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Introducción

1. Diabetes:Aspectos generales.

La diabetes es la enfermedad endocrina más frecuente. La verdadera 
prevalencia es difícil de establecer, pero se calcula que se sitúa entre el 1 y el 
2% de la población total (Foster, 1991). La incidencia anual se cifra sobre los 
270 casos por cada 100.000 habitantes (Sanmartí et a l , 1991).

La característica fundamental de esta enfermedad reside en una alteración 
del metabolismo en su conjunto, no sólo del metabolismo de los glúcidos: 
también existe una importante alteración del metabolismo de lípidos y de las 
proteínas. Estas alteraciones metabólicas son fruto de una insuficiente actividad 
de insulina, secretada por las células 6 de los islotes de Langerhans del 
páncreas, que puede ser debida a multitud de factores etiológicos, entre los que 
se ha señalado la presencia de factores genéticos, inmunológicos, 
medioambientales, etc. (Skyler, 1989).

El diagnóstico de la enfermedad suele establecerse por un aumento de la 
glucemia (concentración de glucosa en sangre). La glucemia normal después de 
un ayuno de 10-12 horas, por la mañana, debe situarse entre 80 y 120 mg de 
glucosa por 100 mi de sangre (4.4-Ó.7 mM). Se considera a un individuo 
diabético cuando sobrepasa los 140 mg de glucosa por 100 mi de sangre (7.8 
mM), en estas condiciones.

Existen dos formas fundamentales de diabetes:
a) Diabetes mellitus insulín-dependiente (DMID) o tipo I, caracterizada * 

por aparecer en personas jóvenes y que característicamente van a necesitar 
insulina para el control de su enfermedad. Representan aproximadamente el 
25% de los pacientes con diabetes.

b) Diabetes mellitus no insulín-dependiente (DMNID) o tipo II, que 
aparece en personas mayores de 40 años y que pueden lograr un buen control de 
su enfermedad con una dieta adecuada. Constituyen el 75% de los pacientes 
diabéticos.
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Introducción

La diabetes presenta una serie de complicaciones a corto y largo plazo. 
Entre las complicaciones agudas de la diabetes cabe destacar la cetoacidosis 
(fundamentalmente en la diabetes mellitus insulín-dependiente, debida al déficit 
de insulina), el coma hiperosmolar (que aparece fundamentalmente en la 
diabetes mellitus no insulin-dependiente, en pacientes ancianos, y sin 
cetoacidosis previa) y la hipoglucemia (en la diabetes mellitus insulin- 
dependiente, como consecuencia de una dosis excesiva de insulina, ingesta 
insuficiente o estrés desencadenante) (Sanmartí et al., 1991).

Las complicaciones a largo plazo de la diabetes o complicaciones 
crónicas son, fundamentalmente:

a) alteraciones de la circulación sanguínea, divididas clásicamente en 
micro y macrovasculares, que afectan fundamentalmente a pacientes con 
diabetes mellitus no insulín-dependiente ya en el momento del diagnóstico y 
con el tiempo al resto de personas diabéticas. Condicionan una elevada 
morbilidad y mortalidad dentro de este tipo de enfermos.

b) retinopatía diabética, dividida en lesiones simples y proliferativas, que 
representa la mayor causa de ceguera en los Estados Unidos y se calcula que la 
padecen con el tiempo alrededor del 85% de las personas diabéticas.

c) nefropatía diabética, una de las causas más frecuentes de muerte en 
pacientes diabéticos, que representan alrededor de la mitad de los pacientes con 
problemas renales en fase terminal en los Estados Unidos.

d) neuropatía diabética, que afecta al sistema nervioso periférico. Es la 
mayor causa de morbilidad en los pacientes diabéticos y una de las principales 
causas de mortalidad debido a la afectación del sistema nervioso autónomo.

En cuanto al tratamiento de la diabetes, existen en la actualidad 
numerosas posibilidades terapéuticas, tanto para el tratamiento de la diabetes 
propiamente dicha como para el de sus numerosas complicaciones. Los 
pacientes afectos de diabetes tipo I requieren la inyección de insulina para su 
tratamiento. Los afectos de diabetes tipo II pueden requerir insulina para el 
control de su enfermedad, pero suele ser suficiente el tratamiento con 
antidiabéticos orales y el seguimiento de una dieta adecuada. En ambos tipos de

3



Introducción

diabetes, el ejercicio físico constituye un pilar básico del tratamiento. La 
presencia de complicaciones requerirá la actuación tanto sobre la propia 
diabetes como sobre la multitud de sistemas afectados (Foster, 1991).

2. Neuropatía diabética.

2.1. Epidemiología.

La neuropatía diabética es la neuropatía periférica más frecuente en el 
mundo occidental. Los estudios sobre la incidencia o la prevalencia de la 
neuropatía diabética son escasos, y sus resultados difieren mucho de unos a 
otros, debido fundamentalmente a la utilización de criterios diagnósticos 
distintos y al estudio de poblaciones diferentes entre sí. Se ha estimado que el 
8% de los individuos diabéticos presentan neuropatía clínica en el momento del 
diagnóstico y más de un 50% después de 20 años de evolución (Pirart, 1978). La 
utilización de técnicas de diagnóstico electrofisiológico y morfológico elevan la 
frecuencia de aparición al 80% de los pacientes diabéticos.

2.2. Clasificación clínica.

La neuropatía diabética puede afectar a cualquier parte del sistema 
nervioso, con la excepción del cerebro. La clasificación más aceptada es aquella 
que separa las neuropatías diabéticas en dos grandes grupos: neuropatías focales 
y difusas. Las neuropatías difusas, entre las que destacan las polineuropatías 
sensoriales y motoras y las polineuropatías autonómicas, son frecuentes, 
generalmente crónicas y casi siempre progresivas. Las neuropatías focales, 
fundamentalmente mononeuropatías, son raras, agudas y normalmente 
autolimitadas (Greene et al.y 1990b).

La afectación sensorial y/o motora en diferentes localizaciones del 
organismo, así como la posibilidad de que los síntomas sean tan distintos como 
la aparición de dolor lacerante o la anestesia completa de una extremidad, hacen 
que el cuadro clínico pueda ser muy diverso y poco específico, pudiendo a su
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Introducción

vez dar lugar a complicaciones secundarias derivadas de la ¿Iteración 
sensoriomotora, tales como el pie diabético y la artropatía de Charcot.

Además, la afectación del sistema nervioso autónomo, cuya incidencia 
oscila entre un 20% y un 40% en los pacientes diabéticos, hace que estos 
pacientes presenten alteraciones gastrointestinales (dismotilidad esofágica, 
aclorhidria, diarrea, incontinencia anal, etc.), alteraciones genitourinarias 
(disfunción vesical, eyaculación retrógrada, impotencia, etc.), alteraciones 
cardiovasculares (taquicardias en reposo, anormal respuesta al ejercicio físico, 
hipotensión postural, etc.) y otras alteraciones (cambios pupilares, alteraciones 
de la sudoración, alteraciones de la motilidad respiratoria, alteraciones 
neuroendocrinas, etc.) (Espí, 1989). Todas estas alteraciones derivadas de la 
afectación del sistema nervioso autónomo van a complicar el cuadro clínico y el 
pronóstico de los enfermos, así como su calidad de vida.

2.3. Diagnóstico.

El diagnóstico de la neuropatía diabética es fundamentalmente clínico, y 
tiene valor no sólo diagnóstico sino también pronóstico. La neuropatía diabética 
debe ser sospechada en un paciente con diabetes tipo I con más de 5 años de 
evolución y en cualquier paciente con diabetes tipo II. La exploración clínica 
deberá incluir tanto el estudio de la motilidad como el de la función sensorial, y 
por supuesto un examen detallado de todos los órganos y sistemas, buscando la 
posible alteración del sistema nervioso autónomo. Los estudios 
electrofisiológicos y de sensibilidad térmica y vibratoria, así como los estudios 
de laboratorio, contribuirán a establecer el diagnóstico y grado en el que se 
encuentra la enfermedad (Espí, 1989).

2.4. Tratamiento.

El tratamiento de la neuropatía diabética es insatisfactorio en muchos 
aspectos, y es fundamentalmente sintomático, paliativo, de mantenimiento y 
preventivo (Greene et al., 1990b), tanto de las manifestaciones sensoriomotoras
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(analgésicos, tratamientos ortopédicos, cirugía, etc.) como de las vegetativas (en 
las que el tratamiento es muy diverso y específico para cada tipo de situación). 
Todavía en fase experimental, y como veremos con más detalle en el siguiente 
apartado, se encuentra el primer tratamiento etiológico de la neuropatía 
diabética, basado en la administración de inhibidores de la aldosa reductasa, 
aunque los primeros ensayos no parecen mejorar de forma significativa ni las 
anomalías electrofisiológicas ni los síntomas (Espí, 1989).

Sin embargo, la cuestión fundamental en el tratamiento de la neuropatía 
diabética, y de las complicaciones crónicas de la diabetes en general, es saber si 
un buen control de la hiperglucemia y de las alteraciones metabólicas que lleva 
asociadas es suficiente para evitarlas o mejorarlas. A pesar de que la creencia 
más extendida es que el tratamiento convencional de la diabetes no previene las 
complicaciones crónicas, hay una serie de evidencias que sugieren que el 
desarrollo y la severidad de las mismas están relacionadas con el control de la 
glucemia (Committee on Health Care Issues, 1986). Entre ellas destacan:

a) Los pacientes diabéticos con mal control de glucemia tienden a 
desarrollar complicaciones a una edad más temprana y de forma más severa que 
los pacientes bien controlados.

b) En los pacientes recién diagnosticados, la reducción de los valores de 
glucemia tras el tratamiento con insulina se acompaña de la mejoría de algunos 
parámetros alterados por la diabetes (aumenta la velocidad de conducción 
nerviosa motora, aumenta la sensibilidad vibratoria en el pie, etc...).

c) En los pacientes con diabetes tipo II que no reciben insulina, los 
valores de glucemia y de hemoglobina glicosilada son inversamente 
proporcionales a los de velocidad de conducción nerviosa motora.

d) En ensayos clínicos controlados, el control de la glucemia durante más 
de cuatro meses logra mejorar la velocidad de conducción nerviosa y la 
sensibilidad frente a estímulos vibratorios.

Pero también otros factores, probablemente genéticos, influyen en el 
desarrollo de complicaciones, ya que pacientes con décadas de diabetes mal 
controlada no desarrollan neuropatía diabética ni otras complicaciones crónicas,
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y por el contrario, hay pacientes que presentan típicas complicaciones diabéticas 
en el momento del diagnóstico o incluso en ausencia de hiperglucemia (Foster,
1991).

3. Modelos animales de neuropatía diabética.

El estudio de la diabetes, y por consiguiente de la neuropatía diabética, 
requiere un modelo animal adecuado, ya que el estudio en humanos está 
limitado, además de por las obvias consideraciones éticas, porque es una 
enfermedad crónica y por tanto los estudios se prolongarían durante años, a lo 
largo de los cuales cada persona sufre una serie de acontecimientos difícilmente 
controlables y que condicionan en gran medida la comparación de los resultados 
obtenidos. Por todo ello, el estudio con animales se presenta como la mejor 
posibilidad para el estudio de la diabetes y sus complicaciones, a pesar de que la 
extrapolación al hombre de los resultados obtenidos con animales no siempre es 
acertada y requiere una cuidadosa interpretación.

La existencia de diabetes espontánea en animales fue puesta de manifiesto 
a mediados del siglo pasado y, desde entonces, se ha descrito en numerosas 
especies: gatos, perros, delfines, hipopótamos, antílopes y muchos animales de 
granja. Sin embargo, sólo está bien caracterizada en algunas especies, 
fundamentalmente en ratones, perros y gatos (Mordes y Rossini, 1981).

Para el estudio de la diabetes existen diferentes modelos animales, que se 
pueden dividir según éstos sean espontáneamente diabéticos o con diabetes 
inducida experimentalmente. Entre los animales que son espontáneamente 
diabéticos destacan los roedores, especialmente ratas y ratones. La rata BB, 
mutación espontánea de la rata Wistar, es el modelo animal de diabetes más 
parecido a la diabetes humana, con unas características metabólicas y 
anatomopatológicas muy similares. El ratón db/db presenta también 
características muy similares a las de la diabetes en humanos, aunque estos 
ratones presentan una obesidad muy manifiesta y además la hiperglucemia no es

7



Introducción

reversible, reflejando posiblemente una alteración concomitante del glucagón 
(Mordes y Rossini, 1981). Ambos son los modelos animales de diabetes 
espontánea más utilizados en la actualidad.

Entre los modelos de diabetes inducida experimentalmente destacan la 
administración de hormonas con efectos contrarios a los de la insulina 
(adrenalina, glucagón, glucocorticoides, hormona del crecimiento), la diabetes 
inducida por virus (coxackie B, virus de la rubéola, reovirus y otros RNA virus) 
y la diabetes inducida por tóxicos, fundamentalmente estreptozotocina y aloxana 
(Mordes y Rossini, 1981). Estos dos últimos, los más utilizados sin duda, se 
describen con mayor detalle.

3.1. Estreptozotocina.

Estreptozotocina es el nombre común de 2-deoxy-2-(3-metil-3- 
nitrosourea)-D-glucopiranosa. Es una sustancia tóxica relativamente selectiva 
para las células £ de los islotes de Langerhans del páncreas, encargadas de la 
producción de insulina. Se ha utilizado además como antibiótico y como 
citostático antineoplásico, ya que tiene una estructura muy semejante a la de las 
mostazas nitrogenadas. Se han propuesto dos teorías complementarias para 
explicar su mecanismo de acción. Por un lado, derivados de su molécula (radical 
metilo) son capaces de interferir con el DNA. Además, produce depleción de
NAD+ y NADP+, necesarios para que la enzima poli(ADP-ribosa) sintetasa 
repare el DNA dañado (LeDoux et al., 1988). Por otro lado, se sabe que produce 
una disminución de los niveles intracelulares de glutatión, acompañada de un 
incremento en la producción de H20 2 y otros radicales libres (Oberley, 1988).

