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Resumen. La disfunción endotelial (DE) se presenta en pacientes con hi-

percolesterolemia, hipertensión arterial, obesidad y diabetes mellitus. Eviden-

cias sugieren un papel de los glicosaminoglicanos en la DE. Evaluamos el efec-

to del sulodexide (SLD), un glicosaminoglicano utilizado en el tratamiento de

la albuminuria y la enfermedad isquémica en pacientes diabéticos, sobre la re-

lajación arterial y los cambios morfológicos en un modelo experimental de

diabetes tipo 1. La diabetes se indujo a ratas Sprague Dawley administrando

estreptozotocina (STZ), 60 mg/kg, i.v. Los animales fueron distribuidos en los

siguientes grupos: I= control, II= diabéticas, III: control + sulodexide, IV=

diabéticas + sulodexide (15 mg/kg/día s.c). A los 3 meses fueron sacrifica-

dos, las aortas extraídas para evaluar la relajación vascular inducida por acetil-

colina (Ach) y nitroprusiato de sodio en anillos precontraídos con fenilefrina.

Fueron evaluadas histológicamente mediante microscopía de luz y coloracio-

nes diversas. El SLD in vitro no modificó la tensión basal de los anillos arteria-

les en reposo o precontraídos con fenilefrina. La diabetes disminuyó la capaci-

dad de relajación arterial en respuesta a la Ach en un 28,8-35,1% vs control,

efecto que fue prevenido por SLD. No se observó diferencia significativa en la

relajación inducida por nitroprusiato sódico entre los grupos. El estudio histo-

lógico en los animales diabéticos mostró alteraciones estructurales, particu-

larmente en la íntima y la adventicia, cambios que fueron prevenidos por el

tratamiento con SLD. Nuestros resultados apoyan la potencial utilidad tera-

péutica del SLD en el tratamiento de la disfunción endotelial.
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Effect of sulodexide on aortic vasodilation capacity and
associated morphological changes in rats
with streptozotocin-induced diabetes.
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Abstract. Endothelial dysfunction (ED) is observed in patients with hy-

percholesterolemia, arterial hypertension, obesity and diabetes mellitus. Re-

cent evidences suggest the involvement of glycosaminoglycans(GSG) in ED.

We evaluated the effect of sulodexide (SLD), a natural GSG used in

albuminuria and ischemic diabetes treatment, on arterial relaxation and vas-

cular morphological changes in a diabetic type I model. Diabetes was induced,

in Sprague-Dawley rats by streptozotocine (STZ) administration, 60 mg, iv.

Rats were divided into four groups; I: control, II: diabetics, III: control + SLD,

IV: diabetics treated with SLD (15 mg/day). After three months,

phenylephrine precontracted aortic rings were used to evaluate acetylcholine

(ACh) and sodium nitroprusside (NPS) relaxation capacities. Light micros-

copy of aorta was done with several staining procedures. In vitro, SLD did not

change smooth muscle tone in resting or phenylephrine precontracted aortic

rings. In diabetic rats, ACh relaxation was 28.8-35.1% lower than in control

rats. Diabetic rats treated with SLD showed aortic ACh relaxation similar to

control rats. No significative statistical difference was found in endothe-

lium-independent NPS relaxation, between the different groups. Light micros-

copy histological studies revealed important morphological alterations, par-

ticularly in intima and adventitia layers of aortic artery; those changes were

dramatically reversed in SLD treated rats. Our experiments support the con-

clusion that SLD is a potential drug for improving endothelial dysfunction in

diabetes.
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INTRODUCCIÓN

Las células endoteliales cumplen un

papel fundamental en el mantenimiento de

la homeostasis a través de la síntesis de sus-

tancias vasoactivas que modulan el tono

vascular, inhiben la agregación plaquetaria,

la proliferación de células musculares lisas

y activan la fibrinólisis (1, 2). En la disfun-

ción endotelial (DE), el endotelio pierde la

capacidad de regular el comportamiento fi-

siológico del lecho vascular, condición ésta,

que ha sido implicada como uno de los

eventos iniciales en la patogénesis de la ate-

roesclerosis (3). Entre las causas que pro-

ducen DE podemos citar la elevación y oxi-

dación de las lipoproteínas de baja densi-

dad, el aumento de los radicales libres, el

hábito de fumar, la hipertensión arterial, al-

teraciones genéticas y la elevación de la ho-

mocisteína plasmática (4, 5). La diabetes

mellitus (DM), enfermedad que cursa con

alteraciones del metabolismo de los car-

bohidratos, grasas y proteínas, junto con un

déficit absoluto o relativo de la secreción de

insulina o grados variables de resistencia a
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esta hormona, también se asocia a DE. La

mayoría de pacientes con DM de larga evo-

lución presentan complicaciones microan-

giopáticas renales y oculares, así como ma-

croangiopáticas con compromiso de arte-

rias coronarias, de la circulación periférica

y neuropatía (6-8).

