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Resumen. El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de
la administracién prolongada del glicosaminoglicano sulodexide (SDX) sobre
la permeabilidad vascular renal en ratas diabéticas con el método de azul de
Evans (AE). La diabetes tipo 1, fue inducida a ratas de la cepa Sprague-Dawley
mediante la administracion i.v de estreptozotocina (STZ). Los animales fue-
ron distribuidos en tres grupos (C= control, STZ-SS y STZ-SDX= pre-tratados
con 15 mg/Kg de SDX s.c.). Cada grupo experimental fue de 10 ratas y fue-
ron tratados durante 90 dias con sulodexide (STZ-SDX) o con el volumen
correspondiente de solucién salina (STZ-SS). A los 45 y 95 dias de iniciado el
tratamiento se determinaron la funcion renal y la presion arterial. Después de
3 meses a 5 ratas de cada grupo se les aplicé el método de AE y las restantes
fueron sacrificadas y los rifones extraidos para el estudio histopatologico. Los
resultados de funcion renal y presion arterial fueron superiores en el grupo
STZ-SS respecto al grupo STZ-SDX y la permeabilidad vascular fue menor en
el grupo STZ-SDX (9,73 = 1,30 ug AE/¢g de tejido) a diferencia del valor obte-
nido en el grupo STZ-SS (15,55 = 2,15 ug AE/g de tejido, p<0,01 vs control).
Estos resultados demuestran que la administracion de sulodexide mejora la
funcion renal y protege al rifién de los cambios morfologicos de la nefropatia
diabética, al disminuir la pérdida de la integridad del glicocaliz asociada al in-
cremento de la permeabilidad endotelial glomerular lo cual se relaciona con
los resultados del estudio histopatolégico.
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Abstract. The objective of this research was to determine the effect of
prolonged administration of glycosaminoglycan sulodexide (SDX) on renal vas-
cular permeability in diabetic rats with the method of Evans blue (EA). Type 1
diabetes, was induced to Sprague-Dawley rats by administering i.v. Streptozoto-
cin (STZ). The animals were divided into three groups (C = control, STZ-SS
and STZ-SDX = pre-treated with SDX 15 mg/Kg s.c). Each experimental group
consisted of 10 rats and they were treated for 90 days with sulodexide (STZ-
SDX) or the corresponding volume of saline solution (STZ-SS). At 45 and 95
days of starting treatment, renal function and blood pressure were determined.
After three months, the method of EA was applied to five rats of each group,
the remaining were sacrificed, and their kidneys extracted for histopathologi-
cal study. The results of renal function and blood pressure were higher in the
STZ-SS group compared to the STZ-SDX group and vascular permeability was
lower in the STZ-SDX group (9.73 = 1, 30 pug AE/g tissue) as opposed to the
value obtained in the STZ-SS group (15,55 = 2, 15 pg AE/g of tissue, p<0.01
vs. control). These results demonstrate that administration of sulodexide im-
proves renal function and protects the kidney from the morphological changes
of diabetic nephropathy, since it decreases the loss of the integrity of the glyco-
calix associated with the increased permeability of the glomerular endothelium,
which is related to the results obtained from the histopathological study.

Recibido: 27-07-2017 Aceptado: 07-06-2018

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un tras-
torno metabdlico crénico con etiologia mul-
tifuncional, caracterizado por hiperglicemia
cronica debida a la resistencia periférica a la
insulina y/o a la alteracion en la secrecion
de esta hormona. Este trastorno metabdli-
co genera alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, que oca-
sionan en un plazo variable, lesiones en el
endotelio vascular que conducen a alteracio-
nes micro vasculares que pueden ocasionar
ceguera, dolor neuropatico y disfuncion re-
nal (1). El endotelio es un érgano dinamico

que ha sido reconocido como el regulador
mas importante de la homeostasis vascular y
en presencia de las variaciones metabdlicas
exhibidas en la diabetes, puede desarrollar
disfuncion endotelial y como consecuen-
cia directa de esta alteracion, aumento de
la permeabilidad vascular (2-4). Uno de los
mecanismos implicados en el incremento de
la permeabilidad vascular asociada a la dia-
betes, es la alteracion de los glicosaminogli-
canos que conforman el glicocaliz endotelial
(5). Investigaciones realizadas sobre el pa-
pel del glicocdliz en el funcionamiento de la
barrera glomerular, han demostrado que la
restriccion de la permeabilidad del glomé-
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rulo dependiente de la carga idnica para la
albimina y otras moléculas proteicas, estd
a cargo de esta capa compuesta por glico-
proteinas y proteoglicanos como el heparan
sulfato, de carga negativa, que le confiere las
caracteristicas de negatividad al endotelio,
de manera que el endotelio glomerular con-
tribuye significativamente a formar la barre-
ra a macromoléculas (6,7). La disfuncion
renal a mediano o largo plazo conduce al de-
sarrollo de insuficiencia renal crénica en un
porcentaje elevado de los pacientes diabéti-
cos tanto tipo 1 como tipo 2 y actualmente
constituye la primera causa de insuficiencia
renal cronica (IRC) en los Estados Unidos y
en la mayoria de los paises occidentales (8).