3.2. Aloxana.

La aloxana (2,4,5,6-tetraoxihexahidropirimidina) es una molécula 
inestable y muy reactiva, que rápidamente se transforma en ácido dialúrico, 
forma tóxica del compuesto. Como la estreptozotocina, es bastante selectiva de 
las células £ de los islotes de Langerhans del páncreas y produce poca o nula

8



Introducción

toxicidad en otros tejidos. La transformación de aloxana en ácido dialúrico 
consume oxígeno y produce H20 2, probablemente debido a la estructura 
quinónica del compuesto. La autooxidación del ácido dialúrico produce H20 2,

O 2» 0 2- y #OH. La producción de radicales libres de oxígeno tras la 
administración de aloxana ha sido puesta de manifiesto tanto in vivo como in 
vitro. Parece que la elevada selectividad por las células 6, sin haber sido 
totalmente demostrado, se debe a que son capaces de captar grandes cantidades 
de aloxana, formar rápidamente radicales libres de oxígeno y a que tienen una 
pobre defensa antioxidante (Oberley, 1988).

En la actualidad, para el estudio de la neuropatía diabética los modelos 
más utilizados son las líneas de animales espontáneamente diabéticos (rata BB y 
ratón db/db, especialmente) y la inducción de diabetes con aloxana o con 
estreptozotocina en ratones, ratas y conejos.

Para la realización de los experimentos detallados en este trabajo se 
decidió utilizar ratones debido a que su menor tamaño facilitaba su manejo y el 
poder disponer de mayor número de muestras sin problemas de estabulación y 
suponía un ahorro económico debido a la carestía de los productos que les iban 
a ser administrados.

Por otro lado, los ratones diabéticos db/db no son un buen modelo puesto 
que se ha descrito que la aparición de la alteración metabólica generalmente 
admitida como índice de neuropatía diabética, la disminución de la actividad
Na+, K+ ATPasa del nervio ciático, no ocurre en estos ratones (Bianchi et al., 
1987). Posteriormente, estos mismos autores han descrito una disminución de 
esta actividad enzimática a los 280 días del nacimiento, pero la atribuyen a la 
elevada edad de los ratones, ya que también la observan en el grupo control 
(Bianchi etal., 1990).

Por todo lo anterior, se decidió utilizar ratones en los cuales la diabetes 
fuera inducida por la administración de estreptozotocina o aloxana.
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4. Fisiopatologfa de la neuropatía diabética.

Aunque son numerosos los estudios que se han realizado sobre el tema, la 
patogénesis de la neuropatía diabética continúa siendo desconocida. El conjunto 
de alteraciones que se producen desde la disminución de los niveles de insulina 
y/o la aparición de hiperglucemia, hasta la disminución de la velocidad de 
conducción nerviosa y de la amplitud del potencial de acción o las alteraciones 
anatomopatológicas observadas (degeneración axonal, desmielinización 
segmentaria, remielinización, anomalías microvasculares), han comenzado a ser 
descubiertas en los últimos 15 ó 20 años.

Los estudios realizados sobre este tema se agrupan en dos grandes teorías, 
complementarias entre sí, que tratan de explicar la aparición de lesiones 
nerviosas en los pacientes diabéticos, una de las cuales otorga un papel 
fundamental a las alteraciones microvasculares y otra que presta mayor 
importancia a las alteraciones metabólicas derivadas del exceso de glucosa 
circulante en sangre (Greene et a l , 1990a). Estas dos teorías tratan de explicar 
tanto las lesiones nerviosas como las otras dos grandes lesiones crónicas de la 
diabetes, la nefropatía y las lesiones oculares (Winegrad, 1987). Realizaremos 
una mayor y más detallada exposición de la segunda, dado que es la hipótesis 
sobre la que se ha realizado este trabajo.

4.1. Alteraciones microvasculares.

El sistema vascular de los nervios periféricos incluye un sistema 
intrínseco, formado por capilares dispuestos longitudinalmente entre los 
fascículos de axones rodeados de endoneuro, y un sistema extrínseco, formado 
por las arterias, arteriolas y vénulas nutricias y por los vasos epineurales. Los 
nervios periféricos, debido a la existencia de estos dos sistemas vasculares, con 
numerosas anastomosis entre ellos, y a sus escasos requerimientos metabólicos, 
se hallan bien defendidos ante posibles lesiones isquémicas (Greene et al., 
1992).
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Fagerberg, en 1959, fue el primero en proponer una teoría para explicar la 
patogénesis de la neuropatía diabética basada en las alteraciones vasculares de 
las paredes de los vasos endoneurales observadas en autopsias.

Entre las alteraciones microvasculares del endoneuro encontradas hasta el 
momento destacan el adelgazamiento y la duplicación de la membrana basal, la 
proliferación de las células endoteliales, la formación de trombos plaquetarios, 
etc. (Dyck et al., 1986; Greene et al., 1987b). Sin embargo, en estudios 
realizados agrupando a los pacientes según su edad, no se encuentran 
diferencias entre las alteraciones observadas en las células endoteliales de los 
grupos control y diabético, pero sí en las alteraciones de la membrana basal 
(Sima etal., 1991).

También se ha descrito la presencia de alteraciones Teológicas en los 
nervios periféricos. Entre las encontradas en los pacientes diabéticos destacan el 
incremento de la viscosidad de la sangre (Paisley et al., 1980), agravada por la 
hipertensión que con frecuencia padecen los pacientes diabéticos (Rampling et 
al., 1989), y el descenso de la plasticidad de los eritrocitos (Oughton y Bames, 
1981).

La demostración de la disminución del flujo sanguíneo (Low, 1987), 
incremento de la resistencia vascular y disminución de la presión de oxígeno en 
los nervios de ratas crónicamente diabéticas (Tuck et al., 1984), junto con los 
hallazgos anatomopatológicos y Teológicos referidos, ha llevado a la 
formulación de una teoría según la cual la hipoxia generalizada del nervio sería 
uno de los mecanismos patogénicos de la neuropatía diabética (Low et al., 
1989).

La hipoxia provocada por los mecanismos citados puede desencadenar la 
producción de radical superóxido a través de la reacción xantina-xantina oxidasa 
(McCord, 1985). La formación de este radical superóxido puede generar otros 
radicales libres de oxígeno. Como veremos en el apartado 4.4. de esta 
Introducción, el incremento de estos factores prooxidantes, unido o no a la
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disminución de factores antioxidantes, puede desencadenar estrés oxidativo en 
el nervio ciático de pacientes o animales diabéticos y ser un factor importante en 
la patogénesis de la neuropatía diabética.

La formación de radical superóxido, por otra parte, puede provocar la 
aparición de productos de la peroxidación de lípidos, capaces de estimular la 
actividad ciclooxigenasa y reducir la actividad prostaciclina sintetasa (Moneada, 
1980). Como consecuencia de ambas acciones, al incrementarse la relación 
tromboxano/prostaciclina, se produciría la consiguiente vasoconstricción y 
agregación plaquetaria (Moneada y Vane, 1979), que agravarían la hipoxia del 
tejido nervioso diabético.

4.2. Alteraciones metabólicas.

Son numerosas las alteraciones metabólicas propuestas para explicar la 
aparición de diferentes alteraciones bioquímicas en el tejido nervioso periférico 
de pacientes diabéticos. La mayor parte de los autores las relacionan con la 
hiperglucemia y no con la falta de insulina, ya que las células del tejido nervioso 
periférico, que como ocurre con las del tejido nervioso central, obtienen de la 
glucosa la mayor parte de la energía necesaria para su metabolismo, no 
requieren insulina para regular el metabolismo de la glucosa en los axones 
periféricos ni en las células de Schwann (Greene y Winegrad, 1979). 
Recientemente se ha demostrado que sólo un tipo de transportador de glucosa, 
el GLUT1, se halla presente en nervio periférico de rata y, en estudios 
realizados in vitro, que está regulado por los niveles de glucosa (Muona et al.,
1992). Por otro lado, la capacidad del nervio periférico para utilizar la glucosa 
como substrato energético no se ve disminuida por la diabetes experimental 
aguda (Greene y Winegrad, 1981).

4.2.1. Acumulación de sorbitol.

La vía del poliol o del sorbitol es una vía alternativa en el metabolismo de 
la glucosa, fisiológica en los mamíferos, que consiste en dos reacciones
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enzimáticas que reducen la glucosa a sorbitol por la aldosa reductasa y éste es 
oxidado posteriormente por la sorbitol deshidrogenasa a fructosa.

La primera reacción es altamente dependiente de la concentración de 
substrato, por lo que la actividad de la aldosa reductasa está regulada 
fundamentalmente por los niveles intracelulares de glucosa, elevados en las 
situaciones de hiperglucemia. Por otro lado, el sorbitol difunde mal a través de 
las membranas celulares, por lo que tiende a acumularse en el interior de las 
células cuando su síntesis está incrementada (Gabbay, 1973).

La existencia de esta vía metabólica en el nervio periférico y la 
acumulación en el mismo de sorbitol fue puesta de manifiesto por primera vez 
en 1966 por Gabbay et al. La acumulación de sorbitol en nervio ciático ha sido 
demostrada tanto en animales de experimentación (Finegold et al., 1983) como 
en humanos, con buena correlación entre los niveles de sorbitol en nervio y los 
distintos índices de patología (Dyck et al., 1988).

La acumulación de sorbitol incrementa la presión osmótica en el interior 
celular y consiguientemente se produce la edematización del tejido. Este 
fenómeno, estudiado inicialmente en el cristalino de ratas con diabetes inducida 
por estreptozotocina, provocaba la aparición de cataratas (Gabbay, 1973), y se 
pensó que en el nervio ciático podría ocurrir un fenómeno similar, de modo que 
la edematización hiperosmolar del nervio fuera la responsable de las 
alteraciones morfológicas y funcionales observadas en la neuropatía diabética. 
La extrapolación de los datos de cristalino a nervio está cuestionada en la 
actualidad (Greene et al., 1985b), entre otras razones debido a que, mientras que 
en cristalino el sorbitol está presente en concentraciones milimolares, la 
concentración que alcanza en nervio es de orden micromolar, lo cual provoca un

Aldosa Sorbitol
areductasa

GLUCOSA SORBITOL FRUCTOSA

NADPH NADP+ NAD+ NADH
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incremento poco significativo de la osmolaridad (Greene, 1983).

Descartada la hipótesis hiperosmolar del sorbitol, son dos las hipótesis 
fundamentales, interrelacionadas entre sí, que tratan de explicar la relación 
existente entre el acúmulo de sorbitol en el nervio periférico y la aparición de 
las lesiones propias de la neuropatía diabética:

1) Disminución del contenido de mioinositol en el nervio periférico y 
alteración del metabolismo de los fosfatidilinositoles (Greene et al., 1987b).

2) Modificación del estado redox celular como consecuencia de la 
disminución de NADPH, y posible aparición de daño por estrés oxidativo.

Cada una de estas consecuencias del acúmulo de sorbitol será expuesta de 
forma detallada en los correspondientes apartados de esta Introducción, y se 
encuentran resumidas en la figura 1 .

Cabe resaltar, por último, que gran parte de las investigaciones llevadas a 
cabo para estudiar la acumulación de sorbitol y sus consecuencias, tanto en 
nervio periférico como en otros órganos, se han realizado utilizando inhibidores 
de la aldosa reductasa. Los resultados obtenidos con la administración de estos 
inhibidores son contradictorios. Dichos inhibidores han demostrado prevenir, en 
su administración de forma aguda, el acúmulo de sorbitol, la disminución del 
contenido de mioinositol y de la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio periférico 
de ratas diabéticas (Greene y Lattimer, 1984a) e incrementar su velocidad de 
conducción nerviosa (Stribling et al., 1985). Así mismo, la administración a 
largo plazo (28 semanas) de los inhibidores de la aldosa reductasa a ratas 
diabéticas producen efectos similares (Yagihashi et al., 1990). La 
administración de inhibidores de la aldosa reductasa a personas diabéticas 
normaliza los niveles de sorbitol en nervio sural (Pitts et al., 1986) pero no los 
de mioinositol (Dyck et al., 1988).
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DIABETES

\
Hiperglucemia

t Sorbitol f Glicosilación

I
t Radicales librest NADH/NAD+1 Mioinositol

i Fosfoinositoles

1 Inositol trifosfato y 
Diacilglicerol

Estrés oxidativot Diacilglicerol

Inhibición A ctivac ión

Proteína kinasa C

l Na+/K+ATPasa

1 Gradiente de Na+

l Velocidad de conducción

Figura 1: Esquema de las alteraciones metabólicas propuestas en la 
fisiopatología de la neuropatía diabética. Elaborado a partir de los esquemas 
propuestos por Greene et al. (1988) y Larkins y Dunlop (1992). Se señalan en 
negrita las alteraciones objeto de controversia, estudiadas en el presente 
trabajo.
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4.2.2. Disminución de mioinositol.

El mioinositol es un constituyente normal de la dieta. Puede encontrarse 
en plasma y tejidos y formando parte de una clase de fosfolípidos, los 
fosfatidilinositoles. Se absorbe por los enterocitos por un sistema de transporte 
de alta afinidad dependiente de Na+. Las concentraciones plasmáticas de 
mioinositol son bajas (de orden micromolar), siendo el riñón el principal órgano 
encargado de su regulación, ya que por una parte es capaz de reabsorber el 
mioinositol filtrado gracias a un sistema de transporte tubular de alta afinidad 
dependiente de Na+, y por otra es el único órgano que posee la enzima necesaria 
para hidrolizar el anillo de su estructura, imprescindible para su catabolismo 
(Greene et al., 1990a). El contenido tisular de mioinositol es generalmente 
superior al del plasma (1-10 mM), y aunque se ha demostrado la existencia de 
transporte activo dependiente de Na+ en muchos tejidos, entre ellos en el nervio 
(Greene y Lattimer, 1982), parece que su contribución al mantenimiento de los 
elevados niveles tisulares es poco importante, procediendo fundamentalmente 
de la síntesis del mismo en cada tejido (Winegrad, 1987).

