndose la glucosuria en todos los animales.

La glucemia, normal al inicio de las pruebas, se
increment6 hasta detectar niveles de glucosa en san-
gre superiores a los 150 mg/ml a los siete dias y su-
periores a 300 mg/ml a los quince dfas.

Los animales control no presentaron ni proteinuria,
ni glucosuria, ni niveles de glucemia altos en ningin
momento a lo largo de la prueba.

Cuando se observan con el microscopio electroni-
co los glomérulos de los animales inyectados con el
toxico no se evidencian cambios ultraestructurales,
permaneciendo intactos los podocitos, MBG y endo-
telio capilar a lo largo de la prueba.

En los cortes de las piezas tratadas con &cido tani-
co se observa que el trazador ha reaccionado de for-
ma intensa con la MBG, sobre todo con la lamina.
densa (LD), poniendo en evidencia la estructura trila-
minar de esta membrana. Llaman la atencién las for-
maciones filamentosas densas que aparecen en las
laminas claras, de forma mas evidente en la ldmina
clara externa (LCE). Dichas formaciones estin dis-
puestas perpendicularmente a la LD, cuando se ob-
servan cortes transversales, y adoptan una disposi-
cién periédica, dejando espacios claros entre ellas.
Las mencionadas estructuras no aparecen a nivel de
las ranuras interpedicelares (fig. 1). A lo largo de la
prueba se registré esta misma disposicién del marca-
dor sin variaciones apreciables (fig. 2).

El rojo de rutenio se ha depositado en la MBG
en forma de particulas densas de aproximadamente
20 nm, espaciadas a intervalos de 55-65 nm y que es-
tan localizadas en las laminas claras, pero de forma
mas regular sobre la LCE (fig. 3). Esta disposicién del
trazador se mantiene inalterable a los quince dias
(fig. 4) y es la misma que se puede observar en ani-
males control.

La ferritina cationizada, a los siete dias de la inyec-
cion del toxico, se ha depositado en la MBG en for-
ma de particulas densas redondeadas de aproximada-
mente 6 nm, dispuestas en acimulos sobre la lami-
na clara interna (LCl), siendo escasas las que se ob-
servan en la LCE y LD (fig. 5). A los quince dias si-
guen apareciendo de forma casi exclusiva en la LCI,
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Fig. 2.—Seccién transversal de la MBG de una rata sacrificada a

los quince dias. Técnica del dcido tinico. Cabeza de flecha: dia-

fragma de la hendidura interpedicelar; CAP: luz del capilar; EU:
espacio urinario. (126.000 X.)

Fig. 1.—Seccién transversal de la MBG de una rata sacrificada a
los siete dias. Técnica del dcido tanico. CAP: luz del capilar; EU:
espacio urinario. (142.000 X.)

sin atravesar la barrera glomerular, ya que no se han
observado particulas en el espacio urinario (fig. 6).
Esta misma d|sp05|C|on del trazador es la que se ob-
serva en cortes de animales control.

Discusion

La restriccién del paso de macromoléculas por el
filtro glomerular se debe a un sistema complejo de
factores, unos inherentes a la propia barrera, como
son eI obstéculo mecénico y las cargas electrosta-
ticas " 23, y otros dependientes de las propias ma-
cromoleculas enddgenas, tales como el tamafnio y con-
figuracion moleculares o su carga eléctrica 24-2°.
Hay que tener en cuenta, ademas, la influencia he—
modindmica del flujo y la presién plasmatica, que
actGan como una fuerza qgue acelera o restringe la
filtracion glomerular 24

En los altimos anos se ha prestado una especial
atencidn al componente electrostatico de la MBG, ya
que se ha descrito que un defecto en sus cargas pue-
de:conducir -a-la ‘proteinuria observada en d|stmtos
procesos patolégicos renales 'O ' 27

No se ha hecho mucho hmcapié en las cargas po-
sitivas de la MBG, ya que parecen tener menor im-
portancia en la restriccion: a-proteinas. En el presente
trabajo hemos estudiado la situacién de estos lugares
catiénicos con acido tanico, ya que este compuesto
se comporta como un anién a pH neutro *% ?°, Los
resultados obtenidos indican que es la LD la que po-
seeria mayor ndmero de cargas positivas, repartidas
por toda ella de forma homogénea, estando estas car-
gas distribuidas periédicamente de forma filamentosa
en las [aminas claras, con mds intensidad en la LCE.
Tras provocar una diabetes quimica con estreptozo-
tocina y estudiar lo que ocurre en el rifén a lo largo
del curso del proceso, hemos observado que los
mencionados lugares catiénicos no sufren alteracién
en ningin momento, por lo que, en efecto, parece
que estas cargas no estarian involucradas en la res-
triccién proteica por parte de la MBG, a pesar de
existir proteinuria, como demuestra el analisis bio-
quimico de la orina de los animales utilizados en el
experimento.

Por otra parte, parece que los lugares aniénicos
tendrian un mayor protagonismo en la restriccién
proteica, y se ha sugerido que existiria una pérdida
de los mismos en modelos experimentales como |a

1 .
Fig. 3.—Seccién sagital de la MBG de una rata sacrificada a los
siete dias. Técnica del rojo de rutenio. CAP: luz del capilar; FU:
espacio urinario. Flechas: lugares aniénicos marcados con el tra-
Zzador. (84.000 X.)



Fig. 5.—Seccion transversal de la MBG de una rata sacrificada a

los siete dias. Técnica de la ferritina cationizada. "CAP: luz del

capilar; EU: espacio urinario. Flecha: actimulo de particulas de
ferritina cationizada en la LCl. (142.000 X.}

-CAP

Barrera i6nica de 1a membrana basal glomerural
durante la diabetes por estreptozoticina

Fig. 4.—Seccion sagital de la MBG de una rata sacrificada a los
quince dias. Técnica del rojo de rutenio. CAP: luz del capilar; EU:
espacio urinario. Flechas: lugares aniénicos. (126.000 X.)

nefrosis por aminonucledsido de puromicina ?-'?;

sin embargo, los datos obtenidos en el presente tra-
bajo indican que en los animales diabéticos, a pesar
de existir una alteracién funcional renal, persisten las
mencionadas cargas negativas, puestas en evidencia
con los trazadores rojo de rutenio y ferritina cationi-
zada; todo lo cual indica que los lugares anidnicos
no serian los responsables del mantenimiento de la
barrera a macromoléculas. Sin embargo, su destruc-
cién con heparitinasa, ya que se han identificado
con radicales del proteoglicano heparan sulfato, pro-
duce un aumento de la permeabilidad a proteinas en
la MBG 7 8. Este contrasentido podria aclararse si se
tienen en cuenta que los mecanismos de filtracion
glomerular son multifactoriales y deben ser conside-
rados en conjunto y no individualmente. En este sen-
tido se explicaria la diferente disposicion que adop-
tan el rojo de rutenio y la ferritina cationizada en los
resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que
uno (rojo de rutenio) lo hace preferentemente en la
LCE vy otro {ferritina cationizada) en la LCI. Al ser de
mayor tamano la molécula de ferritina, quedaria rete-
nida, en su mayor parte, en un primer filtro mecani-
co existente en‘la LD, que no dejaria que las molécu-
las de ferritina cationizada llegasen mas alla de la
LCl. La existencia de este filtro ha sido sugerida.
anteriormente 2.

Probablemente la proteinuria observada en la dia-
betes quimica por estreptozotocina se deba a cam-
bios conformacionales de la estructura molecular de
la MBG que no afectan a la distribucion de sus car-
gas eléctricas.
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