La disfuncion endotelial asociada a la
diabetes no se limita al glomérulo renal (ne-
fropatia diabética), por lo tanto, los pacien-
tes diabéticos presentan un alto riesgo de
sufrir complicaciones cardiovasculares como
cardiopatia isquémica, accidente cerebro-
vascular y enfermedad vascular periférica.
En estos pacientes las estrategias terapéuti-
cas se centran en el uso de agentes que mini-
micen los factores de riesgo como hiperten-
sion o dislipidemia y que podrian tener un
efecto protector sobre el endotelio (9,10).
Recientemente, los esfuerzos por desarrollar
terapias alternativas que permitan prevenir
la disfuncion endotelial han resultado en la
incorporacion de glicosaminoglicanos como
el sulodexide, el cual estd compuesto por
una mezcla de 80% de heparina y 20% de he-
paran sulfato y al que se le atribuye actividad
antitrombdtica, profibrinolitica y antiinfla-
matoria, y es considerado como un agente
regulador del balance lipoproteico (11-14).
Los hallazgos obtenidos en modelos experi-
mentales de disfuncién endotelial, han de-
mostrado el efecto favorable del sulodexide,
al disminuir de una manera significativa el
numero de células endoteliales descamadas
en modelos de disfuncion endotelial, por lo
que es considerado un agente protector del
endotelio, con un posible efecto preventivo
del aumento de la permeabilidad endotelial
asociada a la diabetes (15). Por otra par-

te, a nivel renal el sulodexide previene los
cambios morfologicos del glomérulo que se
presentan como consecuencia del desarro-
llo de la diabetes (16-19). Sin embargo, en
dos grandes ensayos aleatorios doble ciego,
controlados con placebo, que involucraron
sujetos diabéticos con micro y macroalbumi-
nuria, el sulodexide no logr6 reducir la ex-
crecién de albtimina en orina, lo cual pone
en duda el efecto renoprotector de dicho gli-
cosaminoglicano (20,21).

Debido a lo antes expuesto, hoy en dia
sigue siendo considerado controversial el
posible efecto renoprotector del sulodexide
en pacientes diabéticos, por lo que se hace
imprescindible ampliar el andlisis de la ex-
travasacion de proteinas. La cuantificacion
de la extravasacién de proteinas plasmaticas
mediante la determinacion de los valores de
proteinuria y microalbuminuria, ha permiti-
do evaluar la disfuncién endotelial asociada
a alteraciones en la permeabilidad vascular
a nivel glomerular. Este tipo de pruebas en
modelos animales pueden ser influenciadas
por varios factores que afectan la permeabi-
lidad de la barrera endotelial, entre los que
se incluyen la edad y el peso del animal, con-
diciones ambientales como la temperatura,
la humedad, y muy importante el estrés de
manipulacion de los animales de experi-
mentacion. Considerando lo anteriormente
descrito, se escogio el método de azul de
Evans para cuantificar la extravasacion de
proteinas plasmaticas de forma directa. El
método de azul de Evans ha permitido eva-
luar este parametro gracias a la propiedad
del colorante de unirse cuantitativamente a
la albdmina, tanto in vifro como in vivo. Esta
propiedad ha sido ampliamente usada para
cuantificar la extravasacién proteica como
un indice del incremento de la permeabili-
dad vascular ¢ indirectamente del dano ti-
sular (22). Gracias a esta caracteristica fue
el método seleccionado en este trabajo de
investigacion para determinar posibles cam-
bios en la permeabilidad endotelial en el ri-
nén en un modelo de diabetes tipo I (DMI),
luego del tratamiento con el sulodexide y
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contribuir de este modo con el estudio de
los posibles efectos terapéuticos de este tipo
de glicosaminoglicanos en la nefropatia dia-
bética.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Los experimentos fueron realizados en
ratas de la cepa Sprague-Dawley, machos,
de 8 a 10 semanas de edad, con un peso
comprendido entre 250-300 g, las cuales se
dividieron en los siguientes grupos (n=10/
grupo): grupo control, grupo STZ-SS (diabé-
ticas tratadas con solucién salina) y grupo
STZ-SDX (diabéticas tratadas con una do-
sis de 15 mg/kg/dia de sulodexide). Todos
los experimentos fueron realizados siguien-
do las buenas practicas para el manejo de
animales de laboratorio y fueron aprobados
por el Comité de Bioética de la Escuela de
Medicina José Maria Vargas (22). Los ani-
males fueron mantenidos con periodos al-
ternos de luz y oscuridad, permitiéndoles
libre acceso al agua y a la comida (comida
estandar para ratas de laboratorio con un
21% de proteina, 4% de grasas, 5% de fibra
y 52% de carbohidratos).

