Glicosaminoglicanos: Una aproximacion terapéutica

novedosa para la prevencion de las complicaciones

micro y macrovasculares de la diabetes

Glycosaminoglycans: A new therapeutic approach for the prevention

of the micro and macrovascular complications of diabetes

YAIRA MatHison!-3, Josk VAsQUEzZ, CARLOS CIANGUEROTTI?, ANITA ISRAEL3,
EpuARDO ROMEROZ, CLAUDIA SUAREZ*

jacién inducida por la diabetes, por un mecanismo que involucra la produccién de 6xido nitrico. Igualmente, previe-

Resumen

Se ha reportado una disminucién de los niveles de glicosaminoglicanos (GAGs) en el rindn y otros 6rganos en mode-
los experimentales de diabetes y en humanos. La administracién a largo plazo de heparina y otros GAGs previene
las alteraciones morfolégicas y funcionales del rindn en ratas diabéticas. Evaluamos el efecto del sulodexide, un
glicosaminoglicano de baja actividad anticoagulante, sobre la funcién renal, la actividad de las enzimas antioxidan-
tes, catalasa y superéxido dismutasa, y el efecto sobre la relajacién arterial en un modelo experimental de diabetes
tipo 1, inducida por estreptozotocina (STZ), en ratas. Los animales del grupo STZ presentaron un incremento marca-
do de la excrecién de albumina en orina, disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza
renal, observandose un efecto beneficioso del tratamiento crénico con sulodexide al prevenir la albuminuria y res-
taurar la actividad de las enzimas antioxidantes. Adicionalmente, la diabetes disminuye la capacidad de relajacion
arterial en respuesta a la acetilcolina, y el pretratamiento con sulodexide previene la pérdida de la capacidad de rela-

ne las alteraciones estructurales observadas a nivel vascular. Nuestros resultados demuestran que la administracién
de sulodexide previene parcialmente el dano renal y la disfuncién endotelial en este modelo experimental y sugiere
un potencial uso terapéutico de este compuesto.
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Abstract

It has been reported a decreased levels of glycosaminoglycans (GAGs) in the kidney and other organs in experimen-
tal models of diabetes and in humans. The long-term administration of heparin and other GAGs prevents morpholo-
gical and functional alterations in diabetic rat kidney. We evaluated the effect of sulodexide, a glycosaminoglycan
with low anticoagulant activity, on the renal function, on the antioxidant enzymes activity, catalase and superoxide
dismutase, and the effect on arterial relaxation in an experimental model of type 1 diabetes induced by streptozoto-
cin (STZ) in rats. STZ group animals showed a marked increase of urinary albumin excretion, decreased activity of
antioxidant enzymes in the renal cortex. Treatment with sulodexide showed a beneficial effect since prevented albu-
minuria and restored antioxidant enzyme activity. Diabetes reduces arterial relaxation ability in response to acetyl-
choline, and pretreatment with sulodexide prevents loss of the relaxing capacity induced by diabetes, by a mecha-
nism involving the production of nitric oxide. It also prevents the structural alterations observed at vascular level.
Our results demonstrate that administration of sulodexide partially prevents renal damage and endothelial dysfunc-
tion in this experimental model, and suggests a potential therapeutic use of this compound.
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Introduccion

Entre las enfermedades cronicas, la Diabetes Me-
llitus (DM) es una de las mas complejas y con mayor
impacto en la poblacion, si se consideran sus com-
plicaciones y secuelas. Es una enfermedad determi-
nada por factores genéticos y ambientales, en la que
el sujeto que la padece presenta alteraciones del
metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas, junto con una relativa o absoluta deficien-
cia en la secrecion de insulina y con grados variables
de resistencia a esta hormona. De tal forma la DM no
es una simple enfermedad, sino un sindrome que de-
be enfocarse desde el punto de vista integral (De Is-
las y Revilla, 1999; Braundwald y Wilson, 2002).

Con la evolucién de la enfermedad se presentan
complicaciones crénicas, que son la causa de morta-
lidad mas importante de estos pacientes en los pai-
ses occidentales. La mayoria de pacientes con larga
evolucién de la enfermedad, presentan complicacio-
nes microangiopaticas, en general renales y ocu-
lares, asi como macroangiopatia con afeccion de las
arterias coronarias, enfermedad vascular periféricay
neuropatia (Braundwald y Wilson, 2002). Dentro de
estas complicaciones destaca la nefropatia diabética
como principal causa de insuficiencia renal terminal
y la enfermedad cardiovascular aguda, como infarto
del miocardio y accidente cerebrovascular, los cua-
les son la causa de muerte de casi el 80% de la
poblacion.

