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RESUMEN

Se ha reportado una disminucion de los valores de glicosamino-
glicanos (GAG) en el rifidn y otros 6rganos en modelos experi-
mentales de diabetes y en humanos. La administracién a largo
plazo de heparina y otros GAG previene las alteraciones morfo-
I6gicas y funcionales del rifidon en ratas diabéticas. Evaluamos el
efecto del pentosan polisulfato de sodio (PPSNa), un mucopoli-
sacarido semisintético similar a los GAG y de baja actividad anti-
coagulante, sobre la funcién renal y los cambios estructurales en
ratas diabéticas. La diabetes fue inducida a ratas Sprague-
Dawley mediante la administracién i.v. de estreptozotocina
(STZ). Los animales fueron distribuidos al azar en tres grupos
(C = control, STZ y STZ + PPSNa = pretratados con 15 mg/kg/dia
de PPSNa s.c.). Después de 3 meses se tomaron muestras de san-
grey de orina de 24 horas; los animales fueron sacrificados y los
rifones extraidos mediante microdiseccién para el andlisis mor-
fométrico. Los animales del grupo STZ presentaron un incremen-
to importante de la excrecién de albdmina en orina (C= 0,26 +
0,03 frente a STZ = 7,75 = 1,8 mg/24 h), que fue parcialmente
revertido por el pretratamiento con PPSNa (3,7 + 0,7 mg/24 h),
sin afectar al control metabdlico, HbA (C=3,6+17,STZ =882
+ 0,47; STZ + PPSNa = 8,63 + 0,54). En las micrografias electroni-
cas se observan las lesiones renales tipicas descritas en la diabe-
tes experimental (grupo STZ). La administracién de PPSNa pre-
viene el engrosamiento de la membrana basal tubular y la
pérdida de la citoarquitectura inducida por la diabetes. Nuestros
resultados demuestran que la administracién de PPSNa previene
parcialmente el dafio renal en este modelo experimental y su-
gieren un potencial uso terapéutico de este compuesto.
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Pentosan polysulfate sodium prevents kidney
morphological changes and albuminuria in rats with
type 1 diabetes

ABSTRACT

Decreased levels of glycosaminoglycans (GAG) have been ob-
served in kidney and other organs, in human and animal mo-
dels of diabetes. Long term administration of heparins and
other glycosaminoglycans have demonstrated a beneficial
effect on morphological and functional renal abnormalities
in diabetic rats. We assessed the effect of sodium pentosan
polysulfate (SPP), a semi-synthetic glycosaminoglycan with
low anticoagulant activity, on renal involvement in strepto-
zotocin diabetic rats. Diabetes was induced in male Sprague-
Dawley rats by i.v. administration of streptozotocin (STZ).
Animals were randomly allocated in three groups: C = con-
trol, STZ and STZ + SPP = pretreated with SPP (15 mg/kg, s.c.).
After three months of follow-up, blood and 24 h-urine sam-
ples were obtained and then the animals were sacrificed and
the kidney microdissected for morphometric analysis. Urinary
albumin excretion was markedly increased in untreated dia-
betic rats (C=0.26 + 0.03 vs. STZ = 7.75 + 1.8 mg/24 h) and
SPP treatment partially prevented the albumin rise (3.7 + 0.7
mg/24 h), without affecting the metabolic control HbA,
(C=3.6+1.7;STZ=8.82+0.47; STZ + SPP = 8.63 + 0.54). Elec-
tron microscope observation revealed typical renal lesions
described in experimental diabetes (STZ group). SPP adminis-
tration prevent the tubular basement membrane thickening
and the lost of cytoarchitecture induced by experimental dia-
betes. Our data demonstrated that long-term administration
of SPP have a favorable effect on morphological and func-
tional abnormalities in kidney of diabetic rats and suggests
a potential therapeutic use for this compound.