La disminución de la concentración de mioinositol en nervio ha sido 
puesta de manifiesto en numerosos estudios, realizados tanto in vitro, con 
células de neuroblastoma (Yorek et al., 1989), como in vivo en animales de 
experimentación (Greene et al., 1982; 1987a). También ha sido relacionada con 
otras complicaciones crónicas de la diabetes, como la retinopatía diabética 
(MacGregor et al., 1986) o la nefropatía diabética (Goldfarb et al., 1991).

El mecanismo por el cual la diabetes ocasiona una disminución de la 
concentración de mioinositol en tejido nervioso sigue siendo controvertido en la 
actualidad. Por un lado se plantea que la glucosa, al inhibir de forma
competitiva la entrada de mioinositol dependiente de Na+ en los tejidos, sería la 
responsable de esta alteración. Por otro lado, los estudios realizados con 
inhibidores de la aldosa reductasa demuestran que la activación de la vía del 
sorbitol es responsable, al menos en parte, de la disminución del mioinositol en 
nervio (Greene et al., 1985a). Finalmente, la disminución de la actividad
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Na+/K+ ATPasa en nervio condiciona un incremento de la concentración 
intracelular de Na+ que disminuiría la entrada de mioinositol en las células, al 
comprometer su transporte activo (Greene et al., 1988).

La disminución del contenido de mioinositol en nervio periférico se 
produce de forma paralela con la disminución de la velocidad de conducción 
r?rviosa. Ésta puede ser normalizada con el incremento del mioinositol en 
plasma, gracias a una dieta rica en este metabolito, sin alterar la glucemia ni el 
contenido en glucosa o sorbitol del nervio (Greene et al., 1982; Tomlinson y 
Mayer, 1985). De un modo similar, se ha demostrado que la administración de
mioinositol con la dieta previene la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa 
en nervio ciático (Greene y Lattimer, 1983; Kim et al., 1991a). Los efectos 
anteriormente descritos han sido confirmados in vitro con cultivos celulares de 
neuroblastoma enriquecidos con mioinositol (Yorek et al., 1991).

Por otra parte, la disminución del contenido de mioinositol en nervio 
periférico no se produce (Whitely y Tomlinson, 1985), o al menos no de forma 
importante (Gillon y Hawthome, 1983) en el ratón, probablemente debido a 
características particulares de las enzimas de la vía metabólica del sorbitol 
(Greene et al., 1988). De manera similar, los estudios realizados en pacientes 
diabéticos indican, salvo excepciones (Mayhew et al., 1983), que la 
concentración de mioinositol en nervio no está disminuida (Dyck et al., 1980; 
1988). Los estudios realizados en humanos, junto con algunos más recientes 
realizados en animales de experimentación, apoyan la hipótesis de que la 
disminución del mioinositol en nervio es una alteración que aparece de forma 
aguda pero no se mantiene en la diabetes crónica (Greene et al., 1990b). Estos 
datos, junto con el hecho de que pueda ser una consecuencia de la disminución 
de la actividad Na+/K+ ATPasa, plantean dudas en la actualidad sobre la 
verdadera importancia de la disminución de la concentración de mioinositol en 
nervio en la fisiopatología de la neuropatía diabética.

La función más importante del mioinositol en el metabolismo del nervio 
periférico depende del hecho de que es capaz de incorporarse a una clase de
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fosfolípidos que participan de manera crucial en la transducción de señales 
mediadas por receptores, los fosfatidilinositoles. Las consecuencias de la 
disminución del mioinositol en nervio diabético parecen mediadas por este 
mecanismo.

4.2.3. Alteraciones del metabolismo de los fosfatidilinositoles.

El mioinositol libre es necesario para la síntesis de fosfatidilinositol. Los 
fosfolípidos de las membranas celulares incluyen una pequeña proporción de 
fosfatidilinositol y cantidades aún menores de fosfatidilinositol 4-fosfato y 
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. Esta familia de fosfolípidos, junto con otros, 
reciben el nombre de fosfatidilinositoles, y derivan del fosfatidilinositol por 
fosforilaciones secuenciales en su molécula de mioinositol (Michell, 1986).

Como se describirá más adelante, numerosos neurotransmisores y 
hormonas ejercen su acción en las células uniéndose a receptores de membrana. 
Estos, a su vez, son capaces de activar la síntesis de proteínas encargadas de 
transmitir señales intramembrana, las proteínas G, y éstas de regular la actividad 
de segundos mensajeros en la cara interna de la membrana celular (Linder y 
Gilman, 1992). Una de las acciones de las proteínas G es la activación de 
fosfolipasas, entre ellas la fosfolipasa C, que cataliza la degradación del 
fosfatidilinositol, del fosfatidilinositol 4-fosfato y del fosfatidilinositol 4,5- 
bifosfato. La hidrólisis de estos compuestos libera diacilglicerol y el mioinositol 
fosforilado correspondiente, el más importante de los cuales, el inositol 1,4,5- 
trifosfato es capaz de liberar Ca2+ de sus reservorios intracelulares. El 
diacilglicerol, los fosfatidilinositoles y el Ca2+ son los activadores fisiológicos 
de la proteína kinasa C (PKC).

Basándose en este conjunto de relaciones, se ha propuesto la hipótesis de 
que la disminución del mioinositol en nervio diabético originaría una 
disminución en la síntesis de activadores fisiológicos de la PKC, con lo cual ésta 
permanecería inhibida y su inhibición sería la responsable de la disminución de
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la actividad Na+/K+ ATPasa (Greene et al., 1990a). Como se estudiara en el 
apartado correspondiente de esta Introducción y en la Discusión, esta hipótesis 
comienza a ser discutida.

4.2.4. Disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa.

La Na+/K+ ATPasa es una enzima unida a membrana que utiliza la 
energía que libera la hidrólisis del ATP para la translocación de Na+ y K+ a 
través de la membrana plasmática. Es la enzima más importante dentro del 
conjunto de ATPasas que participan en el movimiento de iones transmembrana. 
Se trata de una ATPasa que es selectivamente inhibida por ouabaína, y es por 
este procedimiento por el que puede ser diferenciada de otras ATPasas
resistentes a ouabaína (Mg2+ y Ca2+ ATPasas, fundamentalmente) (Penefsky y 
Bruist, 1984).

La enzima consiste en un heterodímero de una unidad a  y otra p. Se han 
descrito tres tipos de subunidades a  (a j, a 2 y « 3) y dos de subunidades p (P¡y 
P2). Sus combinaciones dan lugar a las diferentes Na+/K+ ATPasas presentes en 
los tejidos humanos y en la mayoría de los seres vivos. La subunidad a  es la 
metabólicamente activa ya que, además de ser la encargada de realizar el 
transporte iónico, presenta el lugar de unión para el ATP y para la ouabaína 
capaz de inactivarla. La subunidad p es la encargada de transportar la Na+/K+ 
ATPasa sintetizada y fijarla en la membrana celular. Los estudios realizados 
demuestran que se requiere la presencia de ambas subunidades para que exista
actividad Na+/K+ ATPasa (Horisberger et a/., 1991).

El mantenimiento de los gradientes transmembrana de Na+ y de K+ es la 
principal función de la Na+/K+ ATPasa, y como consecuencia contribuye al 
mantenimiento del potencial de reposo de la membrana, que depende 
fundamentalmente del gradiente transmembrana de K+. Además, debido a que 

su actividad conlleva la salida en las células de 3 Na+ y la entrada de 2 K+,
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actúa como bomba electrogénica.

La disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio periférico 
inducida por la diabetes fue descrita por primera vez en 1976 por Das et al.9 en 
ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. Desde entonces numerosos 
trabajos han puesto de manifiesto esta disminución, tanto en estudios realizados 
in vivo en ratas genéticamente diabéticas BB-Wistar (Greene et al., 1987a) y en 
ratas con diabetes inducida por aloxana (Bianchi et al., 1988), como en estudios 
realizados in vitro en membranas de nervio ciático de rata con diabetes inducida 
por estreptozotocina (Kim et al., 1991) y en células de neuroblastoma (Yorek 
et al., 1991). También ha sido puesta de manifiesto esta disminución en otras 
estructuras implicadas en las complicaciones crónicas de la diabetes, como el 
glomérulo renal de rata diabética por administración de estreptozotocina 
(Cohén, 1985b), la retina de conejo diabético por inyección de aloxana 
(MacGregor y Matschinsky, 1986) y las grandes arterias del mismo modelo 
animal (Simmons et al., 1986), etc. Sin embargo, en algunos modelos 
experimentales, como los ratones db/db genéticamente diabéticos, no ha podido 
ser demostrada (Bianchi et al., 1987).

Como promedio, la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa inducida 
por la diabetes en los nervios ciáticos es de un 40% de los valores control. 
Greene et al. (1990a) han propuesto que se trata del defecto principal e iniciador 
de la neuropatía diabética, responsable de los primeros cambios estructurales 
irreversibles. La medida de la actividad Na+/K+ ATPasa es uno de los 
parámetros más utilizados en la actualidad para el estudio de la neuropatía 
diabética.

La disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa provoca a su vez otras 
alteraciones metabólicas, como la disminución del consumo de energía por los 
nervios afectados (Greene y Lattimer, 1984b), alteraciones en el balance de 
agua y electrolitos y la disminución de la captación de aminoácidos (Greene et 
al., 1985a), etc.
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Entre las alteraciones provocadas por la disminución de la actividad 
Na+/K+ ATPasa destacan, como se estudia a continuación, las alteraciones de
tipo electrofisiológico, como son la acumulación intraaxonal de Na+ y la 
disminución de la velocidad de conducción nerviosa.

4.2.5. Alteraciones electrofisiológicas.

La existencia de alteraciones electrofisiológicas inducidas por la diabetes 
en los nervios, fundamentalmente una disminución de la VCN, fue una de las 
primeras alteraciones descritas en la neuropatía diabética (Gregersen, 1967). En 
general, aunque con excepciones, se admite una disminución bastante precoz de 
la VCN, tanto en pacientes diabéticos como en los modelos experimentales.

Los pacientes con diabetes tipo I recién diagnosticada presentan con 
frecuencia una ligera disminución de la VCN que suele recuperarse cuando se 
instaura el tratamiento con insulina (Alien et al., 1992). Los pacientes con 
diabetes de larga evolución presentan generalmente una disminución más 
marcada de la VCN (Caccia et al., 1992) y acompañada de manifestaciones 
clínicas (Muller-Felber et al., 1991).

Las ratas espontáneamente diabéticas o con diabetes inducida 
experimentalmente presentan de forma precoz (tres semanas de evolución) una 
disminución de la VCN (Sima y Brismar, 1985; Suzuki et al., 1990) y también 
una disminución de la amplitud de los potenciales musculares evocados (Sima y 
Hay, 1981). También en ratones espontáneamente diabéticos (db/db) se ha 
demostrado una disminución de la VCN (Sharma et al., 1983). Sin embargo, 
otros autores, en el mismo modelo animal y en los mismos tiempos de 
evolución, no observan esta disminución de la VCN (Whitely y Tomlinson, 
1985). Por último, también se ha demostrado una disminución de la VCN en 
perros con diabetes inducida por la inyección de aloxana (Engerman et al., 
1990).

Entre los numerosos tratamientos que se han utilizado para prevenir la
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disminución de la VCN en animales diabéticos, se encuentra el adecuado 
control de la glucemia (Greene et al., 1975), la administración de inhibidores de 
la aldosa reductasa (Hirata y Okuda, 1990), la administración de mioinositol 
(Greene et al., 1982), la administración de gangliósidos (Spüler et al., 1988), 
etc.

El descubrimiento de que la actividad Na+/K+ ATPasa estaba disminuida 
en nervio periférico de ratas diabéticas por inyección de estreptozotocina llevó 
pronto al planteamiento de que era la disminución de ésta actividad la 
responsable de la disminución de la VCN (Das et al., 1976). La actividad
electrogénica de la Na+/K+ ATPasa mantiene el gradiente de Na+ y K+ existente 
a través de las membranas plasmáticas celulares. El gradiente transmembrana de 
K+ es el principal responsable del potencial de reposo de la membrana, mientras 
que el de Na+ es necesario para la generación de un potencial de acción. Así, 
estudios realizados en los nodos de Ranvier de las fibras mielinizadas han 
demostrado concentraciones anormalmente altas de Na+ en el interior de los 
axones (Brismar y Sima, 1981), proponiendo esta alteración como responsable 
del bloqueo de la conducción nerviosa en las fibras mielinizadas (Brismar et al., 
1987).

Esta teoría, según la cual la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa 
sería la responsable de la disminución de la VCN, ha sido apoyada por 
numerosos trabajos, realizados en ratas con diabetes inducida con 
estreptozotocina (Greene y Lattimer, 1983; Hirata y Okuda, 1990; Sonobe et 
al., 1991), en ratas espontáneamente diabéticas (Greene et al., 1984a) y en 
ratones (Sima y Brismar, 1985).

Frente a esta teoría, algunos hechos demuestran que la relación entre la 
disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa y la VCN en animales diabéticos 
no es tan directa. Así, en ratas con diabetes de cuatro semanas de evolución 
inducida por estreptozotocina se ha demostrado una disminución de la VCN sin 
disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa (Carrington et al., 1991). También,
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y estudiando la participación de la hipoxia en la neuropatía diabética en ratas, se 
ha demostrado una disminución de la VCN permaneciendo inalterada la
actividad Na+/K+ ATPasa (Smith et a/., 1991).

