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RESUMEN

Introduccion: Los estudios histopatolégicos en modelos experimentales de diabetes
generalmente se realizan mediante métodos  semicuantitativos o
histomorfométricos por separado, lo que no permite una interpretacion integral de
los resultados.

Objetivo: Disefiar una herramienta metodolégica basada en la aplicaciéon conjunta
de métodos semicuantitativos e histomorfométricos para la evaluacion
histopatoldgica de los cambios en el pancreas y los rinones de ratas diabéticas.
Métodos: Se emplearon dos grupos de ratas Sprague-Dawley machos: control sano
y diabético (aloxano 120 mg/kg). Después de 15 dias, se extrajeron y procesaron el
pancreas y los rinones de todos los animales para el estudio histopatoldgico. El
método semicuantitativo se aplico en secciones tefildas con Hematoxilina y Eosina
(HE), mientras que para el método histomorfométrico se utilizé la tincion especial
Aldehido Fuschina de Gomori (AFG) en pancreas y la tincion HE en rifidn.
Resultados: La aplicacién de métodos semicuantitativos evidencié un aumento
significativo de los grados de insulitis (pancreas) y de dafio glomerular e intersticial
(rindn) en los animales diabéticos. Mediante los métodos histomorfométricos se
demostré la disminucién significativa del area de los islotes de Langerhans y de la
densidad de células B (identificadas mediante la tincion especial AFG) en el
pancreas y del diametro y area glomerulares en el rindn, del grupo diabético.
Conclusiones: La aplicacion conjunta de métodos semicuantitativos e
histomorfométricos permitié caracterizar de manera integral los cambios
histopatoldgicos en pancreas y rinones de ratas diabéticas, lo que garantiza, en
nuestras condiciones experimentales, el empleo de esta herramienta metodoldgica
en otros modelos similares.

Palabras clave: Diabetes; métodos semicuantitativos; métodos histomorfométricos;

pancreas; rinones; ratas.
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ABSTRACT

Introduction: Histopathological studies in experimental models of diabetes are
usually performed using separate semiquantitative or histomorphometric methods,
which preclude an integrated interpretation of the results.

Objective: To design a methodological tool based on the combined application of
semiquantitative and histomorphometric methods for the histopathological
evaluation of changes in the pancreas and kidneys of diabetic rats.

Methods: Two groups of male Sprague-Dawley rats were used: a healthy control and
a diabetic group (alloxan 120 mg/kg). After 15 days, the pancreas and kidneys from
all animals were removed and processed for histopathological examination. The
semiquantitative method was applied to sections stained with Hematoxylin and
Eosin (HE), while the histomorphometric method used the special Gomori's Aldehyde
Fuchsin (AFG) stain in the pancreas and the HE stain in the kidney.

Results: The application of semiquantitative methods showed a significant increase
in the grade of insulitis (pancreas) and glomerular and interstitial damage (kidney)
in diabetic animals. By means of histomorphometric methods, a significant decrease
in the area of islets of Langerhans and the density of R cells (identified by the special
stain AFG) in the pancreas, and the glomerular diameter and area in the kidney, was
demonstrated in the diabetic group.

Conclusions: The combined application of semiquantitative and histomorphometric
methods allowed for the integrally characterization of the histopathological changes
in the pancreas and kidneys of diabetic rats, which guarantees the use of this
methodological tool in other similar models under our experimental conditions.
Keywords: Diabetes; semiquantitative methods; histomorphometric methods;

pancreas; kidneys; rats.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica crénica de alta incidencia
a nivel mundial, con una prevalencia del 10,5 % en la poblacion adulta, y en Cuba es
una de las principales causas de muerte. Entre las complicaciones mas frecuentes
de la DM se encuentra la nefropatia diabética. ("2

La fisiopatologia de la DM y sus complicaciones no esta completamente dilucidada,
por lo que realizar estudios preclinicos que incluyan la evaluacién histopatoldgica
del pancreas y de otros érganos afectados constituye una herramienta util para
comprenderla. Por otra parte, estos estudios permiten evaluar nuevas estrategias
terapéuticas eficaces y sequras. ©® La factibilidad de estos modelos experimentales
se basa en la similitud fisiolégica e histolégica entre el pancreas y los rifones de
roedores y humanos. “5 No obstante, una limitaciéon de estos estudios es que el
analisis histopatoldgico semicuantitativo o histomorfométrico se realiza de manera
independiente. 8 En este sentido, para lograr un analisis mas preciso y robusto,
resulta necesario aplicar metodologias que integren ambos enfoques.