Key words: Microalbuminuria. Glycosaminoglycans. Renal
abnormalities. Diabetes.

INTRODUCCION

La eficacia de los glicosaminoglicanos (GAG) para disminuir
la excrecion de albimina en orina en la nefropatia diabética
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ha sido ampliamente demostrada en diferentes estudios experi-
mentales y en humanos'”, lo que ha estimulado la investigacion
clinica con estos compuestos no sélo en esta patologia sino tam-
bién en otras complicaciones microvasculares de la diabetes* y
en diferentes tipos de glomerulonefritis°®.

Se han realizado estudios con moléculas modificadas, tratando de
obtener preparaciones con poca actividad anticoagulante para me-
jorar el perfil de seguridad. Las moléculas modificadas derivadas
de heparina presentan una efectividad similar al dermatan sulfato
para disminuir la excrecién de albtimina y para inhibir la expre-
sion del TGF3 1, demostrando que la fraccion heparina no es in-
dispensable para la actividad’. Igualmente, se han realizado estu-
dios con moléculas con diferente grado de sulfatacion®, con
proteoglicanos que unen TGFJ3 como el decorin’, y GAG con ca-
dena similar al heparan sulfato, como el danaparoid sédico™, ob-
teniéndose resultados diversos. Sin embargo, la mayor experien-
cia clinica se ha obtenido con el uso de la sulodexida, un GAG
compuesto de una fraccion de heparina de migracion rapida y der-
matén sulfato'".

El pentosén polisulfato de sodio (PPSNa) es un mucopolisaca-
rido semisintético con estructura similar a los GAG, que ha
sido ampliamente utilizado en el tratamiento de la cistitis in-
tersticial, mostrando eficacia en el control de la sintomatologia
y un perfil de seguridad y una tolerancia adecuados en el ran-
go de dosis utilizado'"*.

El PPSNa presenta cierta similitud de efectos con la sulodexida.
Asi, ambos tienen efecto fibrinolitico y activan la lipoproteina li-
pasa y la lipasa de triglicéridos hepatica?, efectos que serian be-
neficiosos en el paciente diabético. La actividad anticoagulante del
PPSNa es muy baja, unas 15 veces menor que la de la heparina;
presenta un mejor perfil de absorcion por via oral que los GAG'
y se ha demostrado en estudios in vitro que inhibe la proliferacion
celular mediada por factores de crecimiento que unen heparina®.

Los estudios farmacocinéticos en ratas, mediante la administra-
cién de PPSNa radiomarcado, demuestran que se concentra prin-
cipalmente en los rifiones y en el tracto urinario®, lo que sugiere
un posible papel funcional en estas estructuras.

La posibilidad de que el PPSNa prevenga o disminuya la excre-
cion de albimina en la nefropatia diabética no ha sido evaluada.
Para ello, nos proponemos evaluar si el PPSNa disminuye la ex-
crecion de albiimina en orina en ratas hechas diabéticas mediante
la administracion de estreptozotocina (STZ) y si puede prevenir
los cambios morfoldgicos inducidos por la diabetes en el rifién.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Los animales de experimentacion fueron ratas albinas, ma-
chos, de la cepa Sprague-Dawley, de 6 a 7 semanas de edad,
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conun peso comprendido entre 220 y 250 g, provenientes del
bioterio de la Escuela José Maria Vargas, Facultad de Medici-
na, UCV, Caracas, las cuales fueron mantenidas con periodos
alternos de luz y oscuridad, permitiéndoles libre acceso al
agua y a la comida (comida estdndar para ratas de laborato-
rio, que contiene aproximadamente un 20% de proteina).

Las ratas fueron asignadas al azar a dos grupos, un grupo
control y otro al que se le indujo diabetes. Todos los expe-
rimentos fueron realizados siguiendo las buenas practicas
para el manejo de animales de laboratorio®, y fueron apro-
bados por el Comité de Bioética de la Escuela de Medicina
José Marfa Vargas.