Por otro lado, en ratones diabéticos db/db (Norido et al., 1984) y en 
ratones con diabetes inducida con aloxana (Gorio et al.y 1984), se ha 
demostrado que la VCN estaba disminuida y se recuperaba con la 
administración de gangliósidos, mientras que en los mismos animales se ha
demostrado que la actividad Na+/K+ ATPasa permanece inalterada y no se 
modifica con el mismo tratamiento (Bianchi et al.9 1987). Además, en un 
modelo alternativo en ratones, en el cual se potencia la vía del poliol 
administrando galactosa, se ha demostrado que la disminución de la VCN
coincide con un incremento de la actividad Na+/K+ ATPasa. Ambos fenómenos 
se recuperan con la administración de inhibidores de la aldosa reductasa 
(Calcutt et al., 1990).

4.3. Valoración de la proteína kinasa C en la neuropatía diabética.

4.3.1. Proteína kinasa C

La PKC es una enzima, descubierta en 1977 (Takai et al.91977; Inoue et 
al.9 1977), que fue caracterizada inicialmente por ser activada de forma 
reversible por la asociación de fosfolípidos de la membrana celular, en presencia 
de diacilglicerol y de Ca2+ a concentraciones fisiológicas. Está ampliamente 
distribuida en tejidos y órganos de mamíferos y otros animales inferiores, 
especialmente en el sistema nervioso, donde presenta su mayor actividad 
(Kikkawa y Nishizuka, 1986).

Esta enzima pertenece al grupo de las proteína kinasas dependientes de 
segundos mensajeros, que constituyen, junto a las proteína fosfatasas, uno de los 
principales sistemas de transducción de señales extracelulares en las células 
eucariótas (Cohén, 1992).
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La PKC es una familia de enzimas, de las que se han identificado hasta la 
actualidad diez subespecies, diferenciadas atendiendo a su peso molecular, 
secuencia de aminoácidos, diferente expresión por tejidos, etc., y que son 
denominadas: a , pI# pn , y, ó, e , r|(L), 0, £ y X (Asaoka et al., 1992). 
Actualmente se sistematizan en tres grupos:

- cPKC (PKC convencional o clásica), que incluye las subespecies a , p¡, 
P n  y Y» l a s  primeras descubiertas, y que pueden ser activadas por Ca2+, 
diacilglicerol y fosfolípidos.

- nPKC (PKC nueva), que incluye las subespecies 6 , e, r](L) y 0, 
insensibles a Ca2+, pero que responden a diacilglicerol y fosfolípidos.

- aPKC (PKC atípica), que incluye las subespecies de más reciente 
descubrimiento, £ y X, que no responden a Ca2+ ni a diacilglicerol.

Una gran variedad de hormonas, neurotransmisores y otras sustancias 
biológicamente activas ejercen sus acciones sobre las células interactuando con 
receptores situados en la superficie de las mismas, en su membrana celular. 
Muchas de estas señales, a través del sistema de proteínas G, provocan la 
activación de la fosfolipasa C de la membrana, con la consiguiente degradación 
de una parte de los fosfolípidos que la constituyen, especialmente el 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, produciendo inositol 1,4,5-trifosfato y 1,2- 
diacilglicerol. El inositol trifosfato producido de esta manera, actúa sobre los 
reservorios intracelulares de Ca2+, provocando su liberación (Kikkawa y 
Nishizuka, 1986). Se ha establecido que una molécula de PKC inactiva, 
formando un complejo con cuatro moléculas de fosfolípidos, una molécula de
diacilglicerol y al menos una molécula de Ca2+ constituyen la enzima activada 
(Huang, 1989). De este modo, una señal extracelular, a través de segundos 
mensajeros, es capaz de activar la PKC. Por último, parece que se trata de una 
enzima que sólo es activa cuando está unida a la membrana (Epand y Lester,
1990).
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La acción conjunta del Ca2+ liberado intracelularmente y del 
diacilglicerol producido activa la enzima de forma rápida, provocando la 
aparición de respuestas a corto plazo, entre las que se incluyen la activación de 
funciones celulares del sistema endocrino (liberación de hormonas de la médula 
y corteza suprarrenales, páncreas, hipófisis, tiroides, paratiroides, etc.), sistema 
exocrino (secreción de amilasa pancreática, secreción de las glándulas gástricas, 
etc.), sistema nervioso (liberación de acetilcolina en núcleo caudado y otros 
neurotransmisores en diferentes centros), contracción y relajación muscular, 
liberación de sustancias mediadoras de la respuesta inflamatoria, etc. 
(Nishizuka, 1989).

Por otro lado, también se ha implicado la participación de la PKC en 
fenómenos de regulación celular a largo plazo. En este caso se activa la 
fosfolipasa D, que hidroliza una molécula de fosfatidilcolina y la convierte en 
diacilglicerol, activándose la PKC de manera sostenida (Asaoka et al., 1992). 
En estos fenómenos la PKC ejerce con frecuencia un papel de retroalimentación 
negativa, fosforilando los receptores de las hormonas y de los factores de 
crecimiento en cuya liberación se halla implicada (Nishizuka, 1988).

Además de las fosfolipasas C y D, la fosfolipasa A2 también es capaz de 
activar la PKC. Esta activación, menos estudiada, la realiza hidrolizando 
fosfolípidos para liberar ácidos grasos libres y lisofosfolípidos (Asaoka et al.,
1992). Los primeros, en presencia de diacilglicerol, incrementan notablemente 
la afinidad de la PKC por el Ca2+, dando lugar a una activación a corto plazo. 
Por otro lado, los lisofosfolípidos incrementan la afinidad de la PKC por el 
diacilglicerol, activándola de manera sostenida.

A partir de numerosos experimentos se ha propuesto para la PKC un 
papel en la modulación de las funciones de la propia membrana en la que se 
encuentra, a través de la fosforilación de proteínas de membrana como canales, 
bombas y proteínas de intercambio iónico (Nishizuka, 1986).

Por último, se ha descrito que numerosos ésteres de forbol, y

25



Introducción

especialmente el 12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato, son capaces deinducir la 
aparición de tumores actuando sobre la membrana celular de diferentes tipos 
celulares. En 1982 se estableció, tanto en experimentos realizados in vivo como 
in vitro, que los ésteres de forbol activaban la PKC (Castagna et al., 1982) y que 
el grado de activación de la misma estaba relacionado con la capacidad de 
inducir transformación tumoral. Posteriormente se demostró que los ésteres de 
forbol tienen una parte de su molécula muy similar a la del diacilglicerol, con lo 
cual son capaces de unirse a la molécula de PKC en lugar de éste, provocando
su activación y aumentando la afinidad del Ca2+ por la misma. Numerosos 
estudios apoyan en la actualidad la hipótesis de que la PKC es una proteína 
receptora para numerosos promotores tumorales, estén o no relacionados 
estructuralmente con los ésteres de forbol (Nishizuka, 1984; 1989).

Todas las acciones citadas las realiza la PKC a través de la fosforilación 
de diferentes proteínas, entre las que se encuentran receptores (de insulina, 
somatomedina C, transferrina, interleukina 2 , factor de crecimiento epidérmico,
etc.), otras proteínas de membrana (Na+/K+ ATPasa, proteínas de intercambio 
H+/Na+, transportador de glucosa, etc), proteínas del sistema contráctil y del 
citoesqueleto (cadenas ligeras de miosina, troponina T e I, vinculina, etc.), 
enzimas (glucógeno sintetasa, fosfofructokinasa, NADPH oxidasa, tirosina 
hidroxilasa, etc.) y otras proteínas (fibrinógeno, proteínas de estrés, etc.) 
(Nishizuka, 1986).

4.3.2. Inhibidores de la proteína kinasa C

Los inhibidores de la PKC son usados habitualmente para estudiar las 
funciones fisiológicas de esta enzima. Ningún inhibidor de los utilizados 
actualmente es absolutamente específico para la PKC, pudiendo inhibir otras 
proteína kinasas, fundamentalmente la proteína kinasa A (dependiente de AMP 
cíclico), la proteína kinasa G (dependiente de GMP cíclico) y la proteína kinasa 
dependiente de calmodulina.

Los inhibidores de la PKC pueden ser clasificados en dos grupos, según
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realicen su acción sobre el dominio regulador o sobre el dominio catalítico de su 
molécula (Epand y Lester, 1990). El dominio regulador es una zona rica en
cisterna, al cual se unen los fosfolípidos, el Ca2+ y el diacilglicerol. El dominio 
catalítico o centro activo es el lugar destinado para la unión del ATP y la 
proteína que va a ser fosforilada.

Entre los inhibidores que actúan interfiriendo la interacción del 
diacilglicerol con la PKC, que actualmente son los inhibidores conocidos más 
específicos para la PKC, encontramos el calfostin C, cremophor EL y AMG (1- 
O-alkil-2 -O-metilglicerol). Estos compuestos también antagonizan el efecto in 
vitro de los ésteres de forbol sobre la PKC (Huang, 1989).

Existe un grupo numeroso de fármacos que interfieren en el metabolismo 
de los fosfolípidos, inhibiendo la PKC de forma competitiva. No son en 
absoluto específicos, pudiendo inhibir también proteína kinasas dependientes de 
calmodulina. Este grupo incluye antidepresivos (trifluoperacina, clorpromacina, 
flufenacina, imipramina, etc.), anestésicos locales (dibucaína, tetracaína, etc.), 
verapamil, fentolamina, heparina, adriamicina, polimixina B, vitamina E, etc 
(Kikkawa y Nishizuka, 1986).

Por último, algunos inhibidores de la PKC actúan interfiriendo la 
interacción del ATP y la proteína substrato con el centro activo o catalítico de la 
enzima. Pertenecen a este grupo algunos inhibidores muy utilizados, como el 
H7 y el compuesto K252 (Huang, 1989). Sin embargo, y debido a que la 
estructura del centro activo de la enzima destinado a la unión con el ATP es 
muy similar en todas las proteína kinasas, estos compuestos, aunque exhiben 
una mayor especificidad sobre la PKC, pueden inhibir otras proteína kinasas, 
especialmente la proteína kinasa A.

4.3.3. Papel de la proteína kinasa C en la fisiopatología de la neuropatía 
diabética.

Como se estudió en el apartado 4.2.3. de esta Introducción, las
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alteraciones del metabolismo de los fosfatidilinositoles, inducidas por la 
diabetes en diferentes tejidos, han dado lugar a que se postule que son las 
alteraciones en la regulación de la actividad PKC las responsables de la 
disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa presente en nervio ciático.

Antes que en la neuropatía diabética, se ha postulado la participación de 
la PKC en diferentes complicaciones de la diabetes, estando activada en la 
mayoría de los tejidos y órganos implicados. El mecanismo por el cual la 
hiperglucemia de los pacientes diabéticos produce la activación de la PKC sería 
consecuencia del incremento de la utilización de la glucosa por la vía del 
sorbitol, como se vió en el apartado 4.2.1. de esta Introducción, que produce una 
disminución en el cociente NADH/NAD+. La disminución citosólica de este 
cociente promueve la síntesis de novo de diacilglicerol por dos mecanismos: 
favorece la reducción de dihidroxiacetona fosfato a glicerol 3-fosfato, primer 
paso para la síntesis de diacilglicerol, e incrementa la disponibilidad de 
dihidroxiacetona fosfato, disminuyendo la oxidación de gliceraldehído 3-fosfato 
a 1,3-difosfoglicerato (Tilton et al., 1992).

La síntesis de novo de diacilglicerol, con incremento de la concentración 
tisular del mismo y activación de PKC, ha sido demostrada en glomérulo 
aislado de ratas diabéticas por inyección de estreptozotocina (Craven y 
DeRubertis, 1989; Craven et al., 1990; Wali et al., 1990), en cultivos celulares 
con medios ricos en glucosa, tanto de células endoteliales de capilares retinianos 
de vaca (Lee et al., 1989b) como de adipocitos de rata (Ishizuka et al., 1989) y 
en corazón de rata diabética (Okamura et al., 1988).

Son numerosos los estudios que demuestran la activación de la PKC en 
las diferentes complicaciones de la diabetes. Así, estudiando la nefropatía 
diabética, se ha descrito que la PKC está activada en los glomérulos de ratas 
diabéticas por inyección de estreptozotocina (Craven y DeRubertis, 1989) y que 
las células mesangiales de riñón de rata, aisladas y cultivadas en medios con 
cantidades elevadas de glucosa, sufren transformaciones similares a las 
observadas en la nefropatía diabética que parecen provocadas por la activación
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de la PKC (Ayo et al., 1991; Studer et a l , 1993). También se ha demostrado 
que la activación de la PKC es la responsable de la vasodilatación observada en 
los glomérulos de ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (Awazu et 
al, 1991).

En cuanto a las alteraciones vasculares, se ha observado que las células 
endoteliales de capilares de retina bovina, cultivadas en medios ricos en 
glucosa, presentan alteraciones metabólicas idénticas a las que aparecen en las 
mismas células en los pacientes diabéticos, demostrándose la participación de la 
activación de la PKC en dichas alteraciones (Lee et a l, 1989a). También se ha 
descrito que la activación de la PKC es la responsable de la anormal relajación 
de las arterias aorta y mesentérica de rata diabética (Abebe y MacLeod, 1990) y 
de la relajación dependiente del endotelio de segmentos de aorta de conejo, 
incubados en medios ricos en glucosa (Tesfamariam et a l, 1991). Finalmente, 
se ha demostrado que la PKC está activada en células de músculo liso vascular 
cultivadas en medios ricos en glucosa (Williams y Schirier, 1992).

Sin embargo, en otros tejidos, no asociados clásicamente a las 
complicaciones crónicas de la diabetes, se ha demostrado que la PKC está 
inhibida. Así, se ha descrito que la actividad de esta enzima esta disminuida en 
hígado (Pugazhenthi et al., 1990) e intestino delgado (Wali et al, 1990) de ratas 
diabéticas por inyección de estreptozotocina.