En 1989, Deckert y colaboradores postularon una
hipotesis que relaciona la presencia de una disfun-
cion vascular generalizada y microalbuminuria, con
la alteracion de enzimas involucradas en el meta-
bolismo de componentes anidnicos de la matriz ex-
tracelular, y pérdida de estos proteoglicanos asociada
a las complicaciones microvasculares en la DM.

Con base en esta evidencia, se evalud el efecto
del tratamiento con glicosaminoglicanos (GAGs) exo-
genos, principalmente sulodexide (dermatan sulfato
+ heparan sulfato) demostrando eficacia en el trata-
miento de complicaciones vasculares de la diabetes
tales como nefropatia diabética (Gambaro y col.,
2002; Skrhay col., 1997; Solini y col., 1997), arterio-
patia periférica (Velussi y col., 1996), enfermedad co-
ronaria (Gaddi y col., 1996) y retinopatia diabética
(Rubby, 2000).

El incremento de la produccion de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) contribuye al dano renal
en modelos experimentales de diabetes, y la admi-
nistraciéon a largo plazo de heparina y otros glicosa-
minoglicanos, han mostrado un efecto protector an-
te el dano oxidativo en diferentes tejidos, incluyen-
do un efecto protector sobre el dano oxidativo indu-
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cido por la adriamicina a nivel cardiaco, hepatico y re-
nal (Campo y col., 2005; Lee y col., 2004; Deepay
Varalakshmi, 2003a,b). Sin embargo, el posible efec-
to antioxidante del sulodexide no ha sido evaluado.

El sulodexide (SUL) es considerado una estra-
tegia terapéutica emergente para el tratamiento de la
diabetes, ya que mejora la funcién vascular renal y
disminuye la microalbuminuria, por lo que nos pro-
pusimos evaluar el efecto de este compuesto sobre
el estado antioxidante en la corteza renal de ratas
con diabetes tipo 1.

De manera adicional, los efectos de SUL permi-
ten proponerlo como protector del endotelio vascu-
lar. Normaliza la permeabilidad vascular, tiene efec-
to antitrombético, fibrinolitico y antiagregante pla-
quetario, sumado a un efecto antilipémico y antipro-
liferativo, lo que sugiere su utilidad en el tratamien-
to de la disfuncion endotelial (Kristova y col., 2000;
Harenberg, 2000). Sin embargo el efecto directo del
sulodexide sobre la reactividad vascular no ha sido
evaluado y constituye uno de nuestros objetivos.

El endotelio es considerado un 6rgano endocri-
no extenso, y participa en la regulacién de funciones
vitales, tales como mantenimiento del tono vascular,
la permeabilidad selectiva, adhesion y agregacion
plaquetaria, fibrindlisis y crecimiento tisular. De ma-
nera que la alteraciéon de cualquiera de estas funcio-
nes puede producir disfuncion endotelial (Acosta,
2001; Sthehouwer y col., 2004).

La disfuncién endotelial (DE) representa cambios
en las propiedades de endotelio, que impiden que
se preserve su funcion. Es decir, que el endotelio
pierde su capacidad de modular el comportamiento
fisiologico del lecho vascular (Simén y col., 2001).

Diversos estudios han demostrado que la disfun-
cion endotelial es un factor de riesgo para el desarro-
llo de aterosclerosis, hipertension e insuficiencia car-
diaca, por lo que es importante protegerlo y mante-
ner su integridad funcional (Kristova y col., 2000).

El 6xido nitrico (ON), identificado por Furchgott
en 1980, es la sustancia vasoactiva mas importante
del endotelio. Ademas de su potente accién vaso-
dilatadora, inhibe la agregacién plaquetaria, la pro-
liferacion y migracion del musculo liso (Furchgott,
1980; Moncada y Higgs, 1991). Fisiolégicamente se
libera ante el estrés de roce que ejerce el flujo san-
guineo sobre la pared vascular, y la cuantificacién de
su produccioén es una manera de determinar indirec-
tamente la funcion del endotelio.