Induccion de la diabetes

La diabetes fue inducida mediante la
administracién de una inyeccion tnica de
estreptozotocina (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO), 60 mg/Kg de peso, en la vena
caudal. El incremento de la glicemia fue
confirmado a los 2 y 7 dias posteriores a
la administracién de estreptozotocina, me-
diante la determinacion de los niveles san-
guineos de glucosa utilizando un método
enzimatico (Glucosa HK Reagent, Bayer), y
posterior a ello los animales fueron asigna-
dos al azar a los diferentes grupos de tra-
tamiento. Fueron considerados animales
francamente diabéticos los que tuviesen un
nivel de glicemia superior a 160,20 mg/dL,
segun el rango considerado normal para la
especie, sexo y edad (23).

Tratamiento con sulodexide

El tratamiento con sulodexide, en las
ratas del grupo STZ-SDX, se inici6 a los 7
dias posteriores a la inyeccion de estreptozo-
tocina, administrandolo por via subcutdnea,
a la dosis de 15 mg/Kg/dia, por tres meses.

Farmacos

El sulodexide (Vessel Due®), fue sumi-
nistrado en ampollas por Laboratorios El-
mor S.A. Caracas, Venezuela. Cada ampolla
contiene: sulodexide 60 mg equivalente a
600 LSU (unidad de liberacion lipasémica),
excipientes csp 2 mL

Determinacion de las variables
metabolicas

Los niveles de glicemia, triglicéridos en
plasma, colesterol en plasma y creatinina plas-
maética fueron determinados mediante espec-
trofotometria, utilizando los siguientes estu-
ches comerciales de Stanbio Laboratory (Texas,
USA): Stanbio Glucosa Liquid Color, Stanbio
Triglicéridos Liquid Color, Stanbio Colesterol
Liquid Color y Stanbio Creatinina directa Li-
quid Color, respectivamente, a los 45 y 90 dias
de iniciado el tratamiento con sulodexide o con
el volumen equivalente de solucion salina.

Determinacion de la presion arterial

El registro de la presion arterial, se rea-
liz6 en ratas conscientes, utilizando un mé-
todo no invasivo, mediante el uso de un ple-
tismégrafo digital de cola (LE 5000, LETICA
Scientific Instrument, Barcelona, Espana).
Las ratas fueron sometidas a calentamien-
to para producir vasodilatacion de los vasos
sanguineos periféricos colocdndolas en una
estufa (42°C) durante 15 minutos, utili-
zando para ello una estuta (Memmert, 854
Schawabach, Western Germany). Posterior-
mente se inmovilizaron en un cepo, y se les
coloco en la cola el manguito para determi-
nar la presion arterial, este manguito estuvo
conectado al transductor de pulso que per-
mite el registro de este parametro, midien-
do ademas la frecuencia cardiaca (FC). Los
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valores reportados son ¢l promedio de tres
registros sucesivos, obtenidos al inicio dela
etapa experimental (LB) y a los 45 dias y 90
dias de iniciado el experimento.

Determinacion de proteinas en la orina

La determinacion de las proteinas en la
orina se llevé a cabo por el método de rojo de
Ponceau, luego de realizar una curva estandar
con albamina sérica bovina y posterior com-
paracion de los valores obtenidos por espec-
trofotometria con los resultados obtenidos de
las muestras de orina, recolectadas a los 45
dias y 90 dias de iniciado el experimento.

Cuantificacion de la extravasacion
de proteinas plasmaticas

La cuantificacién de la extravasacién de
proteinas plasmaticas se realiz6 al finalizar
la etapa experimental con el método de azul
de Evans (22). Para ello, se tomaron al azar
5 animales pertenecientes a cada grupo de
experimentacion (control, SSTZ-SS y STZ-
SDX) y fueron anestesiados con pentobarbi-
tal, la vena yugular fue canulada y el azul de
Evans fue administrado a una concentracion
de 50 mg/kg de peso (20 mg/mL + hepari-
na 100 Ul/mL), a una velocidad de 1 mL/
min durante 2 min. Quince minutos des-
pués, el colorante fue removido del sistema
cardiovascular por perfusién intracardiaca
de 25 mL de solucién salina (NaCl 0,9 %) a
37°Cy a una de velocidad de 25 mL/min du-
rante 2 min. Posteriormente, se obtuvo una
muestra del rifidn izquierdo de aproximada-
mente 0,6 g de peso, la cual se colocd en un

volumen exactamente medido de formamida
(2 mL). El contenido del colorante azul de
Evans de la muestra de rinén fue determina-
do después de su extraccién con formamida
(durante 24 horas, a 60°C), utilizando espec-
trofotometria a 620 nm. La cantidad de azul
de Evans fue reportada en ug AE/g tejido.