Induccién de la diabetes experimental

La diabetes fue inducida mediante la administraciéon de una
inyeccion tnica de STZ (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO), a una dosis de 60 mg/kg de peso, en la vena caudal. La
induccidn de la diabetes fue confirmada a los 2 y 7 dias pos-
teriores a la administracién de STZ, mediante la determina-
cién de los valores sanguineos de glucosa utilizando un mé-
todo enzimatico (Glucose HK Reagent, Bayer). Se mantuvo
un grupo control al que no se le indujo diabetes, al que sélo
se le administrd solucién salina en la vena caudal. A los
7 dias, los animales controles y aquellos a los cuales se les
indujo diabetes fueron distribuidos al azar los siguientes gru-
pos de tratamiento:

Control: solucion salina o vehiculo.
STZ-Control: STZ.

STZ-PPSNa: STZ + 15 mg/kg de peso/dia de PPSNa por via
s.c., durante 3 meses.

El PPSNa fue administrado por via subcutdnea durante
5 dias a la semana (de lunes a viernes). Los animales no
recibieron insulina durante el experimento. Durante el pe-
riodo de seguimiento a los animales se les determinaron
mensualmente el peso, la presion arterial y los valores de
glucosa capilar. Al finalizar el periodo de tratamiento se
obtuvieron muestras de sangre de la vena caudal de la cola
para la determinacion de la glicemia y de la HbA , y los
animales fueron colocados en jaulas metabdlicas para re-
colectar orina durante 24 horas para determinar la albumi-
nuria. Posteriormente fueron sacrificados, y se extrajeron
los rifiones mediante microdiseccion para el andlisis mor-
fométrico.

La glicemia fue determinada en muestras de sangre mediante
una prueba enzimadtica utilizando un equipo comercial (Glu-
cose HK Reagent, Bayer). La HbA y la excrecién de albu-
mina en orina se determinaron empleando equipos comercia-
les (DCA 2000%, Bayer).
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Determinacion de la presion arterial

El registro de la presion arterial se realiz6 en ratas cons-
cientes, utilizando un método no invasivo mediante el uso
de un pletismégrafo digital de cola (LE 5000, LETICA
Scientific Instrument, Barcelona, Espaiia).

Para producir la vasodilatacion de los vasos periféricos,
las ratas fueron sometidas a calentamiento (42 °C) durante
15 minutos, utilizando para ello una estufa (Memmert, 854
Schawabach, Alemania)*. Posteriormente fueron inmovi-
lizados en un cepo, y se les coloco en la cola el dispositi-
vo para determinacion de la presion arterial conectado a
un transductor de pulso, que permite el registro de este pa-
rametro. Los valores reportados son el promedio de tres
registros sucesivos.

Analisis ultraestructural y morfométrico

Se extrajeron muestras de corteza renal de 2 mm de did-
metro. Las muestras fueron fijadas en 3% de glutaraldehi-
do y 1% de OsO4 en tampén fosfato de Millonig (pH =
74,320 mOsmol). Posteriormente fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de etanol e incluidas en epon.
Después de la inclusién, fueron seccionadas en un ultra-
microtomo Porter-Blum MT2-B, contrastadas con acetato
de uranilo y citrato de plomo y observadas en un micros-
copio electrénico de transmisién JEM-1011, con un volta-
je de aceleracion de 80 kV.

El registro digital de las imdgenes fue analizado con un
programa de morfometria (Image-Tool versién 3.0), con
el cual se midi6 el didmetro de la membrana basal (n =
16/cada tratamiento).