La evidencia soporta la importancia de la integri-
dad de la pared vascular en la respuesta a la vasodi-
latacion mediada por flujo. En ausencia del glicosa-
minoglicano acido hialurénico, disminuye la produc-
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cion de ON en respuesta al incremento de flujo en
preparaciones de arteria femoral aislada de perro
(Mochizuki y col., 2003). Adicionalmente, se ha de-
mostrado que la heparina (uno de los componentes
del sulodexide), produce un efecto vasodilatador di-
recto en anillos de arteria mamaria interna de huma-
nos, e incrementa la produccion de ON en cultivo de
células endoteliales de arteria carétida de porcino (Li
y col., 1996; Tasatargil y col., 2005).

Estos hallazgos, conjuntamente con los efectos
farmacologicos conocidos de los GAGs, senalan que
los mismos pueden cumplir un papel importante en
la disfuncion endotelial, y que su administracion
exogena puede mejorar diversas variables asociados
a esta patologia.

Se evaluo si el sulodexide (Vessel Due F?), que es-
ta constituido por GAGs naturales, es capaz de modifi-
car el tono vascular en anillos de aorta de rata y si esta
respuesta es modificada en un modelo experimental
de diabetes tipo 1, patologia asociada a pérdida gene-
ralizada de glicosaminoglicanos. Adicionalmente,
estudiamos si el efecto protector que ejerce a nivel
renal se relaciona con sus acciones a nivel de las
enzimas involucradas en el estrés oxidativo.

Materiales y métodos

Como animales de experimentacion se utilizaron
ratas albinas, macho, de la cepa Sprague-Dawley, de
6 a 7 semanas de edad, con peso comprendido en-
tre 200-220 g, provenientes del bioterio de la Escue-
la de Medicina José Maria Vargas, UCV, Caracas, las
cuales fueron mantenidas con periodos alternos de
luz y oscuridad, permitiéndole libre acceso al agua y
a la comida.

Las ratas fueron asignadas al azar a dos grupos,
un grupo control y otro al que se le indujo diabetes.
Todos los experimentos fueron realizados siguiendo
las buenas practicas para el manejo de animales de
laboratorio (NIH Guide, 1996)

Induccion a la diabetes

La diabetes fue inducida mediante la administra-
cion de una inyeccién unica de estreptozotocina
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO), 40 mg/Kg de
peso, en la vena caudal. La induccion de la diabetes
fue confirmada a los 2 y 7 dias posteriores a la admi-
nistracion de estreptozotocina, mediante la deter-
minacion de los niveles sanguineos de glucosa utili-
zando un método enzimatico (Glucosa HK Reagent,
Bayer). Los animales no recibieron insulina durante
el experimento.

El SUL fue administrado 5 dias a la semana (lu-
nes a viernes). Durante el periodo de seguimiento, a
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los animales se les determiné mensualmente el pe-
so0, la presion arterial y los niveles de glucosa sangui-
nea, y pasados los 3 meses de tratamiento fueron sa-
crificados para realizar los analisis pertinentes de
acuerdo a los siguientes grupos experimentales: Con-
trol: solucion salina s.c.; STZ: estreptozotocina + solu-
cion salina s.c.; STZ + Sulodexide: estreptozotocina +
15 mg/Kg de peso/dia de sulodexide por via s.c.

Al finalizar el tratamiento se tomaron muestras
para la determinacion de la excreciéon de albumina
en orina y posteriormente los animales fueron sacri-
ficados y los rinones extraidos para determinar la ac-
tividad de las enzimas antioxidantes. Otro grupo de
animales fue sacrificado al finalizar el periodo de tra-
tamiento para extraer las arterias y realizar los estu-
dios correspondientes.

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

El registro de la presion arterial, se realizé en
ratas conscientes, utilizando un método no invasivo,
mediante el uso de un pletismografo digital de cola
(LE 5000, LETICA Scientific Instrument, Barcelona,
Espana). Las ratas fueron calentadas colocando la
jaula que las contiene en una estufa (Memmert, 854
Schawabach, Western Germany) a 42 °C (Sobin,
1938), durante 15 minutos para producir la vasodila-
tacion de los vasos periféricos. Posteriormente, cada
rata fue colocada en un cepo con el fin de inmovili-
zarlas, y mediante el uso de un transductor de pre-
sion arterial y frecuencia cardiaca se procedi6 a la
cuantificacién de la presién arterial sistolica (PAS) y
presion arterial diastolica (PAD) y la frecuencia car-
diaca. Se calcul6 la PAM mediante la siguiente for-
mula: PAM=PAD+1/3 (PAS-PAD).

DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA
Alc (HBAlc)

La hemoglobina glicosilada Alc fue determinada
utilizando un kit comercial (DCA 2000®, Bayer).

DETERMINACION DE LA GLUCOSA

La glucosa fue determinada en muestras de san-
dre mediante una prueba enzimatica utilizando un
kit comercial (Glucosa HK Reagent, Bayer).

DETERMINACION DEL FUNCIONALISMO RENAL

Determinacion de la excreciéon de proteinas y al-
bumina en orina. Los animales fueron introducidos
en jaulas metabodlicas para obtener orina de 24 ho-
ras. La determinacién de la albuminuria se realizé
utilizando un kit comercial (DCA 2000®, Bayer).
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Vasoactividad en anillos de Aorta

Los animales fueron anestesiados por via intra-
peritoneal con Nembutal sédico (10 mg/Kg). Se prac-
ticé una toratocomia ventral, para obtener un frag-
mento de la aorta toracica, la cual fue cuidadosa-
mente disecada y cortada en anillos de 1 cm de lon-
gitud. Los anillos se fijaron a un bano para 6érgano
aislado (14 ml de capacidad) mediante estribos de
acero inoxidable y la tensién muscular fue medida
con un transductor isométrico (LETICA TRI 110) co-
nectado a un poligrafo (LETICA modelo 4006). La
preparacion fue mantenida en una solucién de
Krebs Hensseleit (composicion mM: NaCl 118; KCI
4,8; CaCl,.7H,0 2,5; KHyPO4 1,2; MgS0O,.7H,0 1,2;
NaHCO3 2,5; glucosa 2), burbujeada continuamente
con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO,, a pH
7.4 y una temperatura de 37° C. La preparacion se
dejo estabilizar por una hora y las drogas se anadie-
ron directamente al bano con una microjeringa
Hamilton. Para evaluar la respuesta de relajaciéon
vascular, los anillos fueron precontraidos con fenile-
frina (agonista a adrenérgico) a una dosis del 80% de
la respuesta maxima (Furchgott y Zawadzki, 1980).

Procesamiento de las Aortas y observacion
histolégica al Microscopio de luz

Se recibieron tres grupos de especimenes identi-
ficados como control, diabetes (STZ), diabetes + su-
lodexide (STZ+SUL). Los segmentos de cortes trans-
versales de aortas fueron deshidratados, e incluidos
en parafina previa impregnacion con solventes de la
parafina para realizar las secciones para el estudio
histolégico al microscopio de luz. Los cortes de los
bloques de parafina se realizaron con un microtomo
obteniéndose secciones de 5 a 7 micras de grosor
de cada segmento arterial, los cuales fueron monta-
dos para su tincién. Las secciones histolégicas fue-
ron tenidas con: coloracién de hematoxilina-eosina
de Mayer, coloraciones especificas para evidenciar fi-
bras colagenas y elasticas con tricromico de Gomori
y de Verhoeff, respectivamente. Para el estudio histo-
patolégico se contaron las laminas elasticas y se des-
cribieron los cambios observados en las tres capas
arteriales y la luz arterial.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
CATALASA (CAT)

La actividad de la CAT fue determinada emplean-
do una modificacién del método de Aebi (1984).
Para ello, se anadio 25 pL del homogenizado de
corteza renal a 725 pL de la mezcla de incubacion
(10 mM H,O, en buffer fosfato 10 mM a pH 7) y se
monitore6 el cambio de absorbancia a 240 nm a los
0, 60, 120y 180 segundos, utilizando la constante de
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reacciéon de primer orden (k) como la unidad de acti-
vidad de la CAT (k = (1/t) (2,3 x log A;/A;), donde t
es el intervalo de tiempo medido (seg), A; y A, son
las absorbancias del H,O, en los tiempos t; y t,. Los
resultados se expresaron en actividad especifica.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUPEROXIDO
DismuTasA ToTAL (SOD)