Estudios histopatolégicos

Al finalizar los 3 meses de tratamiento se
sacrificaron al azar 5 animales pertenecien-
tes a cada grupo y seguidamente fueron des-
angrados y extraidos sus rifones izquierdos.
De cada rifién se corté un polo que incluia
corteza y médula y se tind con hematoxilina-
eosina. Todos los cortes fueron examinados
al microscopio 6ptico (aumento 250 X) bus-
cando evidencias de cualquier cambio celular
inducido por la DMI y el posible papel del su-
lodexide ante el desarrollo de las alteraciones
del tejido asociadas al modelo en cuestion.

Anilisis Estadistico

Se aplicé la prueba de variancia ANOVA
de una via y los resultados fueron reporta-
dos como la media = el error estandar de la
muestra (EEM). Valores de p<0,05 se consi-
deraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Valoracion de las variables metabdlicas

En la Tabla I se muestran los promedios
de glicemia basal y los obtenidos a los 45 y
90 dias de iniciada la etapa experimental.
Luego de la induccion de la DMI se elevaron
los niveles de glicemia en el grupo experi-

TABLA 1
VALORES DE GLICEMIA

Glicemia Basal
Grupo

Glicemia 45 dias Glicemia 90 dias

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 111,93 * 2,58 120,54 + 5,76 130,70 + 3,95
STZ-SS 112,56 + 5,19 505,14 = 16,09* 498,89 + 22,63*
STZ-SDX 113,57 * 3,18 500,35 * 20,85* 466,89 + 27,21*

Datos expresados como la media * error estandar, para un minimo de 10 animales. *p <0,001 vs control.
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mental SDZ-SS y en ¢l grupo experimental
STZ-SDX, con diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control, sin
presentarse diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre los niveles de hiperglicemia
de ambos grupos diabéticos a los 45 y 90
dias (Tabla I)

Los niveles de triglicéridos plasmaticos y
de colesterol plasmatico obtenidos a lo largo
del experimento se muestran en la Tabla II.
Los valores de triglicéridos del grupo control
a los 45 dias y 90 dias de iniciado el experi-
mento se ubic6 en el rango normal. Por su
parte, ambos grupos diabéticos (STZ-SS y
STZ-SDX) evidenciaron un incremento consi-
derable de los niveles de triglicéridos respec-
to al grupo control a los 45 dias y al finalizar
la etapa experimental. En cuanto a los valores
de colesterol a los 45 dias de tratamiento, se
acercaron a los valores normales reportados
para la especie en todos los grupos de experi-
mentacion. Transcurridos 90 dias de iniciada
la etapa experimental, el valor de colesterol

del grupo control sigui6é estando dentro del
rango considerado normal en ratas y en los
grupos restantes hubo un ligero aumento de
los valores de colesterolemia, con una dife-
rencia estadisticamente significativa entre el
subgrupo STZ-SS y el grupo control.

En relacion a los valores obtenidos de
creatinina plasmatica mostrados en la Ta-
bla III, los resultados del subgrupo STZ-SS a
los 45 dias de observacién, evidenciaron un
incremento estadisticamente  significativo
respecto al grupo control y al subgrupo STZ-
SDX por encima de los valores considerados
normales para la especie. A los 90 dias de la
etapa experimental los valores de creatinina
plasmaitica se incrementaron en ambos gru-
pos diabéticos, sin embargo, el grupo diabéti-
co STZ-SS muestra una diferencia estadistica-
mente significativa respecto al grupo control.

Los valores de presion arterial media
(PAM), presion sistolica (PS) y presion dias-
tolica (PD), a lo largo del tiempo se mues-
tran en la Tabla IV. Los valores de PAM se

 TABLATI ,
VALORES DE TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL PLASMATICOS
Grupo 45 dias 90 dias
Control 66,07 = 6,15 79,30 = 7,96
Triglicéridos STZ-SS 326,87 + 29,18%* 515,79 + 24,38+
(mg/dL) STZ-SDX 257,87 + 28,71+ 460,51 + 31,74%*
Control 58,60 + 2,29 0,05 + 1,8
Colesterol STZ-SS 64,72 + 3,92 88,18 + 9,69%
(mg/dL) STZ-SDX 60,36 = 1,18 76,72 + 5,29

Datos expresados como la media = error estandar, para un minimo de 10 animales.

*p<0,05 ws control.