Teniendo en cuenta los antecedentes planteados, este trabajo tiene como objetivo
disenar una herramienta metodoldégica basada en la aplicacién conjunta de métodos
semicuantitativos e histomorfométricos para la evaluacion histopatoldgica de los

cambios en el pancreas y los rinones de ratas diabéticas.

Métodos

{ﬂﬂlm Esta obra esté bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/



https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/

7 ?SR:I\:MCEsMEcs Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2026;45:e3904

Diseno experimental

El trabajo se desarroll6 con dos grupos experimentales de 8 ratas cada uno
(Sprague-Dawley machos): un grupo diabético y un grupo sano. En el primero, la
diabetes se indujo mediante la administraciéon intraperitoneal de aloxano (120
mg/kqg), disuelto en cloruro de sodio al 0,9 %, mientras que el grupo control sano solo
recibio dicho vehiculo por la misma via. Transcurridas 72 h, a todos los animales se
les extrajo sangre por el plexo retroorbitario y se cuantificé la concentracion de
glucosa. Los animales del grupo diabético cuyos valores de glucosa se encontraban
dentro del rango del grupo control sano se excluyeron del estudio.
Los animales de ambos grupos se mantuvieron en sus jaulas bajo la observacion del
médico veterinario durante 15 dias. Al término de este tiempo, se anestesiaron
mediante la administracion intraperitoneal de tiopental sédico (30 mg/kg de peso),
y se procedié a la extraccion de las muestras de pancreas y rifiones para el estudio
histopatoldgico.

Procesamiento histolagico
Para la evaluacidn histopatoldgica, el pancreas se procesé de forma integra y los
rinones en secciones sagitales a través del hilio. Las muestras se fijaron en
formaldehido neutro al 4 %, se deshidrataron en etanol a concentraciones
ascendentes (70-100 %), se aclararon en xileno y se incluyeron en parafina.
Seguidamente, se realizaron cortes de 3 pm de grosor en un micrétomo de rotacion
Sakura y se tifieron con hematoxilina y eosina (HE). Ademas, se preparé una lamina
de pancreas por animal con la tincién especial de aldehido fuchsino de Gomori (AFG)
para identificar las células B en los islotes de Langerhans (IL). ©
Las observaciones se realizaron con un microscopio éptico Zeiss Primo Star. Las
micrografias para los andlisis histomorfométricos se obtuvieron a una

magnificacion de 64x utilizando una camara Canon 1000 D acoplada al microscopio.
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Para las mediciones se utilizé el programa de morfometria computarizada Image J

versién 1.39U.(10)

Estudio histopatolégico del pancreas
Método semicuantitativo
El puntaje de insulitis se determiné en las secciones de pancreas tefidas con HE, al
analizar la sumatoria del puntaje morfolégico (0 para IL de forma redondeada y 1
para IL alargados o amorfos) y el puntaje de infiltracion inflamatoria [escala de 0-3,
en donde 0- sin infiltracién, 1- infiltracién periinsular, 2- infiltracion intrainsular leve
(de 1-5 leucocitos por IL), 3- infiltracion intrainsular severa (mas de 5 leucocitos por
IL)] en diez IL por animal. M
Método histomorfométrico

El area total de los IL y la densidad de células B se cuantificaron en secciones de
pancreas tenidas con AFG a partir de micrografias de 10 IL.
e Areade los islotes de Langerhans
Se midi6 el area total bordeando el contorno de los IL, mediante el uso de la
herramienta poligono del programa de morfometria utilizado.
e Densidad de células
Se contaron las células B (tefidas de violeta intenso) y se dividié el numero de

células entre el area del IL.