La actividad de la SOD se determiné por la capa-
cidad de esta enzima de inhibir la reducciéon del azul
de nitrotetrazolio (NBT) a formazan a 595 nm, por
los aniones superoxido generados por el sistema de
la xantina oxidasa (Oberley y col., 1984). Para ello,
se mezclaron 166 pL de la mezcla de incubacién
(xantina 0,3 mM, EDTA 0,6 mM, NBT 150mM, albu-
mina 0,1% y NaHCO5 400 mM) con 33 pL del homo-
geneizado de la corteza renal. La reaccién se inicio
con la adicién de 10 pL de la enzima xantina oxida-
sa. Los tubos se incubaron durante 30 minutos, se-
guidos de la adicién de 66 pL CuCl, 2H,0 0,8 mM
que detuvo la reaccién y se midié la absorbancia a
595 nm. Los resultados se expresaron como activi-
dad especifica. Una unidad de SOD se define como
la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50%
la formacion de los cristales de formazan.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media = el
error estandar de la media (EEM). El analisis estadis-
tico de las diferencias fue realizado mediante la utili-
zacion de la Prueba de “t” de Student o el analisis de
varianza de una via (ANOVA) y la prueba de Bonffe-
roni, un valor de p<0,05 fue considerado significati-
vo. El analisis de los resultados y la elaboraciéon de
los graficos se realizaron empleando el programa
Graph Pad Prism version 5.1.

Resultados

La Tabla I muestra los valores del peso, la glice-
mia y el volumen urinario, los valores de HbAlcy de
presion arterial media de los grupos estudiados. Los
grupos a los cuales se le indujo diabetes muestran
un incremento significativo en la glicemia, la HbAlc
y el volumen urinario excretado en 24 h., asi como
un menor peso comparado con el grupo control a
los 3 meses de tratamiento. No se observa diferen-
cia significativa en los valores de presion arterial me-
dia entre los diferentes grupos de tratamiento.

La induccion de diabetes con STZ produce un
incremento significativo de la excrecion urinaria de
albumina con respecto al grupo control (C= 0,64 +
0,08; STZ=7,69 + 1,4 mg/24hr). El tratamiento du-
rante 3 meses con sulodexide previene parcialmen-
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Tabla |

Parametros evaluados a los tres meses de tratamiento

Control STZ STZ + SUL
Peso (mg) 383,1 £+ 3,7 283 +7,1 (%) 294,8 +7,7 (*)
Glicemia (mg/dl) 95+7,6 632 + 3,7 (*) 666 + 8,8 (*)
Volumen urinario (ml) 17,4 + 0,4 109,3 + 12,9 (*) 117,8 =+ 6,9 (*)
HbAlc 3,0+0,01 10,6 + 0,3(*) 10,48 + 0,3(*)
PAM (mm Hgq) 118,8 +4,3 117,2 +2,7™ 106,6 = 1,8™

Los datos son la media + EEM de 8-10 ratas. *p<0,01 vs control, NS = no significativo vs control.

te este incremento (STZ+SUL=3,0 + 0,30 mg/24hr),
disminuyendo la excrecion de albiimina un 60% con
respecto al grupo diabético no tratado (Figura 1).

En la Figura 2, panel izquierdo se muestra la acti-
vidad de enzima catalasa expresada en K/mg de pro-
teinas. La induccion de diabetes disminuye signifi-
cativamente la actividad enzimatica (C=0,82+0,01
vs STZ=0,18+0,04), el pretratamiento durante tres
meses con sulodexide previene la disminucion de
la actividad enzimatica inducida por la diabetes
(SUL=0,71+0,08). La actividad de la superéxido dis-
mutasa (SOD), panel derecho, también es disminui-
da por la induccién de la diabetes (C=1+0,08 vs
STZ=0,6+0,1) y esta disminucion fue prevenida por
el pretratamiento con sulodexide (SUL=0,96+0,3).

En la Tabla Il se muestra, el porcentaje de relaja-
cion de la aorta toracica previamente contraida con
noradrenalina en respuesta a la administracion de
acetilcolina (ACh) a concentraciones de 1077, 3x1077,
105y 3x107% M en los diferentes grupos de trata-
miento. El grupo de ratas diabéticas sin tratamiento,
mostré una capacidad de relajacion de la aorta signi-
ficativamente disminuida al compararla con el grupo
control. Mientras que el grupo de animales diabéti-
cos tratados con sulodexide presenta una capacidad
de relajacion similar al grupo control. Igualmente se
muestra la capacidad de relajacion de la aorta toraci-
ca en respuesta a la administracion de nitroprusiato
de sodio (1078, 1077y 10-% M), un conocido donador
de o6xido nitrico. En estas condiciones, no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa en la relajacion
de la aorta en los diferentes grupos de tratamiento.