En cuanto a su participación en la fisiopatología de la neuropatía 
diabética, fue implicada ya en 1973 por Goldman y Albers, al establecer una 
relación entre los fosfolípidos y la actividad Na+/K+ ATPasa, y describir que la 
fosfolipasa C inhibe parcialmente la actividad Na+/K+ ATPasa.

Primero se postuló que la PKC estaba inhibida en el nervio periférico y se 
propuso que la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa en el nervio ciático 
era consecuencia de la disminución de la actividad PKC en el mismo (Greene 
et a l ,  1992). Esta hipótesis se basa en experimentos en los cuales los 
activadores de la PKC normalizan in vitro y de forma aguda el consumo de
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oxígeno que puede ser inhibido con ouabaína (debido a la actividad de la 
Na+/K+ ATPasa) en nervio de conejo diabético por inyección de aloxana 
(Greene y Lattimer, 1986) y también en nervio ciático de ratas diabéticas por 
inyección de estreptozotocina (Kim et al., 1991b). También se ha demostrado 
una disminución del contenido de diacilglicerol en nervio ciático de ratas 
diabéticas, con lo cual la PKC carecería de uno de sus activadores fisiológicos y 
estaría parcialmente inactivada (Zhu y Eichberg, 1990).

Estudios recientes sostienen que la PKC está activada también en tejido 
nervioso de animales diabéticos, de modo similar a lo que ocurre en otros 
tejidos. Así, la utilización de ésteres de forbol para estimular la fosfolipasa D en 
nervio ciático de ratas control y diabéticas por inyección de estreptozotocina, ha 
llevado a la conclusión de que la PKC debería estar activada en el nervio ciático 
de las ratas del grupo diabético (Eggen y Eichberg, 1992).

Por otra parte, comienzan a ser numerosos los estudios que evidencian 
una regulación de la actividad de la enzima Na+/K+ ATPasa por la actividad 
PKC. Se ha demostrado que la Na+/K+ ATPasa se fosforila por la PKC 
(Lowndes et al., 1990). Sin embargo, el efecto de esta fosforilación sobre la 
actividad Na+/K+ ATPasa no está aclarado, ya que unos autores sugieren que la 
activación de la PKC la estimula (Gupta et al., 1991) mientras otros defienden 
el que los activadores de la PKC inhiben la Na+/K+ ATPasa (Bertorello y 
Aperia, 1989). Estudios realizados en oocitos de Xenopus Icevis también han 
demostrado que la administración de diacilglicerol exógeno, probablemente a
través de la activación de la PKC, es capaz de inhibir la actividad de la Na+/K+ 
ATPasa (Khan et al., 1991).

Por todo lo anterior, se puede concluir que, hasta el momento son pocos 
los datos concluyentes sobre el estado de la PKC en el nervio ciático en la 
neuropatía diabética.
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4.4. Estrés oxidativo y neuropatía diabética.

4.4.1. Estrés oxidativo.

Se ha definido "estrés oxidativo" como una situación de desequilibrio 
entre agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros (Sies, 1985). 
Entre los agentes oxidantes destacan los radicales libres, entendiendo por éstos 
toda molécula en la cual uno de sus átomos presenta un electrón desapareado, y 
son generados por oxidación de moléculas que inicialmente contienen pares de 
electrones con spin opuesto (Flaherty y Weisfeldt, 1988). Frecuentemente, la 
partícula es un átomo de oxígeno, por la facilidad de éste para transformarse en 
radical (Miquel, 1989), dando lugar a la formación de diferentes radicales libres

derivados de oxígeno: anión superóxido (0 2*) y radical hidroxilo (OH*), entre 
otros.

El efecto más importante de estos radicales libres sobre las células vivas 
está mediado por su extraordinaria reactividad química como oxidantes, 
pudiendo conducir a alteraciones de macromoléculas vitales para los seres 
vivos, entre ellas DNA (provocando mutaciones) o lípidos de membrana 
(provocando su peroxidación), por reacción directa con ellas.

La prevención del daño ocasionado por los sistemas oxidantes la realizan 
los sistemas antioxidantes celulares. Estos sistemas incluyen los agentes 
antioxidantes, proporcionados o no por la dieta (vitaminas C y E, glutatión, 
etc.), las enzimas con actividad antioxidante directa o primaria, llamadas así por 
inactivar directamente especies activadas de oxígeno (catalasa, superóxido 
dismutasa, glutatión peroxidasa, etc.), y las enzimas con actividad antioxidante 
secundaria, que bien contribuyen al mantenimiento de otros sistemas 
antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas de la acción tóxica de los 
radicales (glutatión S-transferasa, glucosa 6 -fosfato deshidrogenasa, etc.) (Sies,
1991).

Entre los sistemas de defensa antioxidante celulares destaca el sistema
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glutatión. Se denomina sistema glutatión (ver figura 2) al conjunto formado por 
el glutatión y los enzimas relacionados con su metabolismo (Meister y 
Anderson, 1983), que son además las responsables del mantenimiento de su 
estado redox en condiciones fisiológicas (Meister, 1988).

El glutatión es un tripéptido presente en la mayoría de células animales. 
Entre las diversas funciones que ejerce destacan las funciones protectoras, 
metabólicas y su participación en los sistemas de transporte (Viña et ah, 1989). 
Por un lado, es un reductor intracelular que protege a las células frente a 
radicales libres, peróxidos y otros compuestos tóxicos, y frente a las 
consecuencias de la irradiación. Por otro, participa en la síntesis de ácidos 
nucleicos, en la regulación de la síntesis y degradación de proteínas, en la 
gluconeogénesis, en la desyodación de las hormonas tiroideas, actúa como 
reservorio de cisterna, como coenzima, participa en la homeostasis del calcio, 
etc. Por último, se ha descrito su participación en la secreción de hormonas 
polipeptídicas, en la liberación de neurotransmisores y en la captación de 
aminoácidos.

Entre las enzimas que forman parte del sistema glutatión destacan las 
glutatión S-transferasas (conjunto de enzimas que participan en la 
detoxificación de numerosos compuestos), la glutatión peroxidasa (que reduce 
el peróxido de hidrógeno y otros peróxidos lipidíeos u orgánicos utilizando el 
glutatión como dador de electrones), la glutatión disulfuro reductasa y la y- 
glutamil-transpeptidasa. De todas ellas, la actividad glutatión peroxidasa ocupa 
un puesto clave en el sistema de defensa antioxidante intracelular frente a los 
radicales libres de oxígeno (Raes et al., 1987).

4.4.2. Estrés oxidativo en tejido nervioso periférico.

El tejido nervioso, por el hecho de ser muy rico en lípidos, es 
especialmente susceptible de sufrir daño por radicales libres. De hecho, se ha 
implicado la presencia de estrés oxidativo en la fisiopatología de numerosas 
enfermedades que afectan al tejido nervioso central y periférico. Entre las
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Figura 2: Esquema del sistema glutatión y de algunos aspectos de su 
m e tab o lism o . GSH: glutatión, GSSG: glutatión disulfuro, LPO: 
peroxidación lipídica, 4-OH-ALK: 4-hidroxi-alquenales, GSHPx: glutatión 
peroxidasa, GR: glutatión reductasa, GSTs: glutatión S-transferasas, g-GT: 
g-glutamil transpeptidasa, SOD: superóxido dismutasa, X: xenobiótico.
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primeras destacan la enfermedad de Parkinson (Adams y Odunze, 1991), la 
enfermedad de Alzheimer (Adams et al., 1991), la epilepsia (Morí et al., 1990) 
y la retinopatía del prematuro (Penn, 1990). Entre las segundas, la neuropatía 
diabética (Low y Nickander, 1991) y la neuropatía alcohólica (Raya et al.,
1993).

La existencia de mecanismos de defensa antioxidante en tejido nervioso 
permite su defensa frente a las especies activadas de oxígeno que se producen 
en condiciones normales en las neuronas, y frente a las que se producen en las 
enfermedades anteriormente citadas, intoxicaciones, etc. Mientras que los 
sistemas de defensa antioxidante en tejido nervioso central han sido 
ampliamente estudiados (Cohén, 1985a), los sistemas antioxidantes en tejido 
nervioso periférico han sido caracterizados recientemente en la rata (Romero et 
al., 1990) y tienen una importancia comparable a los del sistema nervioso 
central (Romero et a l, 1991).

4.4.3. Valoración del estrés oxidativo en la neuropatía diabética

Oberley, en su revisión de 1988 sobre radicales libres y diabetes, recoge 
las alteraciones inducidas por la diabetes en los sistemas antioxidantes de 
numerosos tejidos animales y humanos. Los resultados revisados hasta ese 
momento resultan contradictorios en numerosas ocasiones. Las alteraciones 
observadas, dependiendo de los órganos estudiados, incluyen incremento o 
disminución de actividades enzimáticas (superóxido dismutasa, catalasa, 
glutatión peroxidasa, glutatión reductasa, etc.), de la concentración de sustancias 
antioxidantes (glutatión, vitamina E, etc.) y de los productos formados por estrés 
oxidativo (lipoperóxidos, etc.). El resumen de los resultados presentados sería 
muy extenso, ya que dependiendo del trabajo estudiado se producen alteraciones 
de uno u otro signo.

El estudio del efecto de la insulina sobre las alteraciones de los sistemas 
antioxidantes ofrece igualmente conclusiones contradictorias: el adecuado 
control de la glucemia con insulina revierte las alteraciones observadas en los
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mecanismos de defensa antioxidante en diversos órganos de ratas diabéticas por 
inyección de estreptozotocina (Wohaieb y Godin, 1987b) y de aloxana (Godin 
et al., 1988), pero no en ratas espontáneamente diabéticas (Wohaieb y Godin, 
1987c).

No existen datos sobre los efectos de la diabetes en el tejido nervioso 
periférico en los trabajos anteriormente citados, dado que la mayoría de los 
estudios que hacen referencia al estrés oxidativo y a los sistemas de defensa 
antioxidante inducidos por la diabetes en tejido nervioso periférico son 
posteriores a la revisión de Oberley (1988). Sin embargo, es manifiesta la 
presencia de factores que inducen la formación de radicales libres y de 
alteraciones de la defensa frente a éstos.

Como se ha revisado a lo largo de esta Introducción, la presencia de 
alteraciones microvasculares y el acúmulo de sorbitol, inducidos por la diabetes 
en el tejido nervioso periférico, destacan entre los mecanismos que inducen la 
formación de radicales libres en este tejido y, por tanto, favorecen la aparición 
de estrés oxidativo en el mismo.

Entre los pocos datos que apoyan la presencia de acciones debidas a los 
radicales libres de oxígeno en tejido nervioso diabético se encuentran los 
presentados en el trabajo de Low y Nickander (1991), destacando el incremento 
de dienos conjugados (formados por peroxidación de lípidos) y la disminución 
de la actividad superóxido dismutasa. Sin embargo, la concentración de 
malondialdehido, producto de la degradación de lípidos, no está disminuida. Por 
último, se presenta un resultado difícil de valorar, ya que se describe una 
reducción de hidroperóxidos que, según los propios autores, puede reflejar el 
incremento de la actividad glutatión peroxidasa descrita en algunos tejidos de 
animales diabéticos (Godin et al., 1988).

Respecto del estudio de las alteraciones inducidas por la diabetes en los 
sistemas de defensa antioxidante en nervio periférico destaca un trabajo 
realizado en diferentes ratones diabéticos, obtenidos por mutaciones genéticas, y
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que revela un incremento de la actividad glutatión peroxidasa, glutatión 
reductasa, superóxido dismutasa y catalasa en algunos de ellos, mientras que en 
otros permanece inalterada (Cloez et al.9 1989). En otro trabajo», la 
concentración de glutatión en nervio ciático de ratas diabéticas por inyección de 
estreptozotocina es la misma que en ratas control (Carrol et al., 1986).

Uno de los mecanismos que se ha propuesto como responsable de las 
complicaciones de la diabetes es el fenómeno conocido como glicosilación 
autooxidativa de proteínas. Por un lado, la glucosa puede reaccionar lentamente, 
sin mediación enzimática, con los grupos amino de las proteínas, formando 
inicialmente una base de Schiff. Este primer paso se llama glicosilación no 
enzimática o más propiamente, glicación. La degradación de estos productos 
puede dar lugar a la formación de deoxiglucosonas, que pueden reaccionar con 
proteínas formando los productos de Maillard o productos de la glicosilación. 
Por otro lado, la autooxidación de la glucosa, en presencia de metales de 
transición, puede producir lentamente radicales libres de oxígeno y peróxido de 
hidrógeno, que a su vez pueden provocar alteraciones estructurales de las 
proteínas (Wolf etal., 1991).

La presencia de glicosilación autooxidativa se ha puesto de manifiesto en 
numerosas proteínas: lipoproteínas de baja densidad (Hunt et al., 1990), 
laminina (Charonis et al., 1990), colágeno (Monnier et al., 1988), etc. Por otro 
lado, la administración de aminoguanidina, sustancia que previene la formación 
de productos finales de la glicosilación, ha demostrado prevenir los efectos de la 
diabetes sobre el colágeno de la piel y el riñón de ratas diabéticas (Odetti et al., 
1990). En la actualidad, la glicosilación autooxidativa es una de las posibles 
explicaciones para las complicaciones crónicas de la diabetes, especialmente 
para aquellas que parecen tener una mayor relación con los niveles de glucemia.

A pesar de que la hipótesis de la existencia de estrés oxidativo en el 
origen de la neuropatía diabética se postuló hace tiempo (Low et al., 1989), los 
datos de que se dispone en la actualidad, bien sobre mecanismos de defensa 
antioxidante, bien sobre la presencia de factores prooxidantes, son escasos y
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poco concluyentes, por lo que su estudio resulta de interés, tanto por sí mismos 
como formando parte de otras hipótesis planteadas sobre la fisiopatología de la 
neuropatía diabética.
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Objetivos

Basándonos en lo expuesto en el apartado de Introducción, nos 
propusimos desarrollar los siguientes objetivos:

1 . Obtención de un modelo experimental adecuado a nuestras 
necesidades, en el que poder estudiar de forma sencilla parámetros bioquímicos 
y electrofisiológicos de las lesiones inducidas por la diabetes en el tejido 
nervioso periférico.