*#p <0,001 vs control,

TABLA 1II )
VALORES DE CREATININA PLASMATICA
Grupo 45 dias 90 dias
Control 1,20 = 0,23 1,98 = 0,49
Creatinina en plasma STZ-SS 3,21 £ 0,57%% 7,29 £ 1,51%*
(mg/dL) STZ-SDX 1,72 = 0,12% 455 + 1,01

Datos expresados como la media * error estandar, para un minimo de 10 animales. *

al comparar el grupo STZ-SDX frente al grupo STZ-SS.

“*p <0,01 vs control, *p<0,05
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hallaron incrementados a los 45 dias y 90
dias de iniciado el experimento, en relacion
con los valores basales en los animales fran-
camente diabéticos, sin evidenciarse una di-
ferencia estadisticamente significativa entre
la PAM del grupo STZ-SS y la PAM del grupo
STZ-SDX. Los valores de presion sistolica
(PS) basal, estaban dentro del rango normal
para la especie, sin presentarse diferencia es-
tadisticamente significativa entre los grupos
del ensayo. Transcurridos 45 dias de trata-
miento y al desarrollarse el modelo de DMI,
los valores de PS se mantuvieron dentro del
rango normal en el grupo control y en el
grupo STZ-SDX, elevandose solo en el grupo
STZ-SS. En cuanto a los valores de PD luego
de 45 dias de tratamiento, se mantuvieron
normales en el grupo control y se elevaron
en mayor proporcion en el grupo diabético
tratado con solucion salina. Tales elevacio-
nes se presentaron también a los 90 dias de
tratamiento, mostrandose nuevamente de
manera mas evidente en el grupo diabético
tratado con solucion salina.

Determinaciones urinarias

Con respecto a la proteinuria, los valores
mostrados en la Tabla V evidenciaron que los
niveles basales estaban dentro de los valores
normales para la especie y que la induccion
de la DMI produjo un incremento significati-
vo de la excrecién urinaria de albdmina con
respecto al grupo control a los 45 dias se ob-
servacion en el grupo diabético tratado con
solucion salina. El tratamiento durante 45
dias con SDX permiti6 prevenir el incremento
en la excrecion de albtimina en el grupo dia-
bético tratado con SDX respecto al grupo dia-
bético tratado con solucion salina, lo cual fue
confirmado por los resultados obtenidos a los
90 dias del ensayo experimental. Por su parte,
los resultados obtenidos de la extravasacion
de albimina (Tabla V) al realizar el método
colorimétrico azul de Evans, muestran un
aumento de la extravasacion de albiimina en
ambos grupos diabéticos (STZ-SS y SRZ-SDX)
al compararlos con los del grupo control, sin
embargo, la diferencia respecto al control fue
mucho mas significativa en el grupo STZ-SS.

TABLA IV
VALORES DE PRESION ARTERIAL

Grupo Basal 45 dias 90 dias
Presién Control 101,94 = 445 96,71 = 6,43 86,67 = 7,90
arterial
media STZ-SS 100,71 = 4,45 135,96 = 6,86%%* 136,55 + 5.97%%*
(mmHg)
STZ-SDX 99,93 = 4,76 112,08 = 3,13% 116,44 + 5,39%*
Presién Control 107,81 = 8 120,14 = 6,91 114,66 = 5,11
arterial
sistdlica STZ-SS 119,77 = 3,67 156,33 = 6,05%*% 149,44 = 5,10%
(mmHg)
STZ-SDX 117,16 = 3,35 131,37 = 3,59* 137,11 = 8,7
Presién Jontrol 84,45 = 5,57 84,71 = 7,73 78,33 £ 7,55
arterial
diastolica STZ-SS 86,88 = 3,73 127,04 £ 7,29%%* 127,00 £ 6,60%%*
(mmHg) STZ-SDX 88,33 = 4,63 99,62 = 4,76% 100,66 *= 6,13%
Datos expresados como la media * error estandar, para un minimo de 10 animales. ***p <0,001 vs control,

##*p <0,05 vs control, *p<0,05 al comparar el grupo STZ-SDX frente al grupo STZ-SS.
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TABLAV
JALORES DE ALBUMINA EN ORINA Y EXTRAVASACION DE ALBUMINA

Grupo 45 dias 90 dias
Control 8,90 + 0,59 8,88 + 0,26
Albumina en orina STZ-SS 24,93 = 2,54 30,34 x 2,82%%%
(mg/24 b STZ-SDX 14,86 + 2,58+ 18,51 + 2,75%++
Control - 6,31 = 0,61
Extravasacion de albumina STZ-SS e 15,55 = 2,15%%
(g AE/g de tejido) STZSDX 9.73 = 1.30*

Datos expresados como la media = error estdndar, para un minimo de 10 animales. **p <0,001 vs control,
*p <0,01vs control, *p <0,05 vs control, +p<0,05 al comparar el grupo STZ-SDX frente al grupo STZ-SS,++p<0,01

al comparar el grupo STZ-SDX frente al grupo STZ-SS.