El estudio histolégico (Figura 3) del grupo control
muestra una pared arterial compuesta de tres capas:
intima, media y adventicia de apariencia normal, y
con luz permeable. En la aorta del grupo de animales
diabéticos (STZ) se observa la superficie arterial he-
morragica con alteraciones estructurales, especial-
mente en endotelio y adventicia. Presencia de trom-
bos oclusivos en la luz arterial. El endotelio con ligero
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Figura 1. Excrecion urinaria de albtiimina en 24 horas
en las ratas control, diabéticas (STZ) y diabéticas tratadas
con sulodexide (STZ + SUL). Los datos son la media + EEM

de 6-10 ratas. *p<0,05; **p<0,01 vs control y +p<0,01

al comparar el grupo STZ + SUL vs STZ.
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Figura 2. Actividad de la catalasa (panel izquierdo)

y de la superoxido dismutasa (panel derecho) en la corteza
renal de ratas controles (C), diabéticas (STZ) y diabéticas
pretratadas con sulodexide (STZ+SUL). Los datos
se representan como la media + EEM de 6-8 ratas *p<0,05
**p<0,001 vs control. +p<0,05 ++p<0.01 vs STZ.

edema, disrupcion focal y adhesion de plaquetas. En-
grosamiento de la adventicia por fibrosis, areas de
hemorragia y presencia de un infiltrado inflamatorio
monocelular abundante dispuesto principalmente al-
rededor de la vasa-vasorum, donde observamos en-
grosamiento de la adventicia. En el grupo de anima-
les diabéticos tratados con sulodexide (STZ-SUL), la
pared adrtica no presenta cambios estructurales y
la luz es permeable. Las fibras elasticas ligeramente
elongadas con preservacion de las fibras musculares
y la sustancia fundamental. En la adventicia se ob-
servaron escasas células mononucleares.
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CONTROL

STZ

STZ+
Sulodexide

Figura 3. Panel izquierdo: corte histolégico, coloracién
hematoxilina —eosina (H-e) y panel derecho coloracién
tricromico. Control (A y A’): Pared adrtica, intima media,
adventicia y vasa vasorum normales. STZ (B y B’): Infiltrado
inflamatorio, vasa vasorum engrosado (flecha
en B), presencia de trombos (flecha en B’) y lesiones
en la adventicia. STZ+ SUL: Pared aértica sin cambios
estructurales evidentes, preservacion de las fibras

musculares, escasas células mononucleares en la adventicia.

Discusion

Los glicosaminoglicanos (GAGs), principalmente
el heparan sulfato son sintetizados en las células en-
doteliales y mesangiales, y después de un proceso
de sulfatacion a nivel del aparato de Golgi, son incor-
porados en la matriz extracelular de glomérulo y de
las grandes arterias donde contribuyen a mantener la
integridad estructural de la membrana basal y de
la pared vascular (Gallager y col., 1986).

En la diabetes se ha reportado una reduccién
generalizada de las cargas negativas de la matriz ex-
tracelular y de las membranas plasmaticas, asocia-
da a disminucién del contenido de heparan sulfato
0 a cambios en su grado de sulfatacion (Wu y col.,
1987; Deckert y col., 1992; Jensen, 1997; Lewis y
Xu, 2008). Esta alteracion en la carga de la membra-
na basal, se traduciria en la pérdida de selectividad
por carga y facilitaria una eliminacion incrementada
de proteinas en la orina (Deckert y col., 1992; Jen-
sen, 1997).

Asi en modelos experimentales de diabetes en
ratas y en ratones, se ha encontrado una disminucién
en la sintesis de proteoglicanos en el glomérulo y dis-
minucion del contenido de proteoglicanos unidos a
heparan sulfato en la membrana basal (Kanwar y col.,
1983; Rohrbach y col., 1982). Igualmente se ha re-
portado que el contenido de GAGs esta disminuido
en los rinones y en la intima de las aortas obtenidas
por autopsia en pacientes diabéticos (Parthasarathy

Tabla Il

Porcentaje de relajacion de la aorta toracica previamente contraida con fenilefrina
en respuesta a la administraciéon de acetilcolina o nitroprusiato de sodio