2. Estudio de la posible implicación de la proteína kinasa C en la 
disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático de ratones 
diabéticos, y por tanto en la fisiopatología de la neuropatía diabética, bien 
mediante la determinación directa de la actividad de esta enzima, bien utilizando 
inhibidores de la misma.

3. Valoración del posible efecto beneficioso de los inhibidores de la 
proteína kinasa C, previniendo y/o recuperando las lesiones bioquímicas y/o 
electrofisiológicas inducidas por la diabetes en nuestro modelo experimental.

4. Estudio de la defensa antioxidante en el nervio ciático del ratón como 
aproximación válida para el estudio de la fisiopatología de la neuropatía 
diabética.

39



III. MATERIALES Y
MÉTODOS



Materiales y Métodos

1. Materiales.

1.1. Animales.

En la realización de este trabajo se han utilizado ratones albinos de raza 
Swiss, machos, con un peso en el inicio de los experimentos comprendido entre 
20 y 25 gramos.

Antes y durante la realización de los experimentos, los ratones tuvieron 
libre acceso a comida y agua. La comida, una dieta comercializada por Letica 
(Hospitalet, Barcelona), es una fórmula de mantenimiento para rata y ratón, 
IPM-R20, cuya composición es del 63% de glúcidos, 3% de grasas, 17% de 
proteínas y 5% de fibra, y su energía metabolizable de 2950 Kcal/Kg. Las 
condiciones de estabulación son de ciclos día-noche de 1 2  horas (8 :0 0 -2 0 :0 0 ), 
con temperatura controlada entre 19 y 21 °C y una humedad relativa del 45- 
55%.

1.2. Aparatos.

Espectrofotómetros
- Espectrofotómetro ZEISS, modelo PM6 , termostatizado y con 

intercambiador automático de cubetas y registrador BBC GOERZ, modelo 
Servogor 210.

- Espectrofotómetro KONTRON, modelo UVIKON 810, termostatizado, 
con registrador UVIKON Recorder 21 e impresora UVIKON LS Printer 48.

- Espectrofotómetro SHIMADZU, modelo UV-120-02, termostatizado, 
con registrador LKB, modelo REC 101.

Centrífugas
- Centrífuga de mesa EPPENDORF, modelo 5415C.
- Centrífuga refrigerada HERAEUS Sepatech, modelo Biofuge 17RS.
- Centrífuga SORVALL, refrigerada, modelo RC-5B.
- Ultracentrífuga BECKMAN, refrigerada, modelo L8-70M.
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Congeladores y refrigeradores
- Congelador vertical KOXKA, que mantiene una temperatura constante 

de -80°C.
- Congelador vertical ZANUSSI, modelo Z-1270/V, que mantiene una 

temperatura constante de -25°C.
- Arcón congelador LIEBHERR, modelo GT 1401, que mantiene una 

temperatura constante de -25°C.
- Refrigerador PHILCO, modelo PH 109F, que mantiene una temperatura 

constante de 4°C.

Contador de viales de centelleo LKB, modelo 1219 Rackbeta, controlado por un 
ordenador personal OLIVETTI, modelo M280.

Balanzas
- Báscula LETICA, modelo LE 2066, que integra el peso a lo largo del 

tiempo, para pesar los ratones.
- Balanza electrónica AND, modelo FY-3000, para pesar hasta 3100 g, 

con una sensibilidad de 0 .1  g.
- Balanza electrónica AND, modelo EK-1200, para pesar hasta 1200 g, 

con una sensibilidad de 0 .1  g.
- Balanza electrónica METTLER, modelo H54AR, para pesar hasta 160 

g, con una sensibilidad de 0 .0 1  mg.
- Balanza electrónica METTLER, modelo H43, para pesar hasta 160 g, 

con una sensibilidad de 0 .1  mg.

Osciloscopio de doble haz TEKTRONIX, modelo 5110, con cámara de vídeo 
TEKTRONIX, modelo C-1001, acoplada y conectada a una tarjeta 
digitalizadora TEKTRONIX, modelo DCS01.

Monitor de vídeo TEKTRONIX, modelo DX05.

Copiadora de vídeo TEKTRONIX, modelo HC01.
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Estimulador eléctrico CIBERTEC, modelo CS-220.

Baño refrigerado HETO INTERMED, modelo Hetofrig, con termostato 
calefactor HETO INTERMED, modelo 03DBI623.

Termómetro electrónico de precisión ELLAB, modelo Du3S, con sonda 
termopar de aguja ELLAB, modelo MKA-A.

Varios
- Vórtex HEIDOLPH, modelo Reax 2000 y KARTELL, modelo TK3S.
- Agitadores magnéticos con (ALC, modelo Mivariel) y sin calefactor 

(SBS, modelo A-01).
- Máquina de hielo picado SCOTSMAN, modelo AF-1 0 .
- pHmetro CRISON, modelo 2002.
- Contador Geiger LUDLUM, modelo 2A.
- Baño termostatizado con agitación HAAKE, modelo SWB 20.

1.3. Productos y reactivos químicos.

- de la firma Sigma Chemical Co. (San Luis, MO, EEUU): Trizma base, 
estreptozotocina, aloxana, H7, HA1004, ouabaína, GSH S-transferasa, peróxido 
de hidrógeno, protein assay kit, Tritón X-100, DMSO, í-BOOH, BSA, sacarosa, 
EGTA, DMSO, B-mercaptoetanol, leupeptina, L-a-fosfatidil-L-serina, forbol 
12-miristato 13-acetato, ditiotreitol.

- de la firma Merck (Darmstadt, Alemania): reactivo de fenol de Folin- 
Ciocalteu, ácido tricloroacético, etanol, CDNB, azida sódica, sulfato de 
magnesio, sulfato de cobre, acetato cálcico, ácido ortofosfórico, acetato de 
magnesio, parafina líquida fluida.

- de la firma Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Alemania): Test- 
Combination glucosa, fosfoenolpiruvato, NADH, NADPH, ATP, piruvato
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kinasa, lactato deshidrogenasa, GSH, EDTA, GSSG reductasa, PMSF.

- de la firma Fluka (Buchs, Suiza): Ácido cítrico, tartrato sódico potásico, 
carbonato mono y di sódico, carbonato monopotásico, fosfato mono y 
dipotásico, hidróxido sódico, fosfato mono y di sódico.

- de la firma Amersham (Amersham, Gran Bretaña): péptido sustrato para 
determinación de actividad PKC, [y -32P]ATP.

- de la firma Kamiya Biomedical Co. (Thousand Oaks, CA, EEUU): 
Calfostin C.

- de la firma Seikagaku América Inc. (Rockville, MD, EEUU): HA-1004.

- El agua bidestilada utilizada se obtuvo mediante un destilador 
MILLIPORE, modelo Milli-RO 30 Plus.

- Bombas implantables de liberación lenta Alzet® miniosmóticas modelo 
2002 y microosmóticas modelo 1003D de la casa Alza (Palo Alto, CA, EEUU).

1.4. Material habitual de laboratorio.

- Microcubetas de metacrilato de 1.5 mi de capacidad y 1 cm de camino 
óptico.

- Material quirúrgico: tijeras, bisturí de hojas intercambiables, pinzas de 
disección, separadores, agujas e hilo de sutura, etc.

- Pipetas automáticas EPPENDORF, GILSON, KARTELL y 
SEALPETTE, fijas y regulables, que abarcan de 0.5 jú a 5 mi.

- Dispensador automático EPPENDORF, modelo Multipette 4780, con 
Combitips para volúmenes de 50 ¡i\ a 5 mi.

- Material de vidrio: probetas, vasos de precipitado, matraces Erlenmeyer, 
matraces aforados, termómetros, embudos, botellas de almacenamiento, etc.

- Material desechable como puntas de pipeta, pipetas Pasteur, jeringuillas
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de insulina, tubos de ensayo de vidrio y de plástico, capilares heparinizados, 
guantes, etc.

- Homogenizadores Potter de teflón de 1 y 2 mi.

1.5. Material informático.

Hardware:
- Ordenador personal APPLE, modelo Macintosh Plus, con disco duro de 

40 Mb y memoria RAM de 4 Mb.
- Ordenador personal APPLE, modelo Macintosh Classic, con disco duro 

de 40 Mb y memoria RAM de 2 Mb.
- Ordenador personal NORGATE, modelo XT-12MHz.
- Impresora APPLE, modelo Personal Láser Writter.
- Trazador TEKTRONIX, modelo HC100 Color Plotter.

Software:
- ChemDraw™, versión 2.1.3
- Cricket Graph, versión 1.3.2
- End Note Plus
- MacDraw II, versión 1.1
- MacWrite II, versión 1.1
- Microsoft Excel, versión 3.0
- Microsoft Word, versión 4.0
- MYSTAT, versión 1.1
- Pharm/PCS, versión 4
- StatWorks™, versión 1.1

2. Modelo experimental.

2.1. Inducción de diabetes con estreptozotocina.

Para la inducción de diabetes con estreptozotocina, los ratones se 
inyectaron intraperitonealmente con una dosis única de una disolución de
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estreptozotocina en tampón citrato fosfato 10 mM, pH 4.5. Se prepararon 
soluciones de diferentes concentraciones, 17.5, 26.25 y 35 mg/ml, para que 
inyectando siempre 4 /d/g, obtuviéramos las dosis deseadas: 70, 105 y 140 mg 
de estreptozotocina por kilogramo de peso.

2.2. Inducción de diabetes con aloxana.

Para la inducción de diabetes con aloxana, los ratones se inyectaron 
subcutáneamente con una dosis única de una solución de aloxana disuelta en 
tampón citrato fosfato 10 mM, pH 4.5. Se prepararon soluciones de diferentes 
concentraciones, 33.33 y 66.67 mg/ml para obtener unas dosis de 100 y 200 mg 
de aloxana por kilogramo de peso respectivamente, de tal manera que siempre 
se inyectaron 3 ¡i\ de la solución preparada por gramo de peso.

3. Obtención de muestras.

3.1. Sangre.

Para obtener una muestra de sangre de los ratones se realizó una pequeña 
incisión con un bisturí en el extremo de la cola y se recogió la sangre con ayuda 
de un tubo capilar heparinizado.

3.2. Nervio ciático.

Tras el sacrificio de los ratones por dislocación cervical, se practicó una 
incisión en la cara anterointema de las extremidades posteriores con ayuda de 
un bisturí. Se disecó y seccionó la musculatura abductora con ayuda de pinzas y 
tijeras finas, dejando en primer término los nervios ciáticos. Fueron disecados 
cuidadosamente y se cortó la máxima longitud posible de cada uno de ellos, 
unos 2 centímetros. Tras pesarlos, (10 o 12 mg entre los dos) se procedió a su 
procesamiento según el tipo de análisis que se fuera a efectuar.

46



Materiales y Métodos

3.3. Cerebro.

Tras el sacrificio del animal por dislocación cervical, se decapitó el ratón 
con ayuda de unas tijeras. Se introdujo una de las hojas de las tijeras por el 
agujero occipital, seccionando el hueso del mismo nombre y continuando el 
corte por la línea interparietal, hasta llegar a la articulación con el hueso frontal. 
Se realizaron dos cortes más, paralelos al primero partiendo del mismo agujero 
occipital y situados a nivel de la articulación témporoparietal, extendiéndolos 
hasta el hueso frontal. Con ayuda de unas pinzas se levantaron los dos 
fragmentos de hueso con lo cual quedó expuesto el cerebro. Fue levantado 
cuidadosamente, seccionando los pares craneales y se extrajo el cerebro con el 
cerebelo y tronco encefálico. Se procesó el cerebro inmediatamente, según el 
tipo de análisis que se fuera a realizar.

4. Procedimientos analíticos.

4.1. Determinación de la glucemia.

4.1.1. Fundamento teórico.

Para la determinación de la glucemia se utilizó un test, disponible 
comercialmente, de Boehringer Mannheim, basado en el procedimiento descrito 
por Kunst eí a/. (1984).

Se trata de un método enzimático de reacciones acopladas cuyo 
fundamento es el siguiente:

. _ Glucosa oxidasa . TT ^
a) Glucosa + 0 2 ------------■ gluconato + H2 O 2

Peroxidasa
b) H2 0 2 + reactivo comercial----------------------- colorante + H2 O

El colorante producido es proporcional a la cantidad de glucosa contenida
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en la muestra y puede ser detectado espectrofotométricamente con una longitud 
de onda de 610 nm.

4.1.2. Soluciones.

Solución 1: Estándar de glucosa.
Concentración: 0.505 mM (9.1 mg/dl).

Solución 2:
Tampón fosfato: 100 mM, pH 7.0.
Peroxidasa: ^  0.8 U/l.
Glucosa oxidasa: ^  10 U/l.
Cromógeno ABTS®: 1.0 mg/ml.

4.1.3. Preparación de las muestras.

Para la determinación de la glucemia se tomaron 50 /d de sangre de la 
cola del ratón, por el procedimiento descrito en el apartado 3.1. de este mismo 
capítulo de Materiales y Métodos, y se mezclaron inmediatamente con 50 ¡ú de 
ácido tricloroacético al 10%. La muestra acidificada se mantuvo a 4°C durante 
al menos 15 minutos con el fin de que la precipitación de las proteínas fuera 
completa y se centrifugó durante 15 minutos a 12000 x g. El sobrenadante de 
esta centrifugación se neutralizó con la cantidad adecuada de una solución de 
KHC03 2M. Para la realización del ensayo se utilizó este sobrenadante diluido 
cinco veces, por exceder los niveles de glucemia de los ratones diabéticos el 
límite máximo que puede detectar este análisis.