Analisis estadistico

Los resultados se representan como la media + error es-
tandar de la media (EEM) y fueron graficados y analizados
mediante los programas GraphPad Prism versién 4.1. y
STATICS, versién 7. La comparacion entre las medias arit-
méticas de los grupos fue realizada mediante andlisis de va-
rianza (ANOVA). Aquellos valores con p <0,05 fueron con-
siderados estadisticamente significativos.

originales

RESULTADOS

En la tabla 1 se exponen los valores del peso, la glicemia y el
volumen urinario de los grupos estudiados. Los grupos a los
cuales se les indujo diabetes muestran un incremento signifi-
cativo en la glicemia y el volumen urinario excretado en 24 h,
asi como un menor peso comparados con el grupo control a
los 3 meses de tratamiento.

La induccién de diabetes con STZ produjo un incremento sig-
nificativo de la excrecién urinaria de albimina con respecto
al grupo control (C =026 +0,03; STZ =78 = 1,8 mg/24 h).
El tratamiento durante 3 meses con PPSNa previno parcial-
mente este incremento (STZ + PPSNa = 3,7 + 0,70 mg/24 h),
disminuyendo la excrecion de albimina un 52,5% con res-
pecto al grupo diabético no tratado (figura 1).

Los valores de HbA | _en los grupos de tratamiento fueron:
C=36+1,7;STZ=88+047y STZ + PPSNa = 8,65 +
0,54%, evidenciandose que el tratamiento con PPSNa no mo-
difica el incremento en los valores de HbA caracteristicos
de este modelo de diabetes. Ademds, se observa que no
existen diferencias significativas entre los valores de la pre-
sion arterial media entre los diferentes grupos de tratamiento
(C =1228+5,1; STZ=134,6 + 12y STZ + PPSNa = 110
+ 5,7 mmHg).

En las micrografias electrénicas (figura 2) se observa la apa-
riencia normal de los tibulos renales en las ratas controles
(A), con una disposicion adecuada de las interdigitaciones y
una membrana basal de grosor normal. Nétese que el capilar
muestra un endotelio uniforme y de escaso grosor. Por el
contrario, en el grupo STZ (B) se observa un importante
dafo tubular con pérdida de la citoarquitectura evidenciada
por la desaparicion de las interdigitaciones y engrosamiento
de la membrana basal. El tratamiento con PPSNa (C) previe-
ne parcialmente la implantacion del dafio tubular, ya que se
observa mayor ntiimero de interdigitaciones que en STZ, pero
estdn dispuestas irregularmente y no se corresponden con el
ntimero de mitocondrias.

El andlisis morfométrico del grosor de las membranas basales
tubulares para los diferentes grupos de tratamiento (figura 3)
revela los siguientes valores: C = 0,077 +0,003; STZ = 0,266
+ 0,021 y STZ + PPSNa = 0,082 + 0,04 um. EI grosor de la

Tabla 1. Parametros evaluados a los 3 meses

Pacientes Control STZ STZ + PPSNa
Peso corporal (g) 383,1+3,7 283 +7,1° 299,7 + 3,2°
Glicemia (mg/dl) 95+ 7,6 632 £ 27° 556,8 + 88*
Vol. urinario (ml/24 h) 17,4 +0,4 109,3 £ 12,9° 105,2 = 25°

Los datos corresponden a la media + EEM de 6-10 ratas. ? p <0,01 frente a control.
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Los datos corresponden a la media + EEM de 6-10 ratas.
*p <0,05; **p <0,01 frente a control y +p <0,01 al comparar el
grupo STZ + PPSNa frente a STZ.

Figura 1. Excrecién urinaria de albdmina en 24 h en las ratas
control, diabéticas (STZ) y diabéticas tratadas con pentosan
polisulfato de sodio (STZ + PPSNa).

membrana basal se incrementa de manera significativa en
el grupo STZ al compararlo con el control, mientras que
en el grupo de ratas con diabetes que recibe tratamiento con
PPSNa el engrosamiento de la membrana basal es mucho me-
nor, no presentando diferencia significativa con el grupo con-
trol y si es estadisticamente diferente al grupo STZ.