Relajacién de la aorta toracica en respuesta a la acetilcolina

Concentracion Control STZ STZ + SUL
(M)

1x107 12,9+0,9 8,5+2,9 10,6+2,2

3x 1077 29,6+1,8 21,3+3,0 (*) 29,7+2,0

1x10° 47,6+2,2 30,7+3,2 (*) 47,3+2,2

3x10°6 65,9+2,0 44,6+5,2 (*) 69,9+4,2

Relajacion de la aorta toracica en respuesta al nitroprusiato de sodio

Concentracion Control STZ STZ + SUL
(M)
1x 1078 56,0+4,1 53,0+£3,2 62,1+2,1
1x 1077 75,2+5,0 70,0+4,8 73,1+£3,9
1x 10 100,0+6,8 93,3+8,0 99,2+4,1

Los datos se representan como la media + EEM de 6-8 ratas *p<0,01 vs control
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y Spiro, 1982; Wasty y col., 1993), sugiriendo que las
alteraciones del metabolismo del heparan sulfato no
estan restringida al rindn y pueden participar en pato-
génesis de otras complicaciones de la diabetes.

Se ha demostrado, que las alteraciones en el me-
tabolismo de los GAGs, producidas en un modelo de
diabetes experimental en ratas, son susceptibles de
ser modificadas mediante la administracién exégena
de los mismos, con la consecuente restauracion del
funcionamiento normal del rindn (Gambaro y col.,
1992; 1994).

Nuestros resultados coinciden con lo reportado
en la literatura, ya que la administracion de sulode-
xide por via subcutanea durante tres meses, previe-
ne el incremento en la excrecion renal de albumina
en este modelo experimental, coincidiendo con lo
reportado previamente en la literatura (Gambaro y
col., 1992; 1994), y se corresponden con el efecto
de disminucién de la excreciéon renal de albumina de-
mostrado en pacientes con diabetes mellitus (Solini y
col., 1997; Myrup y col., 1995; Tamsma y col., 1996;
Velussi y col., 1996, Gambaro y col., 2002; Achour y
col., 2005).

En pacientes con nefropatia diabética, se ha de-
mostrado una correlacion entre la albuminuria y el
contenido de heparan sulfato de la membrana basal
del glomérulo (Tamsmay col., 1994). Igualmente, se
ha observado, una marcada reduccion de la micro o
macroalbuminuria en pacientes diabéticos que han
sido tratados con GAGs (Solini y col., 1994; Myrup y
col., 1995; Tamsmay col., 1996; Velussi y col., 1996).

Estos hallazgos senalan que los GAGs pueden
cumplir un papel importante en la fisiopatologia de
la nefropatia diabética, y que un metabolismo anor-
mal de los GAGs podria ser la causa de esta patolo-
gia (Gambaro y Biagio 1996; Gambaro y col., 1998).

El mecanismo por el cual los GAGs ejercen este
efecto protector en la nefropatia diabética no esta
completamente dilucidado. Inicialmente se propuso
que su efecto se limitaria a restituir la permeabilidad
selectividad glomerular al reponer las cargas negati-
vas, disminuyendo de esta forma la excrecion de
albiimina en orina y recuperando la funcionalidad
(Deckert y col., 1993; Gambaro y col., 1998; Gam-
baro y van der Woude, 2000). Sin embargo actual-
mente se conoce que los GAGs pueden modular la
sintesis proteica en la matriz extracelular, efecto que
puede contribuir a su utilidad terapéutica.

La administracion de heparina de bajo peso mo-
lecular y dermatan sulfato, previene el engrosamien-
to de la membrana basal, la reduccién de cargas
aniodnicas y el inicio de la albuminuria en ratas con
diabetes inducida mediante la administracion de es-
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treptozotocina (Gambaro y col., 1992). Adicional-
mente se ha demostrado que la administracion la
heparina disminuye la sobreexpresion de colageno,
posiblemente interfiriendo la via mediada por el
TGFb1 que esta activada en la nefropatia diabética
(Gambaro y col., 1994; Ceol y col., 2000). Reciente-
mente Lewis y Xu (2008) demostraron que los GAGs
inhiben la enzima heparanasa, que es estimulada
por la hiperglicemia, previniendo de esta manera la
degradacion del heparan sulfato. En conjunto estos
efectos contribuyen a que los GAGs puedan prevenir
las alteraciones estructurales y funcionales, princi-
palmente mesangiales, que se presentan en la nefro-
patia diabética.