4.1.4. Procedimiento.

Se pipetearon en tubos de ensayo dos cantidades distintas de cada muestra 
neutralizada y diluida. Se prepararon dos tubos con una cantidad conocida de 
solución 1 (estándar) y un tubo con agua bidestilada (blanco). Se añadió la 
cantidad adecuada de agua bidestilada con el fin de que todos los tubos
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contuvieran el mismo volumen y se añadió 1 mi de solución 2 .

Se mezclaron bien y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 
45 minutos. Al cabo de este tiempo, se midió la absorbancia de las muestras y 
del estándar frente al valor del blanco, a una longitud de onda de 610 nm y con 
una microcubeta de 1 cm de paso de luz.

Los cálculos se realizaron dividiendo la absorbancia de la muestra entre la 
del estándar y multiplicando esta razón por la concentración de glucosa en el 
estándar. Los valores de glucemia se expresan en unidades internacionales, es 
decir, en mM. Para calcular la glucemia en las unidades más frecuentemente 
utilizadas (mg/dl) basta con multiplicarlos por un factor de 18.

4.2. Determinación del contenido en proteínas.

4.2.1. Fundamento teórico.

La determinación del contenido de proteínas de las muestras se realizó 
por el procedimento de Lowry et al. (1951), modificado del modo que se 
presenta a continuación.

4.2.2. Soluciones.

Solución A: disolver en 1 litro de agua bidestilada:
40 g de carbonato sódico (Na2C 03)
8  g de hidróxido sódico (NaOH)

Solución B: disolver en 1 litro de agua bidestilada:
2 0 0  mg de sulfato de cobre (CuS04)
400 mg de tartrato sódico potásico (C4 H4 KNa06)

Para la utilización en el ensayo se mezclaron, inmediatamente antes, en 
partes iguales (solución A+B)

Reactivo de Folin-Ciocalteu: diluido 1/2 con agua bidestilada.
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Estándar de proteína: BSA 1 mg/ml, disuelta en agua bidestilada.

4.2.3.Procedimiento.

Se prepararon tubos de ensayo con cantidades diferentes de estándar (10, 
25, 50, 75 y 100 ¡ú) y con dos cantidades diferentes de cada muestra (10 y 25 
/d, por ejemplo). Se preparó un tubo como blanco, que no contenía proteína.

Se añadió agua bidestilada hasta 500 ¡ú.
Se añadieron 2.5 mi de solución A+B.
Tras mezclar bien, se esperaron 10 minutos, a temperatura ambiente.
Se añadieron 250 ¡ú de solución de Folin.
Se agitó bien y se esperó durante 25 ó 30 minutos.

Se traspasó el contenido de cada tubo en una cubeta de 3 mi y se midió la 
absorbancia en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 696 nm.

Los cálculos se realizaron con ayuda de la absorbancia que presentaban 
los tubos que contenían concentraciones conocidas de proteína (estándares).

4.2.4. Método modificado.

La presencia en algunas muestras (fracción que contiene las membranas 
para la determinación en ellas de la actividad PKC; apartado 4.4.3. de este 
capítulo de Materiales y Métodos) de sustancias que interfieren con el método 
directo de Lowry motivó que utilizáramos una modificación del mismo 
propuesta por Peterson (1977) y comercializada por Sigma.

El fundamento del procedimiento es el mismo que el anterior, pero las 
muestras, antes de añadir el reactivo de Lowry, se trataron primero con 
deoxicolato, para conseguir una solución homogénea, y después se precipitaron 
las proteínas con ácido tricloroacético. El precipitado se resuspendió en el 
reactivo de Lowry, continuándose el proceso como el método habitual.
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4.3. Determinación de la actividad Na+/K+ adenosintrifosfatasa.

4.3.1. Fundam ento teórico.

L a determ inación de la actividad Ná’VK4' A TPasa se realizó por el 
procedim iento descrito por Penefsky y Bruist (1984).

Se trata de un procedim iento enzimático de reacciones acopladas, cuyo 
esquem a es el siguiente:

ATPasa
ATP + H p  ^ -------  ADP + Pi

Piruvato kinasa
A D P + fosfoenolpiruvato ^  ^  ATP + piruvato

Lactato deshidrogenasa 
Piruvato + NADH —   - .................    -.....^  lactato + N A D +

El m étodo se basa en la form ación de A D P por la actividad N a+/K + 

A TPasa a partir de ATP. El ADP form ado es fosforilado de nuevo por una 
piruvato kinasa con el fosfato  cedido por el fosfoenolpiruvato, que pasa a 
p iruvato . Por últim o, éste  es reducido a lactato  por la enzim a lactato  
deshidrogenasa, consum iendo una m olécula de NADH. La desaparición del 

NADH del sistem a se m onitorizó espectrofotom étricam ente a una longitud de 
onda de 340 nm.

4.3.2. Soluciones.

A. M edio de homogenización: Tomado de Bianchi et al. (1988).
Tam pón Tris 10 mM, pH 7.5, conteniendo:

0.25 M sacarosa 

1 .25m M E G T A
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B. Reactivos:
1. Tampón Tris, 1 M, pH 7.5
2. Sulfato de magnesio (MgS04), 0.1 M
3. Fosfoenolpiruvato, 0.1 M
4. NADH, 2 mM
5. ATP, 0.2 M
6 . Piruvato kinasa, 160 kU/1 (se toman 150 /d, se centrifugan 

durante 5 minutos a 12000 x g, y se resuspende el precipitado en 3 mi de 
tampón Tris 1 M, pH 7.5)

7. Lactato deshidrogenasa, 62 kU/1 (se toman 100 /ri, se centrifugan 
durante 5 minutos a 12000 x g, y se resuspende el precipitado en 3 mi de 
tampón Tris 0.5 M, pH 7.5)

C. Ouabaína: 75 mM (disuelta en etanol)

4.3.3. Preparación de las muestras.

4.3.3.1. Preparación de nervios ciáticos.

Tras la extracción de ambos nervios ciáticos, como se indica en el 
apartado 3.2. de este capítulo de Materiales y Métodos, se mezclaron con el 
medio de homogenización descrito en el apartado anterior, previamente 
enfriado, en una proporción de 2 0  jú de medio por cada mg de peso de nervio 
ciático y se homogenizaron con un homogenizador Potter de teflón de 1 mi de 
volumen, a 800 r.p.m., ocho veces.

Las muestras ya homogenizadas se conservaron un máximo de tres días a 
una temperatura de -80°C, tiempo en el cual la actividad Na+/K+ ATPasa no 
presenta disminución apreciable en las muestras ya homogenizadas.

4.3.3.2. Preparación de cerebros.

Siguiendo el protocolo descrito por Li et al. (1986), tras la extracción del
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cerebro por el procedimiento descrito en el apartado 3.3. de este capítulo de 
Materiales y Métodos, se pesaron y homogenizaron en una proporción 1:10 
(peso/volumen) a 800 r.p.m., ocho veces, en un medio previamente enfriado a 
4°C que contiene:

Tampón Tris 40 mM, pH 7.5 
MgCl2 1 0  mM 
EDTA 10 mM.

Se centrifugaron durante 30 minutos a 100.000 x g, 4°C. El precipitado se 
resuspendió en el medio de homogenización descrito en el apartado anterior.

4.3.4. Procedimiento.

Se preparó un cocktail que contenía:
9.0 mi Tampón Tris
7.2 mi Sulfato de magnesio 
3.6 mi Fosfoenolpiruvato
4.3 mi NADH
1.8 mi ATP
2.9 mi Piruvato kinasa
2.9 mi Lactato deshidrogenasa.

Tras mezclarlo bien, se separaron 15 mi y se les añadieron 3 mi de 
ouabaína y a otros 15 mi se les añadieron 3 mi de etanol.

En una microcubeta de 1.5 mi se añadieron 220 ¡ú del cocktail con 
ouabaína y en otra 220 ¡ú del cocktail sin ouabaína. Se completaron ambas con 
agua destilada para que, con la adición de la muestra, contuvieran 1 0 0 0  ¡ú cada 
una.

Las concentraciones finales en la microcubeta fueron:
50 mM Tampón Tris 
5 mM Sulfato de magnesio
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2.5 mM Fosfoenolpiruvato 
50 j4M NADH
2.5 mM ATP
0.2 U Piruvato kinasa
0.2 U Lactato deshidrogenasa
3 mM Ouabaína (en las microcubetas que la contuvieran)

Tras alcanzar el equilibrio térmico (30°C) se añadió la muestra, siempre 
1 0  ftg de proteína, que contenía la enzima.

Después de 1 minuto se midió la absorbancia durante 10 ó 15 minutos a 
una longitud de onda de 340 nm, a una temperatura de 30°C y en una 
microcubeta con un paso de luz de 1 cm. Se midieron ambas microcubetas a la 
vez en un espectrofotómetro con intercambiador automático de cuatro cubetas 
para poder calcular posteriormente la diferencia entre la actividad ATPasa total 
(medida con la microcubeta que contiene el cocktail con etanol) y la actividad 
ATPasa no inhibida con ouabaína (medida con la microcubeta que contiene el 
cocktail con ouabaína). Esta diferencia corresponde a la actividad Na+/K+ 
ATPasa.

El coeficiente de extinción molar para el NADH en estas condiciones es
£340m n= 6  2 2  m M 1 c m  ‘-

Debido a la escasa diferencia entre la ATPasa total y la que no es inhibida 
con ouabaína, cada muestra se midió 5 veces. La actividad enzimática se 
expresa en nmol de ATP transformados a ADP por mg de proteína y por hora 
(nmol/mg prot x h).

4.4. Determinación de actividad proteína kinasa C.

4.4.1. Fundamento teórico.

La determinación de la actividad PKC en nervio ciático se realizó
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siguiendo el método descrito por Hannun et al. (1985).

Se trata de un procedimiento en el cual la actividad PKC se mide a partir 
de la cantidad de 32P que, procedente de ATP marcado con este isótopo y por 
acción de la proteína kinasa C, se fija a un péptido sustrato específico, según el 
esquema siguiente:

Proteína kinasa C 
Péptido + [y-32P] ATP  Mgi+Ca** >  [32P] Péptido + ADP

fosfatidilserina 
éster de forbol

4.4.2. Solucionés.

A. Medio de homogenización:
Tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, que contenía:

- EGTA 0.5 mM
- EDTA 0.5 mM
- B-mercaptoetanol 10 mM
- PMSF 2 mM
- leupeptina 0.4 mM

B. Medio para resuspender la fracción de membranas celulares: Medio de 
composición idéntica al anterior pero que contenía un 1% de Tritón X-100.

C. Reactivos:
1 . Solución de acetato cálcico 12 mM en tampón Tris-HCl 50 mM, 

pH 7.5, que contenía azida sódica 0.05%.
2. Solución de L-a-fosfatidil-L-serina 900 ]i%ími y forbol 12- 

miristato 13-acetato 24 /¿g/ml, en tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 que contenía 
azida sódica 0.05%.

3. Solución 300 ]iM de péptido específico en tampón Tris-HCl 50 
mM, pH 7.5 que contenía azida sódica 0.05%.

4. Solución de 30 mM de ditiotreitol en tampón Tris-HCl 50 mM,
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pH 7.5 que contenía azida sódica 0.05%.
5. Solución 150 ¡iM de ATP y 45 mM de acetato de magnesio en 

tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 que contenía azida sódica 0.05%.
6 . Tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 que contenía EGTA 6  mM.

El péptido utilizado, comercializado por Amersham, se caracteriza por ser 
específico para la PKC y ser desfosforilado por fosfatasas.

D. Ácido ortofosfórico (H3P04) 150 mM.

4.4.3. Preparación de las muestras.

Tras la extracción de ambos nervios ciáticos por el procedimiento descrito 
en el apartado 3.2. de este capítulo de Materiales y Métodos, se procedió a su 
homogenización en 60 ¡i\ del medio de homogenización por cada mg de peso de 
ambos nervios ciáticos. Una parte alícuota de este homogenado (150 jú) se 
conservó en hielo para la determinación de la actividad PKC en homogenado 
fresco y para la determinación de proteínas en el mismo.

El resto del homogenado se centrifugó a 4°C durante 30 minutos a
100.000 x g. Se recogió el sobrenadante de esta centrifugación (fracción 
citosólica) y se conservó en hielo para la determinación de la actividad PKC en 
citosol y para la determinación de la concentración de proteínas en el mismo.

El precipitado se resuspendió, con la ayuda de un émbolo de 
homogenización, en 2 0 0  ¡ú del medio, para resuspender la fracción de 
membranas celulares. Para obtener una completa resuspensión se procedió a su 
agitación con ayuda de un imán magnético durante 20 minutos a 4oC. Una vez 
resuspendidos completamente, se añadieron 1800 y \  del medio de 
homogenización, con el fin de que la concentración de Tritón X-100 fuera del 
0 .1%.

Las muestras se centrifugaron a 4°C durante 30 minutos a 100.000 x g. El
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sobrenadante de esta segunda centrifugación, que contiene la enzima PKC unida 
a membrana, se recogió y guardó en hielo hasta la determinación de la actividad 
PKC de la membrana del nervio ciático y también para la determinación de su 
contenido en proteínas. Esta determinación, debido a la presencia de Tritón X- 
100, se realizó por el procedimiento de Lowry modificado (apartado 4.2.4. de 
Materiales y Métodos).

4.4.4. Procedimiento.

Una vez preparadas las muestras, y antes de comenzar el ensayo, se 
prepararon dos mezclas con los reactivos, de tal manera que la mezcla 1 

contuviera los activadores de la PKC y la mezcla 2  no:
- Mezcla 1: partes iguales de los reactivos 1,2,3 y 4.
- Mezcla 2: partes iguales de los reactivos 3 y 4 y el doble del 6.