Estudios histopatolégicos

La evaluacion de los cortes histolégicos
con tincion de hematoxilina-eosina de rino-
nes del grupo control mostré la estructura
normal del intersticio renal de ratas macho
Sprague Dowley. En la Fig. 1 se pueden ob-
servar tres glomérulos renales viables, sin
cambios segmentarios o difusos, con una
matriz y celularidad mesangial conservada,
paredes capilares con espesor regular y lu-
ces abiertas con espacio urinario amplio
(triangulo). Los vasos sanguineos parecen
no mostrar evidencias de necrosis o inflama-
cion y los tabulos renales no presentan in-
clusiones celulares ni vacuolizacién y poseen
membrana basal conservada. En la Fig. 2, se
destacan los cambios a nivel de los glomé-
rulos renales del grupo STZ-SS, los cuales
aparentemente muestran espacios urinarios
reducidos (triangulo), cambios difusos, au-
mento de la matriz mesangial, paredes ca-
pilares engrosadas con luces colapsadas y
adherencias a la capsula de Bowman. Los
tibulos renales presentan cilindros hialinos,
hematicos, granulosos y con una degenera-
cion hidrépica acentuada. En estos rinones
se puede apreciar un posible reforzamiento
fibroso de las paredes vasculares, aunque la
mayor parte de los vasos presentan las luces
permeables (flecha). La Fig. 3, exhibe una

estructura renal del grupo STZ-SDX la cual
pareciera ser cercana a lo normal para la es-
pecie, con glomérulos renales en su mayoria
viables. Sin embargo, por efecto de la DMI,
algunos muestran luces congestivas y los t-
bulos renales evidencian cilindros hialinos y
degeneracion hidrépica, en este caso pudie-
se sugerirse que no es tan acentuada como
en las muestras de rin6n de animales con
diabetes tratados con solucién salina.

DISCUSION

La insuficiencia renal por nefropatia,
es la principal causa de muerte en los pa-
cientes con diabetes, como consecuencia
del incremento de la probabilidad de desa-
rrollar las complicaciones vasculares que
caracterizan a este tipo de enfermedad me-
tabolica (24,25). Uno de los signos que se
asocian al dafio vascular, es el incremento
de la permeabilidad endotelial la cual pue-
de estar asociada con microalbuminuria en
estadios posteriores. En la actualidad, esta
se considera como una de las primeras mani-
festaciones de la enfermedad vascular (26).
Cuando existe microalbuminuria, es porque
se ha alterado de forma permanente la mem-
brana basal glomerular, aumentando el ta-
mano de sus poros debido a cambios funcio-
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Fig. 1. Microfotografia de corteza renal de anima-
les control donde se observan tres gloméru-
los renales viables (flechas), sin aparentes
cambios segmentarios o difusos, con una
matriz y celularidad mesangial conservada,
paredes capilares con espesor regular y lu-
ces abiertas con espacio urinario amplio.
(250X, hematoxilina-eosina).

Fig. 2. Microfotografia de corteza renal de animales
diabéticos tratados con solucién salina en la
que se observan glomérulos renales (flechas),
que muestran espacios urinarios reducidos
con cambios difusos, aumento de la matriz
mesangial, paredes capilares engrosadas con
luces colapsadas y adherencias a la capsula de
Bowman (250X, hematoxilina-cosina).

Fig. 3. Microfotografia de corteza renal de animales
diabéticos tratados con sulodexide donde se
observan glomérulos renales (tflechas) en su
mayoria con una estructura renal cercana a
lo normal y sin adherencias a la capsula de
Bowman. (250X, hematoxilina-eosina).

nales y estructurales como la pérdida de la
selectividad de carga a nivel de la membrana
basal, lo cual facilita que progrese la lesion
glomerular (27-31). La patofisiologia del in-
cremento de la permeabilidad endotelial y la
asociacion de esta con riesgo cardiovascular
permanecen aun por definirse, sin embargo,
se sabe que la hiperglicemia es un factor
causal de dichas alteraciones. En el presen-
te estudio, se escogié la prueba de azul de
Evans para cuantificar la extravasacion de
proteinas plasmaticas de manera directa y
relacionar los resultados obtenidos con po-
sibles cambios en las variables metabdlicas,
parametros cardiovasculares, determinacio-
nes urinarias y estudios histopatolégicos, al
ser tratados los animales de experimenta-
cion francamente diabéticos con sulodexide.