En 1989, Deckert y col. propusieron la

existencia de una correlación entre la dis-

función vascular generalizada y la microal-

buminuria, con alteración de las enzimas

involucradas en el metabolismo de compo-

nentes aniónicos de la matriz extracelular,

y pérdida de proteoglicanos. La aparición

de proteinuria coincide con el engrosa-

miento de la membrana basal glomerular y

la reducción de las cargas aniónicas, debido

a la glucosilación no enzimática de proteí-

nas de la membrana basal o alteraciones

metabólicas de los glicosaminoglicanos

(GSG), lo que determina un aumento anor-

mal de permeabilidad (9-11). El tratamien-

to con GSG mejora la proteinuria en estos

pacientes (12-14).

El objetivo de este estudio fue evaluar

el efecto del sulodexide (SLD), sobre las al-

teraciones producidas por la diabetes expe-

rimentalmente inducida mediante la admi-

nistración de estreptozotocina, sobre la va-

sodilatación arterial dependiente e indepen-

diente del endotelio y su correlación con

cambios histológicos visibles en la aorta de

ratas. El sulodexide, GSG aislado y purifica-

do de la mucosa intestinal del cerdo ha de-

mostrado su efectividad en el tratamiento

de la enfermedad isquémica, debido a su ac-

ción fibrinolítica, antitrombótica, hemo-

rreológica y protectora del endotelio (15,

16). Por esta razón, es posible que su admi-

nistración exógena pueda mejorar algunas

variables asociadas a la diabetes; específica-

mente, nos propusimos investigar si el SLD

(Vessel Due F, Laboratorios ELMOR®), es

capaz de modificar el tono vascular y preve-

nir las alteraciones de la respuesta vasodila-

tadora, junto a los cambios morfológicos

que se producen en las arterias de ratas con

diabetes experimentalmente inducida por

estreptozotocina.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron ratas de la cepa Spra-

gue-Dawley, machos, de 200 a 250g de

peso, las cuales se dividieron en los siguien-

tes grupos (n=10-12/grupo): Grupo I: con-

trol, Grupo II: diabetes inducida por estrep-

tozotocina, Grupo III: tratadas con sulode-

xide. Grupo IV: diabéticas tratadas con su-

lodexide.

Inducción de la diabetes
La diabetes fue inducida mediante la

administración de una inyección única de es-

treptozotocina (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 días posteriores a la

administración de estreptozotocina, median-

te la determinación de los niveles sanguí-

neos de glucosa utilizando un método enzi-

mático (Glucosa HK Reagent, Bayer), y pos-

terior a ello los animales fueron asignados al

azar a los diferentes grupos de tratamiento.

Tratamiento con sulodexide
El tratamiento con sulodexide, en las

ratas del grupo III como en los animales

diabéticos, se inició a los 7 días posteriores

a la inyección de estreptozotocina, adminis-

trándolo por vía subcutánea, a la dosis de

15 mg/Kg/día durante cinco días a la sema-

na, por tres meses.

Reactividad de los anillos de aorta
Bajo anestesia con pentobarbital sódi-

co por vía i.p. a la dosis de 30 mg/Kg, se

practicó toracotomía para extraer los dos

tercios proximales de la aorta torácica. De

ella se obtuvo un segmento de 2 cm de lon-

gitud, el cual fue suspendido en estribos

metálicos para el registro de los cambios de
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tensión muscular utilizando un transductor

de fuerza conectado a un polígrafo marca

LETICA SA (España). Los anillos fueron co-

locados en baños para órganos aislados, con

una tensión basal de 1,5 g en solución de

Krebs-Henseleitt (pH 7,4) de la siguiente

composición (mM): NaCl 118, 0, KCl 4,7,

CaCl2 2,5, MgSO4 7H2O 1,2, Na2HPO4 1,2,

NaHCO3 25, glucosa 11,1. La solución se

mantuvo a 37 ºC gasificada con 02 95% y

CO2 5%. Después de un periodo de estabili-

zación de 30 min se evaluó la capacidad de

relajación de los anillos arteriales mediante

curva dosis-respuesta acumulativa a cloruro

de acetilcolina (ACh) y nitroprusiato sódico

(NPS) en todos los grupos experimentales,

después de la precontracción con fenilefri-

na a una dosis equivalente al 75% de su con-

tracción máxima en curva dosis respuesta

realizada previamente.