El incremento de estrés oxidativo contribuye a
las complicaciones micro y macrovasculares de la
diabetes, principalmente las complicaciones renales
(Verzola y col., 2005). De manera, que intervencio-
nes que restituyan la actividad de las enzimas involu-
cradas en el proceso oxidativo, son de utilidad para
prevenir las complicaciones asociadas a esta patolo-
gia (Muzykantov y col., 2001).

Nuestros resultados demuestran que el tratamien-
to crénico con sulodexide impide la disminucion del
estado antioxidante en la corteza renal de la rata, evi-
denciado por el efecto beneficioso sobre la actividad
de las enzimas catalasa y superoxido dismutasa. De-
mostramos que el sulodexide presenta un efecto
antioxidante similar al reportado para otros GAGs en
otras estructuras (Campo y col., 2005; Lee y col.,
2004; Deepa y Varalakshmi 2003a,b), que podria
contribuir a su efecto protector ante el dano oxidati-
vo renal producido por las especies reactivas de oxi-
deno en la diabetes.

Sin embargo, la pérdida de glicosaminoglicanos
que se observa en la diabetes no se circunscribe ex-
clusivamente al rinén. La hipo6tesis de Steno (Deckert
y col., 1989), sostiene que las alteraciones renales
son reflejo de un proceso vascular generalizado que
afecta glomérulo, retina y la intima de los grandes va-
sos simultaneamente.

Nuestros resultados soportan esta posibilidad, ya
que el pretratamiento con sulodexide es capaz de
prevenir la perdida de la respuesta vasodilatadora
inducida por la diabetes en este modelo experimen-
tal. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por
Kristova y col. (2008), quienes demostraron que el
pretratamiento con sulodexide previene la alteracion
de la relajacion por la administracion de acetilcolina
inducida por la diabetes, en la aorta y la arteria me-
sentérica en ratas con diabetes inducida por estrep-
tozotocina, sugiriendo un posible papel protector
del endotelio.
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Adicional aportamos evidencia que la reduccion
en la capacidad de relajacién inducida por la diabetes
parece ser el resultado de deficiencia en la produc-
cién de oxido nitrico (ON), ya que no se observaron
diferencias entre los diferentes grupos utilizando nitro-
prusiato de sodio. Indicando que el efecto protector
del endotelio ejercido por el sulodexide puede estar
relacionado con la preservacion de la accion del ON.

Nuestro grupo, previamente ha demostrado que
el sulodexide estimula la actividad de la enzima sin-
tasa del ON en la corteza renal de ratas controles y
con diabetes tipo 1 (Mathison y col., 2008), mientras
que Targasil y col. (2005) que el ON tiene un papel en
la vasodilatacion producida por la heparina en la arte-
ria mamaria interna de humanos. Por otra parte, se
ha demostrado que la degradacion del acido hialuré-
nico en el glicocalix induce la pérdida de relajaciéon
ante el estrés mediado por el flujo en la arteria femo-
ral aislada de perros y disminuye la liberacién de ON
(Mochizuki y col., 2003), indicando una relacién en-
tre las funciones mediadas por ON y los GAGs.

El estudio histologico pone en evidencia el efec-
to protector del tratamiento con sulodexide sobre
los cambios morfologicos producidos por la diabe-
tes en los vasos arteriales, ya que produce la rever-
sion completa de las alteraciones estructurales en
las arterias de los animales diabéticos. Previamente
se ha reportado un efecto antiproliferativo de la neo-
intima en modelos in vitro (Park y col., 1997), sin
embargo por primera vez se demuestra la correlacion
entre los hallazgos histolégicos y funcionales a nivel
vascular, de manera similar a lo reportado en rinén
(Gambaro y col., 2002). A este efecto puede estar
contribuyendo la disminucién del fibrindgeno plas-
matico y la prolongacién del tiempo de coagulacion
en estos animales, de acuerdo a lo reportado en la li-
teratura (Park y col., 1997; Izaguirre y Zaldivar, 2003).

Aun cuando el mecanismo de accion del sulode-
xide y otros GAGs no esta totalmente esclarecido,
nuestros resultados demuestran que sus efectos
antioxidantes y sobre la produccién de 6xido nitrico
contribuyen en su acciéon para prevenir las complica-
ciones renales y la disfuncion endotelial presentes
en la diabetes.
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