Con relacion a las variables metabdli-
cas y especificamente al perfil lipidico, los
niveles de triglicéridos en ambos grupos
diabéticos mostraron un incremento consi-
derable respecto al grupo control a los 45
y 90 dias de tratamiento. Por su parte, las
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determinaciones de colesterol plasmatico
a los 45 dias, fueron normales en todos los
grupos, sin embargo, a los 90 dias de trata-
miento se evidencio un ligero incremento en
los grupos diabéticos, que solo fue estadis-
ticamente significativo respecto al control
en el grupo diabético tratado con solucion
salina. Estos resultados tienen relacion con
el uso inicial del sulodexide en la medicacion
hipolipidémica debido a su efecto sobre la
liberacion de lipoproteina lipasa, luego de su
administraciéon por via parenteral u oral, lo
cual se relaciona con los resultados obteni-
dos en un modelo experimental de hiperco-
lesterolemia realizado en conejos, donde se
demostré que el tratamiento con sulodexide
reduce los niveles plasmaticos de coleste-
rol y la acumulacion del mismo a nivel de la
aorta abdominal en animales con hipercoles-
terolemia. Del mismo modo, se confirmd el
efecto hipolipidémico del sulodexide al dis-
minuir los niveles de la lipoproteina de baja
densidad (LDL) en ratas hiperlipidémicas o
hipertrigliceridémicas (32-34).

Al evaluar la funcién cardiovascular se
evidencié que los resultados obtenidos de
PAM, PS y PD se ajustaban a los obtenidos
en modelos animales de diabetes ¢ hiperten-
sién, basados en el incremento de los carbo-
hidratos en la dieta, los cuales asociaron la
aparicién de hipertension con el desarrollo
de insulinoresistencia (35-37). En ese senti-
do, se evidencié un aumento de la PAM res-
pecto al control a los 45 dias de observacion
en el grupo STZ-SS, con un incremento con-
siderable en ambos grupos diabéticos a los
90 dias. En relacion a la PS y PD, estas se
incrementaron significativamente a los 45
dias y 90 dias de iniciado el tratamiento en el
grupo STZ-SS. El desarrollo de hipertension
a los 45 dias de la etapa experimental en el
grupo STZ-SS y a mayor escala a los 90 dias
en comparacion al subgrupo STZ-SDX, pue-
de relacionarse con el efecto de este farmaco
del tipo glicosaminoglicano en la prevencion
de la pérdida de la respuesta vasodilatadora
del endotelio, inducida por la diabetes, tal
como lo demuestran los resultados obteni-

dos del tratamiento con sulodexide en ratas
diabéticas, sobre la relajacion inducida por
acetilcolina en la aorta y arteria mesenté-
rica (38,39). Adicionalmente, otras investi-
gaciones han aportado evidencia de que la
reduccion en la capacidad de relajacion de-
pendiente de endotelio inducida por la dia-
betes, parece ser el resultado de deficiencia
en la produccion de oxido nitrico (ON), lo
cual permite sugerir que el efecto protector
sobre el endotelio ejercido por el sulodexi-
de, esta relacionado con la preservacion de
la accion del ON, al incrementarse la sintasa
de oxido nitrico en el riidon (40). Por otra
parte, se ha demostrado que la degradacion
del acido hialurénico en el glicocaliz induce
la pérdida de relajacion ante el estrés y dis-
minuye la liberacion de ON, indicando una
relacion entre las funciones mediadas por el
ON y los glicosaminoglicanos (41).

La determinacion de los valores de
creatinina plasmética obtenidos a los 45 dias
de tratamiento mostré hipercreatinemia en
el grupo diabético tratado con solucion sali-
na. En este mismo periodo de observacion,
el valor de creatinina sérica del grupo dia-
bético tratado con sulodexide no evidencio
un aumento respecto al grupo control, lo
cual permitiria inferir que la funcién renal
comenzo a estar comprometida en el grupo
diabético que no recibié sulodexide. Luego
de finalizada la etapa experimental a los 90
dias de tratamiento, los valores de creatini-
na plasmatica se incrementaron en ambos
grupos diabéticos. Dicho incremento fue
estadisticamente significativo para el gru-
po diabético tratado con solucién salina al
compararlo con los resultados del grupo
control y, adicionalmente, también mostro
el nivel de creatinina sérica de este grupo
una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) con los resultados obtenidos en ¢l
grupo diabético tratado con sulodexide.

Los resultados obtenidos de la deter-
minacién de las proteinas en la orina, evi-
dencian el incremento significativo de la
excrecion urinaria de albtimina tinicamente
en el grupo diabético tratado con solucion
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salina. Se podria sugerir en consecuencia,
que el tratamiento con sulodexide durante
3 meses permitié prevenir el incremento
de la excrecion de albimina en los anima-
les diabéticos. En ese sentido, relacionando
los valores de albuminuria con los valores de
creatinemia se confirma que el dafio renal
fue en cierto grado mayor en aquellas ratas
que no reciben tratamiento con SDX, lo cual
se relaciona con resultados obtenidos en
modelos experimentales de diabetes en ra-
tas y como se evidencia en diversos ensayos
clinicos realizados en pacientes diabéticos
con glomerulonefritis que fueron tratados
con sulodexide, pudiendo considerarse que
este efecto beneficioso sobre la integridad
endotelial, podria ser eficaz en la prevencion
del desarrollo de otras microangiopatias en
la diabetes (42-47).