Estudio histológico de la aorta
(microscopía óptica)

Muestras de segmentos de aorta de cada

grupo experimental, fueron fijadas el solución

de formaldehído al 10%, e incluidas en parafi-

na. Las secciones fueron teñidas con las colo-

raciones combinadas de: hematoxilina-eosina,

reacción histoquímica de ácido periódico

Schiff (PAS)/azul alciano y método de Ver-

hoff/van Gieson para fibras elásticas.

Estadística
Los datos están expresados como me-

dia ± error estándar. Las diferencias entre

las medias fueron evaluadas con la prueba t

de Student para datos no pareados y la

prueba de ANOVA fue utilizada para evaluar

las diferencias entre las mediciones de los

diferentes grupos. El nivel de significancia

se consideró para p<0,05.

RESULTADOS

Después del tratamiento con estrepto-

zotocina la glicemia plasmática fue signifi-

cativamente mayor (332 ± 26 mg/dL) com-

parada con el grupo control (92 ±

11mg/dL), analizado mediante t de Stu-

dent, p< 0,01 vs control.

Reactividad de la aorta
El sulodexide, añadido directamente al

baño de órgano aislado en concentraciones

crecientes de 10–7, 10–5, y 10–3 M no modifi-

có la tensión muscular de los anillos arte-

riales en reposo o precontraidos con fenile-

frina.

La ACh en dosis crecientes de 1×10–7,

3×10–7, 1×10–6 y 3×10–6 M, produjo relaja-

ción dosis dependiente de los anillos arte-

riales precontraídos con fenilefrina (Fig. 1).

En el grupo II (diabéticas), la relaja-

ción fue significativamente menor compara-

da con el grupo control (p <0,05), sin em-

bargo, en el grupo IV (diabéticas tratadas

con sulodexide), la relajación fue similar al

grupo control; no hubo diferencias estadís-

ticamente significativas entre ambos gru-

pos (Fig. 1). La relajación en el grupo III

fue ligeramente menor al control sin dife-

rencias significativas.

El NPS, un agente vasodilatador inde-

pendiente del endotelio, en dosis de 10–8,

10–7 y 10–6 M, produjo relajación de los ani-

llos arteriales, de magnitud similar en to-

dos los grupos experimentales (p>0,05)

(Fig. 2).

Hallazgos histopatológicos
(microscopio de luz)

El estudio histológico de la pared aór-

tica en los cuatro grupos analizados, se

realizó en los promedios de 53 secciones

histológicas por caso. En todos los grupos

se evidenció solo el endotelio como el ele-

mento más observable de la íntima, la capa

media y la adventicia. El número de lámi-

nas elásticas en todos los grupos estuvo en-

tre 8 y 12. En ningún grupo se observaron

alteraciones de las fibras musculares ni de

la sustancia fundamental. Los aspectos his-
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topatológicos más relevantes están repre-

sentados en la Fig. 3.

En el Grupo I (Control): (paneles A, B

y C), las secciones histológicas de pared

aórtica mostraron estructura normal. En el

Grupo II. (Ratas diabéticas): se observaron

alteraciones de la estructura de pared aórti-

ca especialmente en el endotelio y adventi-

cia. En uno de los segmentos arteriales, la

luz arterial estaba obstruida totalmente por

un trombo reciente. El endotelio presentó

edema y disrupción focal con adhesión de

trombos recientes (Panel D). La capa media

era de espesor normal. La adventicia (Panel

E), estaba engrosada por fibrosis, áreas de

hemorragia e infiltrado inflamatorio linfo-

mononuclear focal densamente dispuesto

alrededor de los vasa-vasorum, algunos de

los cuales mostraron engrosamiento de la

capa media y adventicia (Panel F). Gru-

po III (Ratas tratadas con sulodexide) las

secciones histológicas de pared aórtica

mostraron preservación de la estructura pa-

rietal y luminal con discretos cambios ob-

servados en la capa media, donde las lámi-

nas elásticas se muestran aparentemente

elongadas y engrosadas (Panel G), las cua-

les se tiñeron intensamente con el Azul-al-

ciano (recuadro) expresando la presencia

de glicosaminoglicanos ácidos con escasa

presencia de los neutros (color rosado,

Schiff positivo). Grupo IV (Ratas diabéticas

tratadas con suloxide). Las secciones histo-

lógicas mostraron pared aórtica sin cam-

bios estructurales importantes, con aparen-

te disminución del grosor de la capa media.