Estudio histopatologico de los rinones
Método semicuantitativo
En secciones de rindn tenidas con HE, se determinaron los puntajes de dano a nivel
glomerular, tubular e intersticial, tras evaluar cinco campos escogidos al azar de la
zona cortical, incluyendo ambos polos y la region media del rifdn.

e Dano glomerular
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Se empled una escala de 0-2, segun la cual: 0- normal; 1- presencia de adherencias
del ovillo glomerular a la capsula de Bowman, infiltracion inflamatoria intra- y
periglomerular leve y/o aumento del mesangio (matriz y/o nimero de células); 2-
retraccion del ovillo glomerular con aumento del espacio de Bowman y/o
engrosamiento de la membrana basal glomerular.

e Dano tubular
Se us6 una escala (0-4) para evaluar el grado de degeneracion del epitelio, donde: 0-
normal; 1- vacuolizacion, picnosis nuclear y/o detritus en la luz tubular; 2-
desaparicion de nucleos y/o denudacion de la membrana basal tubular; 3-
descamacion celular; 4- adelgazamiento del epitelio tubular.

e Dano intersticial
Se evalué mediante una escala de 0-3, segun la presencia e intensidad del infiltrado
inflamatorio, donde: 0- ausencia de células inflamatorias, 1- infiltracién inflamatoria
leve (de 1-5 leucocitos por campo), 2- infiltraciéon inflamatoria moderada (de 5-20
leucocitos por campo), 3- infiltracién inflamatoria severa (mas de 20 leucocitos por
campo).

Método histomorfométrico

Se calcul6 el area y el diametro glomerulares como se describe a continuacion:

e Areaglomerular
De cada animal se analizaron diez micrografias de glomérulo en las cuales era visible
al menos uno de los dos polos (urinario o vascular). Se delineé el contorno de los
glomérulos a partir de la capa parietal de la capsula de Bowman, mediante la
herramienta poligono del programa de morfometria utilizado.

e Diametro glomerular
En las micrografias de cinco glomérulos de las diez anteriores, en las que eran
visibles ambos polos, se traz6 una linea de un polo a otro y se consideré el diametro

glomerular como la distancia mas larga perpendicular a dicha linea. (2
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Resultados

En el grupo control sano se observg, en las secciones de pancreas tenidas con HE,
predominio de IL redondeados u ovalados, con escasas células inflamatorias
alrededor de estos o en su interior, a diferencia de los animales diabéticos, en los
que se apreciaron cambios en los IL, caracterizados por su forma alargada o
irregular, con infiltracion marcada de células inflamatorias (Fig. 1 A1 y A2). La
evaluacion mediante el método semicuantitativo mostré un aumento significativo (p
< 0,001) del grado de insulitis en los animales diabéticos (Tabla 1).

Por otra parte, en los IL de los controles sanos se observaron abundantes células B,
identificadas mediante la tinciéon AFG, por presentar nucleos tefidos de violeta con
bordes definidos y forma redondeada, en comparaciéon con los animales diabéticos,
donde la poblacioén celular fue escasa (Fig. 1 B1, B2). El analisis mediante el método
histomorfométrico evidencié una disminucién significativa (p < 0,001) del area de
los IL y la densidad de células B en el pancreas de las ratas diabéticas (Tabla 1).

En las secciones de rindn de los controles sanos se observé conservacion de las
estructuras del parénquima renal (Fig. 1 C1). Los rifones de los animales diabéticos
presentaron zonas de dafo a nivel glomerular, tubular e intersticial. En los
glomérulos se observaron adherencias del ovillo glomerular a la capsula de Bowman,
presencia de infiltrado inflamatorio intra y periglomerular discreto, aumento en
numero de las células mesangiales, retraccion del ovillo glomerular con dilatacion
del espacio de Bowman y, en algunos casos, engrosamiento de la membrana basal
glomerular. La degeneracién tubular se caracterizé por la pérdida de nucleos y
adelgazamiento del epitelio tubular. También se observé un aumento de la
infiltracién de células inflamatorias en el intersticio localizado entre los tubulos (Fig.