DISCUSION

Los GAG, principalmente el hepardn sulfato, son sinte-
tizados en las células endoteliales y mesangiales, y des-
pués de un proceso de sulfatacién en el aparato de Gol-
gi, son incorporados en la matriz extracelular del
glomérulo y de las grandes arterias, donde contribuyen a
mantener la integridad estructural de la membrana basal
y de la pared vascular?.

En la diabetes se ha referido una reduccién generalizada
de las cargas negativas de la matriz extracelular y de las
membranas plasmaticas, asociada con una disminucién
del contenido de hepardn sulfato o con cambios en su
grado de sulfatacion®”'. Esta alteracion en la carga de la
membrana basal se traduciria en la pérdida de selectivi-
dad por carga y facilitaria una eliminacién incrementada
de proteinas en la orina®*.
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Figura 2. (A) Control: disposicién regular de las
interdigitaciones y de las mitocondrias (circulo), membrana
basal de grosor normal (flecha) y endotelio capilar uniforme
(tridngulo). Aumento x12.000. (B) STZ: pérdida de las
interdigitaciones, mitocondrias dispuestas al azar (asteriscos)

y membrana basal engrosada (flecha). Aumento x18.000.

(C) STZ + PPSNa: interdigitaciones conservadas pero irregulares,
espacios desprovistos de mitocondrias (asteriscos).

Aumento x21.000.

Asi, en modelos experimentales de diabetes en ratas y en ra-
tones, se ha encontrado una disminucién en la sintesis de pro-
teoglicanos en el glomérulo y disminucion del contenido de
proteoglicanos unidos a heparan sulfato en la membrana ba-
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sal**. Asimismo, se ha comunicado que el contenido de
GAG estd disminuido en los rifiones y en la intima de las aor-
tas obtenidas por autopsia en pacientes diabéticos®**, lo que
sugiere que las alteraciones del metabolismo del heparan sul-
fato no estdn restringidas al rifién y pueden participar en pa-
togenia de otras complicaciones de la diabetes.

Se ha demostrado que las alteraciones en el metabolismo de
los GAG, producidas en un modelo de diabetes experimental
en ratas, son susceptibles de ser modificadas mediante la ad-
ministracién exégena de los mismos, con la consiguiente res-
tauracion del funcionamiento normal del rifion'~.

Nuestros resultados coinciden con lo referido en la biblio-
grafia médica, ya que las alteraciones renales inducidas
por la diabetes son parcialmente prevenidas por la admi-
nistraciéon de PPSNa durante los 3 meses posteriores a la
administracién de STZ en ratas.

La administracion de PPSNa por via subcutdnea durante
3 meses previene el incremento en la excrecion renal de al-
bimina en este modelo experimental, lo que coincide con lo
comunicado previamente en la bibliografia médica'?, y se co-
rresponde con el efecto de disminucién de la excrecién renal
de albimina demostrado en pacientes con diabetes mellitus,
mediante la administracién de otros GAG'>'*3% " entre los
que el mds estudiado es la sulodexida.

De igual manera, el tratamiento con PPSNa protege al rifién
de los cambios estructurales inducidos por la diabetes, previ-

0,32
0,24 | E
* +

0,16 |
0,06 } - x

B \edia

T Media + EE
0,00

Control STZ STZ + PPSNa

Los datos se expresan como la media + EEM de n = 16

mediciones/tratamiento. *p <0,05 frente a control; +p <0,05 frente
a STZ + PPSNa.

Figura 3. Diametro de la membrana basal.
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niendo el engrosamiento de la membrana basal y la pérdida
de la citoarquitectura. Esto coincide con lo comunicado por
otros autores que han demostrado que la administracion de
heparina y otros GAG previene la nefropatia diabética en ra-
tas manteniendo el grosor normal de la membrana basal y la
densidad de cargas anidnicas, retrasando paralelamente el ini-
cio de la microalbuminuria'.