(Paneles J y K). Las láminas elásticas están

discretamente alongadas y en la adventicia,

se observaron vasos arteriales y venosos nor-

males.

DISCUSIÓN

Los glicosaminoglicanos (GAGs),

principalmente el heparan sulfato, son sin-

tetizados en las células endoteliales y me-

sangiales, y después de un proceso de sul-

fatación a nivel del aparato de Golgi, son

incorporados en la matriz extracelular de

glomérulo y de las grandes arterias donde

contribuyen a mantener la integridad es-

tructural de la membrana basal y de la pa-

red vascular (17).
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Fig. 1. Porcentaje de relajación de la aorta to-

rácica previamente contraída con nora-

drenalina en respuesta a la administra-

ción de acetilcolina. Los datos se repre-

sentan como la media ± EEM de 6-8 ra-

tas, analizados por ANOVA *p<0,01 vs

control, + p< 0,05; ++ p< 0,01 vs

diabéticas.
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Fig. 2. Porcentaje de relajación de la aorta to-

rácica previamente contraída con nora-

drenalina en respuesta a la administra-

ción de nitroprusiato de sodio. Los da-

tos se representan como la media ±

EEM de 6-8 ratas, analizados por

ANOVA.
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Fig. 3. Microfotografías que muestran los hallazgos histopatológicos de las aortas de los casos estu-

diados. Grupo I: (Paneles A, B y C, Coloraciones combinadas de Pas/Azul Alciano, de Verhoeff

y Hematoxilina-eosina, 100X, 400 X y 100X). Microfotografías que exponen los aspectos de pa-

red aórtica normal. E (endotelio); VS (vasa-vasorum); LE (láminas elásticas). Las secciones

histológicas de aorta del Grupo II, mostraron cambios histopatológicos en las tres capas aórti-

cas: en el endotelio (Panel D, Col de Verhoeff, 200X), disrupción y trombosis reciente (fle-

chas) y en la adventicia (Panel E, Col de Verhoeff, 200X), fibrosis con denso infiltrado infla-

matorio (Panel F, Col Hematoxilina-eosina, 200X). Grupo III: (Panel G, col de Hematoxili-

na-eosina, 400 X); microfotografía que muestra el aspecto normal de las láminas elásticas y fi-

bras musculares lisas (FM). En el Panel H (col de Pas/Azul Alciano, 200X y 400 X) se observa

sustancia fundamental normal (azul) y láminas elásticas discretamente engrosadas y elonga-

das, fuertemente teñidas con azul-Alciano(recuadro), lo que expresa la presencia de glicosa-

minoglicanos ácidos y escasos neutros, de color rosado). En el Panel I, se observa un vaso ve-

noso adventicial normal (Col Hematoxilina-eosina 200X). Grupo IV: (Paneles J, K y L, col de

Verhoeff. 100X, 400X y 100X). Se muestra el aspecto histológico normal de la pared aórtica

con discreta disminución de espesor de la capa media y láminas elásticas elongadas.



En la diabetes se ha reportado una re-

ducción generalizada de las cargas negati-

vas de la matriz extracelular y de las mem-

branas plasmáticas, asociada a disminu-

ción del contenido de heparan sulfato o a

cambios en su grado de sulfatación

(18-21). Esta alteración en la carga de la

membrana basal, se traduciría en la pérdi-

da de selectividad por carga y facilitaría

una eliminación incrementada de proteí-

nas en orina (20, 21).

Así en modelos experimentales de dia-

betes en ratas y en ratones, se ha encontra-

do una disminución en la síntesis de proteo-

glicanos en el glomérulo y disminución del

contenido de proteoglicanos unidos a hepa-

rán sulfato en la membrana basal (22, 23).

Igualmente se ha reportado que el conteni-

do de GAGs está disminuido en los riñones

y en la íntima de las aortas obtenidas por

autopsia en pacientes diabéticos (24, 25),

sugiriendo que las alteraciones del metabo-

lismo del heparan sulfato no están restrin-

gida al riñón y pueden participar en patogé-

nesis de otras complicaciones de la diabe-

tes.

Se ha demostrado, que las alteraciones

en el metabolismo de los GAGs, producidas

en un modelo de diabetes experimental en

ratas, son susceptibles de ser modificadas

mediante la administración exógena de los

mismos, con la consecuente restauración

del funcionamiento normal del riñón (11,

26, 27). Así, se ha reportado que el trata-

miento con SLD mejora la albuminuria y re-

vierte las alteraciones de la permeabilidad

de los vasos renales en animales diabéticos.