1C2).
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Fig. 1. Secciones histoldgicas del pancreas (A, B) y de los rifiones (C) de ratas. 1- Grupo
control sano, 2- Grupo diabético. A, C) Tincion de hematoxilina y eosina (HE). B) Tincién de
Aldehido-Fuschina de Gomori (AFG). Flechas blancas: islotes de Langerhans, cabezas de
flechas: células B, flechas negras: leucocitos, flechas amarillas: glomérulos, rectangulo:
leucocitos en el intersticio. Barras: 50 ym.

Tabla 1. Estudio histopatoldgico de pancreas de ratas diabéticas y sanas

Método ) )
) o Método histomorfométrico
Grupos semicuantitativo
experimentales Insulitis Area de los islotes de Densidad de células B
(gh) Langerhans (um?) (células/pm?)
Control Sano 1,25+0,13 10885,00 * 756,00 3753,00 + 285,20
Diabético 2,54 £ 0,27+ 5643,00 + 350,20%*** 2440,00 * 190,50%**

gh: grado histopatoldgico. Datos como media + error estandar de la media (EEM), ***p<0,001 (prueba de la U de Mann
Whitney).

Tabla 2. Estudio histopatoldgico de rinones de ratas diabéticas y sanas
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Método semicuantitativo Método histomorfométrico
Grupos Dano .
) Dafio Dafio Didmetro Area glomerular
experimentales tubular
glomerular (gh) (@h) intersticial (gh) | glomerular (um) (um?)
g
Control Sano 023+0,13 0,83+0,10 0,23+ 0,08 192,51 6,32 18108 + 774,20
Diabético 1,38 £ 0,13** 2,95 + 0,23%** 1,21 £ 0,09*** 169,5 + 6,26* 15116 + 682,90*

gh: grado histopatoldgico. Datos como media + error estandar de la media (EEM),

*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001 (prueba de la U de Mann Whitney).

Discusion

El desarrollo y la progresion de la DM se acompanan de alteraciones
histopatoldgicas en el pancreasy en los rinones. Por tales motivos, la profundizacion
en el conocimiento y la mejor caracterizacion de esta enfermedad resultan de vital
importancia, como etapa necesaria, en la busqueda de nuevos candidatos
farmacoldgicos (preventivos o terapéuticos) para tratarla. En este sentido, el
desarrollo de estudios preclinicos basados en modelos experimentales que simulan
o mimetizan la patologia resulta imprescindible para el avance de estos
conocimientos y su aplicacion.

Los danos histopatoldgicos observados en pancreas y rifones de los animales
diabéticos se corresponden con hallazgos previos de otros autores en condiciones
experimentales similares; lo que valida los resultados en este modelo. 61314 En este
sentido, en los animales diabéticos, los IL presentaron un aumento del grado de
insulitis, asi como una disminucién de su area y de la densidad de células B. En el
rinén, se observaron lesiones a nivel glomerular y tubular e infiltracién intersticial,
ademas de la disminucion significativa del diametro y el area glomerular.

Los resultados de este estudio corroboran la utilidad de los métodos

semicuantitativos en secciones de pancreas y riidn tenidas con HE. Sin embargo,
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estos métodos dependen de la apreciacion del observador, por lo que resulta util
emplear métodos histomorfométricos, que permiten cuantificar las estructuras
afectadas y, por consiguiente, complementan el analisis histopatoldgico. (*9 Asi, con
el fin de identificar las células B entre los diferentes tipos celulares propios del IL, se
utilizé la tincidn especial AFG en secciones de pancreas, lo que permitié calcular la
densidad de células B en funcidn del area de los IL.

Estos resultados demuestran que mediante la aplicacién de las tinciones HE y AFG,
asi como de métodos semicuantitativos e histomorfométricos, es posible realizar

analisis histopatoldgicos especificos, objetivos y reproducibles.

Conclusiones

La aplicacion conjunta de métodos semicuantitativos e histomorfométricos permitié
caracterizar de manera integral los cambios histopatoldgicos en el pancreas y los
rinones de ratas diabéticas, lo que garantiza, en nuestras condiciones
experimentales, el empleo de esta herramienta metodoldgica en otros modelos

similares.
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