A pesar de la importancia clinica de la
nefropatia diabética, los mecanismos de pa-
togénesis siguen siendo confusos. En gran
parte, todavia no se ha entendido la natura-
leza del aumento de la permeabilidad endo-
telial. El poco conocimiento que se tiene se
debe a que la permeabilidad microvascular es
intrinsecamente dificil de medir, tomandose
como una medida de permeabilidad, el flujo
de un solvente o de un soluto (coeficiente
de permeabilidad de soluto, coeficiente de
filtracion de fluido, etc.). Dichas medidas
estan obstaculizadas por factores hemodina-
micos como la velocidad de flujo, el gradien-
te de presion hidrostatica, la concentracion
de soluto y la superficie disponible para el
intercambio (48). Muy pocos estudios que
describen la medida de la permeabilidad con
respecto a la diabetes han controlado todos
estos factores. Una de las pruecbas que per-
mite controlar en buena medida los factores
hemodindmicos antes mencionados, es la
prueba de azul de Evans, ampliamente utili-
zada para determinar la permeabilidad de va-
sos sanguineos y a nivel miofibrilar en mode-
los in vivo e in vitro (48-52). El colorante azul
de Evans (T-1824) es una molécula de 961
Da que se asocia fuertemente a la albtimina
de manera irreversible. El complejo azul de

Evans-albtimina puede ser identificado por
auto-fluorescencia en tejido a través de un
microscopio de fluorescencia, y determina-
do y cuantificado por espectrofotometria de
muestras de suero o de tejido homogeneiza-
do, siendo esta ultima la técnica utilizada en
nuestro estudio para cuantificar el complejo
Evans-albtimina en las muestras de rinén de
cada uno de los grupos de experimentacion.
Los resultados obtenidos de la espectrofoto-
metria de las muestras de rindn evidenciaron
una menor proporcion del complejo Evans-
albdmina en las muestras pertenecientes al
grupo control al compararlos con los valores
mostrados por los grupos diabéticos. Consi-
derando estos resultados, como una medida
de extravasacion de proteinas plasmaticas,
y en consecuencia de permeabilidad endo-
telial, a pesar de no contar con valores de
referencia de otros trabajos de investigacion
relacionados con la permeabilidad endote-
lial en modelos animales de DMI basados en
la prueba de Azul de Evans, se podria inferir
que efectivamente el tratamiento con sulo-
dexide permiti6 prevenir o disminuir el gra-
do de alteraciones en la integridad glomeru-
lar debidas a la diabetes y en consecuencia,
el aumento en la permeabilidad microvascu-
lar tal como lo evidencian diferentes ensa-
yos clinicos (53, 54). Por su parte, el ana-
lisis histopatologico pudiese sugerir que el
sulodexide posee un efecto protector de los
glicosaminoglicanos ante los cambios mor-
fol6gicos producidos por la diabetes a nivel
de los glomérulos renales, ya que las altera-
ciones estructurales asociadas a esta pato-
logia, se evidencian en menor grado en los
animales tratados con sulodexide al compa-
rarlos con los cambios en la histoarquitec-
tura del rin6n de los animales francamente
diabéticos tratados con solucion fisiologica.
Para poder afirmar que efectivamente se
previenen los cambios estructurales asocia-
dos a la diabetes en los rinones de animales
diabéticos tratados con sulodexide, los ha-
llazgos histopatolégicos antes mencionados
deberian ser confirmados realizando un tipo
de coloraciéon mas especifica como lo es el
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método de tincion de PAS (acido peryddico
schiff), el cual permite detectar polisacari-
dos en tejidos, tanto glucogeno como muco-
polisacaridos y tenir las membranas basales.

Finalmente, estos hallazgos contribu-
yen al conocimiento de la patogénesis de la
nefropatia diabética, lo cual es fundamental
para la prevencion y control de los factores
que favorecen su progresion y, permite inferir
que efectivamente la administracion exoge-
na de glicosaminoglicanos, pudiese amino-
rar el avance de la permeabilidad endotelial
renal que conduce a disfuncién endotelial.
Al determinar la extravasacion de albiimina
a través del método de azul de Evans, el cual
consiste en una prueba colorimétrica direc-
ta y con excelentes propiedades cualitativas,
la cual esta sujeta a menores factores exter-
nos que pudiesen alterar los resultados y de
este modo se pueden obtener evidencias ex-
perimentales que corroboran los diferentes
ensayos clinicos realizados en pacientes dia-
béticos tratados con sulodexide.
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