El tratamiento con SLD previene el engro-

samiento de la membrana basal glomerular

y la reducción de la densidad de cargas

aniónicas de esta membrana (11, 28, 29).

Adicionalmente se ha demostrado que

bajas dosis de heparina fraccionada, la he-

parina de bajo peso molecular y el dapara-

noid, un glicosaminoglicano similar al he-

paran sulfato, disminuyen la proteinuria en

pacientes con diabetes tipo 1 (12-14). La

administración de sulodexide ha demostra-

do disminución de la excreción de albúmina

en pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2

(30-36), sin embargo dos estudios reciente-

mente programados para un seguimiento a

largo plazo en pacientes con diabetes ti-

po 2, no corroboraron este efecto (37-39).

Sin embargo, la perdida de glicosami-

noglicanos que se observa en la diabetes no

se circunscribe exclusivamente al riñón. La

hipótesis de Steno (9), sostiene que las al-

teraciones renales son reflejo de un proceso

vascular generalizado que afecta glomérulo,

retina y la intima de los grandes vasos si-

multáneamente.

Nuestros resultados soportan esta posi-

bilidad, ya que el pretratamiento con sulo-

dexide es capaz de prevenir la perdida de la

respuesta vasodilatadora inducida por la

diabetes en este modelo experimental. Es-

tos hallazgos coinciden con lo reportado

por Kristová y col. (40), quienes demostra-

ron que el pretratamiento con sulodexide

previene la alteración de la relajación por la

administración de acetilcolina inducida por

la diabetes, en la aorta y la arteria mesente-

rica en ratas con diabetes inducida por es-

treptozotocina, sugiriendo un posible papel

protector del endotelio.

Este efecto no puede atribuirse a una

modificación del flujo sanguíneo por acción

directa del SLD sobre el músculo liso arte-

rial o a la activación de receptores vascula-

res, ya que no se observaron cambios en la

tensión del músculo liso vascular al añadir

SLD directamente al baño de incubación,

ya sea en condición de reposo o precontraí-

do con fenilefrina.

Adicionalmente, nuestros resultados

aportan evidencia de que la reducción en la

capacidad de relajación dependiente de en-

dotelio inducida por la diabetes parece ser

el resultado de deficiencia en la producción

de oxido nítrico (ON), ya que no se observa-

ron diferencias entre los diferentes grupos
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al utilizar nitroprusiato de sodio, que es un

conocido donador de ON. Este hallazgo su-

giere que el efecto protector del endotelio

ejercido por el sulodexide está relacionado

con la preservación de la acción del ON.

Previamente se ha demostrado que el

sulodexide estimula la actividad de la enzi-

ma sintasa del ON en la corteza renal de ra-

tas controles y con diabetes tipo 1 (41), y

que un incremento de ON es el responsable

de la vasodilatación inducida por la hepari-

na en la arteria mamaria interna de huma-

nos (42) y en la arteria carótida de cerdo

(43). Por otra parte, se ha demostrado que

la degradación del ácido hialurónico en el

glicocalix induce la pérdida de relajación

ante el estrés mediado por el flujo en la ar-

teria femoral aislada de perros y disminuye

la liberación de ON (44), indicando una re-

lación entre las funciones mediadas por ON

y los GAGs.

El estudio histológico pone en eviden-

cia el efecto protector del tratamiento con

SUL sobre los cambios morfológicos produ-

cidos por la diabetes en los vasos arteriales,

ya que produce la reversión completa de las

alteraciones estructurales en las arterias de

los animales diabéticos. Previamente se ha

reportado un efecto antiproliferativo de la

neoíntima en modelos in vitro (45), sin em-

bargo por primera vez se demuestra la co-

rrelación entre los hallazgos histológicos y

funcionales a nivel vascular, de manera si-

milar a lo que se ha reportado en riñón (11,

26, 27). A este efecto puede estar contribu-

yendo la acción del sulodexide sobre la dis-

minución del fibrinógeno plasmático y la

prolongación del tiempo de coagulación, de

acuerdo a lo reportado en la literatura (15,

16, 45-47).

Aun cuando el mecanismo de acción

del sulodexide y otros GAGs no está total-

mente esclarecido, nuestros resultados de-

muestran que la administración crónica de

sulodexide protege a la aorta de los daños

estructurales típicos producidos por la dia-

betes en este modelo experimental, y que

su capacidad de prevenir la pérdida en la

respuesta de relajación arterial en los ani-

males diabéticos tratados con el fármaco,

depende de la preservación de la acción del

ON y puede contribuir en la prevención la

disfunción endotelial presente en la diabe-

tes.
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