En pacientes con nefropatia diabética, se ha demostrado una
correlacion entre la albuminuria y el contenido de heparan
sulfato de la membrana basal del glomérulo®. Asimismo, se
ha observado una importante reduccion de la microalbumi-
nuria o de la macroalbuminuria en pacientes diabéticos que
han sido tratados con GAG"*7%.

Estos hallazgos sefialan que los GAG pueden cumplir un pa-
pel importante en la fisiopatologia de la nefropatia diabética,
y que un metabolismo anormal de los GAG podria ser la cau-
sa de esta patologia'*'.

El mecanismo por el cual los GAG ejercen este efecto pro-
tector en la nefropatia diabética no estd completamente dilu-
cidado. Inicialmente se propuso que su efecto se limitaria a
restituir la permeselectividad glomerular al reponer las car-
gas negativas, disminuyendo de esta forma la excrecion de
albimina en orina y recuperando la funcionalidad®***#. Sin
embargo, actualmente se sabe que los GAG pueden modular
la sintesis proteica en la matriz extracelular, efecto que pue-
de contribuir a su utilidad terapéutica.

La administracion de heparina de bajo peso molecular y de
dermatdn sulfato previene el engrosamiento de la membra-
na basal, la reduccion de cargas anidnicas y el inicio de la
albuminuria en ratas con diabetes inducida mediante la ad-
ministracion de STZ'. Ademads, se ha demostrado que la
administracion de la heparina disminuye la sobreexpresion
de coldgeno, posiblemente interfiriendo la via mediada por el
TGFb1 que estd activada en la nefropatia diabética’’. Recien-
temente Lewis y Xu (2008) han demostrado que los GAG in-
hiben la enzima heparanasa, que es estimulada por la hiper-
glicemia, previniendo de esta manera la degradacion del
heparan sulfato’. En conjunto, estos efectos contribuyen a
que los GAG puedan prevenir las alteraciones estructurales y
funcionales, principalmente mesangiales, que se presentan en
la nefropatia diabética.

El PPSNa ha demostrado, en ratas nefrectomizadas, que es
capaz de prevenir la atrofia de las c€lulas epiteliales y dismi-
nuir el infiltrado inflamatorio en el intersticio”, y que inhibe
la proliferacion de la matriz extracelular, disminuyendo el co-
lageno tipos I y IV en cultivo de células mesangiales*, y en
células de musculo liso vascular obtenidas de pacientes en los
que ha fallado el implante para obtener el acceso vascular
para la hemodidlisis®. Ademads, reduce la nefropatia induci-
da por ciclosporina en ratas sometidas a deplecion de sal, lo
que se evidencia por la disminucién del nimero de arteriolas
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afectadas y de las lesiones tibulo-intersticiales*. Estos ha-
llazgos, conjuntamente con nuestros resultados, evidencian el
papel nefroprotector del PPSNa.

La similitud de efectos del PPSNa con la sulodexida, a saber,
efecto fibrinolitico y activacion la lipoproteina lipasa y la li-
pasa de triglicéridos hepética'**, asi como la similitud estruc-
tural con los GAG, pueden explicar nuestros hallazgos. Asi-
mismo, la accién antinflamatoria del PPSNa desempefia un
papel en su efectividad para el tratamiento de la cistitis in-
tersticial’*, y podria partcicipar en el efecto nefroprotector.
Asi, en modelos de de ratas nefrectomizadas, el efecto nefro-
protector del PPSNa evidenciado por la disminucion de la es-
clerosis y la dilatacion tubular se asocia con la reduccion en
el infiltrado de linfocitos y macréfagos, de manera similar a
los efectos referidos para el losartan®*.

En este modelo experimental de nefropatia diabética se de-
muestra que el PPSNa previene parcialmente el dafio renal,
observandose concordancia entre los hallazgos fisiol6gicos y
ultraestructurales, lo que sugiere un potencial uso terapéutico
de este compuesto.
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