Al reactivo 5 se añadieron, inmediatamente antes de comenzar el 
experimento, 10 /¿Ci/ml de [y -32P]ATP.

El experimento se inició pipeteando 13 ¡i\ de la mezcla 1. A continuación 
se añadieron 13 ¡á de muestra. La reacción se desencadenó añadiendo 13 ¡i\ del 
reactivo 5 marcado radiactivamente.

La mezcla de incubación contema, en un volumen final de 69 jú:
- 50 mM Tampón Tris-HCl, pH 7.5.
- 1 mM acetato de calcio
- 75 \i%í mi fosfatidilserina
- 2 fig/nú forbol 12-miristato 13-acetato
- 25 ¡iM péptido substrato
- 2.5 mM ditiotreitol
-15  mM acetato de magnesio
- 50 /¿M [y -32p]ATP (0.25 /¿Ci/tubo)

Los blancos de cada muestra se realizaron por el mismo procedimiento
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pero sin añadir calcio ni fosfatidilserina (mezcla 2 ).

Las muestras se incubaron durante 15 minutos a 25°C. La reacción se 
detuvo añadiendo 100 ¡A de ácido ortofosfórico 150 mM a cada uno de los 
tubos.

A continuación se tomaron 125 ¡i\ de la mezcla y se pipetearon en 
cuadrados de 2 cm de lado de papel P81 Whatman. El papel se sumergió en una 
solución de ácido ortofosfórico 75 mM con el fin de lavar la radiactividad no 
retenida en el papel.

Después de lavar, se colocaron los papeles de filtro en viales con líquido 
de centelleo y se procedió al recuento de la radiactividad retenida en el filtro 
(radiactividad incorporada en el péptido).

Los cálculos se realizaron por la fórmula siguiente:

nmol ATP estándar cpm muestra 1 1
--------------------------x -----------------------x -----------x -----------

cpm estándar volumen muestra tiempo proteína

en la que:

- nmol ATP estándar representa los nmol de ATP en cada uno de los 
tubos estándar

- cpm estándar representa las cuentas por minuto obtenidas al contar la 
radiactividad del estándar

- cpm muestra representa la diferencia entre las cuentas por minuto 
obtenidas en cada una de las muestras menos las cuentas por minuto de sus 
respectivos blancos

- volumen muestra representa el volumen de muestra (mi) utilizado en el 
ensayo

- tiempo representa el tiempo en minutos (15) que se mantuvo la 
incubación
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- proteína representa la concentración de proteína (mg/ml) en cada una de 
las muestras.

La actividad enzimática de la PKC se expresa como nmol de 32P 
incorporados en el péptido por mg de proteína y por minuto.

4.5. Determinación de la concentración de glutatión.

4.5.1. Fundamento teórico.

La determinación de la concentración de GSH se realizó por el 
procedimiento descrito por Brigelius et al. (1983), en el cual se monitoriza la 
formación, catalizada por la actividad GSH S-transferasa, de GS-DNP (S-2,4- 
dinitrofenil-glutatión) a partir de CDNB y de la cantidad de GSH presente en la 
muestra, según el esquema siguiente:

GSH S-Transferasa
GSH + CDNB --------------- ------- >  GS-DNP+ HC1

4.5.2. Soluciones.

A. Tampón fosfato potásico 0.1 M, pH 7.0
B. CDNB (l-cloro-2,4-dinitrobenceno) 10 mM, disuelto en etanol
C. GSH S-transferasa 500 Ul/ml.

La enzima GSH S-transferasa se preparó disolviendo 5 mg de la solución 
comercial proporcionada por la compañía Sigma (« 80 unidades/mg) en 800 ¡ú 
de tampón fosfato potásico 0.1 M, pH 7.0, dializándose después durante 6  horas 
con cambios de tampón cada 2  horas.

4.5.3. Preparación de las muestras.

Tras la extracción de los nervios ciáticos de dos ratones, como se indica
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en el apartado 3.2. de este capítulo de Materiales y Métodos, se homogenizaron 
de forma agrupada en 650 yt 1 de tampón fosfato potásico 0.2 M, pH 7.0, 
previamente enfriado, con un homogenizador Potter de teflón de 1 mi de 
volumen, a 800 r.p.m., ocho veces.

Inmediatamente después, se acidificaron 360 \i\ del homogenado con 40 
¡ú de ácido perclórico al 20%. Se centrifugó a 12000 x g, se recogió el 
sobrenadante, que contiene el GSH, y se conservaron a -20°C hasta la 
determinación de la concentración de GSH. El resto del homogenado se 
conservó para la determinación de proteínas.

4.5.4. Procedimiento.

Para la determinación de la concentación de GSH se pipetearon de forma 
sucesiva en una microcubeta:

- 600 ]A del tampón fosfato potásico
- 10 ¡ú de la solución de CDNB
- 350 ¡ú de muestra neutralizada.

El sobrenadante acidificado se neutralizó inmediatamente antes de ser 
añadido a la microcubeta del ensayo con una solución de K2HP04 al 40%. La 
cantidad necesaria para la neutralización, comprobada en cada muestra con 
papel indicador de pH, fue aproximadamente un 25% del volumen de 
sobrenadante ácido. Se centrifugó durante unos segundos con el fin de que 
precipitase la sal formada y se tomó la cantidad señalada del sobrenadante.

Tras el registro de la absorbancia en la microcubeta de 1 cm de paso de 
luz, termostatizada a 30°C con el fin de acelerar la reacción y a una longitud de 
onda de 340 nm, la reacción se desencadenó con la adición de 10 ¡ú de la 
solución dializada de GSH S-transferasa.

Se registró la reacción en las mismas condiciones señaladas en el párrafo 
anterior hasta que todo el GSH había reaccionado con el CDNB.
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La concentración de GSH presente en la microcubeta se calculó por la 
diferencia entre la absorbancia antes y después de añadir la enzima. El 
coeficiente de extinción molar para el compuesto formado (GS-DNP) en estas 
condiciones es de £340nm-  9.6 m M 1 cm 1.

Los valores de la concentración de GSH se expresan en nmol de GSH por 
mg de proteína, realizándose al menos dos determinaciones de cada muestra.

4.6. Determinación de la actividad glutatión S-transferasa.

4.6.1. Fundamento teórico.

La determinación de la actividad glutatión S-transferasa (GST; E.C. 
2.5.1.18) se realizó por el método descrito por Habig et al. (1974) frente a 1- 
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) como substrato.

La glutatión S-transferasa cataliza la formación de GS-DNP (S-2,4- 
dinitrofenil-glutatión) a partir de GSH y CDNB, de acuerdo con el esquema 
siguiente:

GSH S-Transferasa ^
GSH + CDNB --------------- ------- GS-DNP+ HC1

El compuesto aromático formado (GS-DNP) se monitorizó 
espectrofotométricamente.

4.6.2. Soluciones.

A. Tampón fosfato sódico 0.2 M, pH 6.5.
B. GSH 20 mM.
C. CDNB 20 mM, disuelto en etanol.
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4.6.3. Preparación de las muestras.

Los nervios ciáticos de tres ratones, extraídos como se indica en el 
apartado 3.2. de este capítulo de Materiales y Métodos, se agruparon según su 
glucemia y se homogenizaron de forma conjunta en 1 mi de tampón fosfato 
potásico 0.2 M, pH 7.0, previamente enfriado, con un homogenizador Potter de 
teflón de 1 mi de volumen, a 800 r.p.m., ocho veces.

La determinación de la actividad glutatión S-transferasa se realizó en la 
fracción citosólica de los nervios ciáticos. Para prepararla, el homogenado 
obtenido se centrifugó a 10.000 x g durante 1 0  minutos a 4°C. El sobrenadante 
de esta primera centrifugación fue de nuevo centrifugado a 1 0 0 .0 0 0  x g durante 
1 hora a 4°C. El sobrenadante de esta segunda centrifugación constituye la 
fracción citosólica del nervio ciático.

4.6.4. Procedimiento.

Para la determinación de la actividad glutatión S-transferasa se pipetearon 
de forma sucesiva en la microcubeta:

- 500 ¡i\ de tampón fosfato sódico 0.2 M, pH 6.5
- 50 ¡A de la solución de GSH
- 50 jA de la solución de CDNB
- 375 \i 1 de agua bidestilada
- 25 ¡A de la fracción citosólica de la muestra.

La reacción se produjo en una microcubeta de 1 cm de paso de luz y a una 
temperatura de 30°C. La formación del compuesto GS-DNP se monitorizó 
espectrofotométricamente durante 3 minutos a la longitud de onda a la que 
absorbe este compuesto, 340 nm.

El coeficiente de extinción molar para el GS-DNP en estas condiciones es 
de £340mn= 9.6 m M 1 cm 1.
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Los valores se expresan como nmol de GSH combinados con CDNB por 
minuto y por mg de proteína.

4.7. Determinación de la actividad glutatión peroxidasa.

4.7.1. Fundamento teórico.

La determinación de la actividad glutatión peroxidasa (GSHPx; E.C. 
1.1.1.1.9.) se realizó por el método descrito por Lawrence et al. (1978) frente a 
dos peróxidos diferentes: peróxido de hidrógeno y tert-butil hidroperóxido.

4.7.1.1. Frente a peróxido de hidrógeno (H20 2).

Se trata de un procedimiento de reacciones acopladas cuyo esquema es el 
siguiente:

GSH Peroxidasa
H 20 2+ 2 G SH -----------------------2 H20  + GSSG

GSH Reductasa
GSSG + NADPH + H + ------------------>  2GSH + NADP+

El método descrito se basa en la formación de GSSG a partir de GSH y 
H20 2, reacción catalizada por la actividad GSHPx. El GSSG es reducido de 
forma continua por un exceso de actividad glutatión disulfuro reductasa presente 
en el medio, proporcionando un nivel constante de GSH. Esta reducción 
requiere la oxidación de NADPH, cuya desaparición es monitorizada 
espectrofotométricamente.

4.7.1.1. Frente a tert-butil hidroperóxido (í-BOOH).

Se trata del mismo procedimiento que para el ensayo con H20 2, pero en 
este caso el esquema de reacciones acopladas es el siguiente:
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GSH Peroxidasa
f-BOOH + 2 GSH ------------------->  /-BOH + HjO + GSSG

GSH Reductasa
GSSG + NADPH + H+ ------------------ >> 2GSH + NADP+

4.7.2. Soluciones,

A. Tampón fosfato potásico 0.1 M, pH 7.0, que contenía:
-ED TA lm M  
- Azida sódica 1 mM

B. Glutatión reductasa 2.4 U/ml
C. GSH 10 mM
C. NADPH 1.5 mM disuelto en NaHCOa al 0.1%
D. í-BOOH 12 mM
E. H20 2 1.5 mM

4.7.3. Preparación de las muestras.

La preparación de las muestras para la determinación de la actividad 
glutatión peroxidasa fue la misma que la necesaria para la determinación de la 
actividad glutatión S-transferasa (apartado 4.6.3. de este capítulo de Materiales 
y Métodos).

4.7.4. Procedimiento.

Para la determinación de la actividad glutatión peroxidasa se pipetearon 
de forma sucesiva en una microcubeta:

- 500 p\ de tampón fosfato potásico 0.1 M, pH 7.0
- 25 ]A del citosol preparado
- 75 ¡ú de agua bidestilada
- 1 0 0  p\ de la solución de glutatión reductasa 
-100 ¡ú de la solución de GSH
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Esta mezcla se preincubó durante 5 minutos a 37°C.

Se añadieron 1 0 0  ¡ú de la solución de NADPH y se monitorizó durante 3 
minutos el consumo de NADPH que no depende de los hidroperóxidos.

La reacción total se desencadenó con la adición de 100 ¡ú de la solución 
de hidroperóxido precalentada. Se registró la disminución de la absorbancia, 
debida al consumo del NADPH, a 340 nm en la microcubeta durante 5 minutos 
a 37°C.

El cálculo se realizó por la diferencia entre el consumo de NADPH antes 
y después de la adición del hidroperóxido.

El coeficiente de extinción molar para el NADPH en estas condiciones es 
de e340mn= 6.22 m M 1 cm 1.

Los valores se expresan como nmol de NADPH consumidos por minuto y 
por mg de proteína.

5. Administración de inhibidores de protema kinasa C.

En la realización del presente trabajo se utilizaron dos inhibidores de 
proteína kinasa C: el H7 (l-(5-isoquinolinilsulfonil)-2-metilpiperazina) y el 
calfostin C. Ambos se administraron de forma aguda y de forma continua o 
crónica.

5.1. Administración aguda.

5.1.1. H7.

Para su administración de forma aguda, el H7 se disolvió inicialmente a 
razón de 100 mg/ml de DMSO. Tras su perfecta disolución con ayuda de 
agitación magnética, se realizó una segunda dilución en 9 volúmenes de agua
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bidestilada, de manera que la concentración final de H7 en la solución fue de 10 
mg/ml.

La administración de H7 se realizó intraperitonealmente a partir de la 
solución antes citada de 1 0  mg/ml.

5.1.2. Calfostin C.

El calfostin C se disolvió, a razón de 1 mg/ml, en DMSO. Tras su 
disolución, se realizó una segunda dilución con agua bidestilada a una 
concentración de 10 jtglnú. A partir de esta solución, a través de diluciones 
sucesivas con agua bidestilada, se prepararon las soluciones necesarias, teniendo 
en cuenta que el volumen inyectado a cada ratón fuera de 1-3 /d/g.

La administración de calfostin C de forma aguda se realizó, como la del 
H7, intraperitonealmente.

5.2. Administración continua.

5.2.1. H7.

La administración continua de H7 se realizó mediante las bombas 
microosmóticas Alzet®, modelo 1003D. Se trata de unas bombas que se pueden 
implantar en animales de experimentación para la administración de sustancias 
de forma lenta, mantenida y continua.

Las bombas implantables constan de dos piezas ajustables entre sí. La 
primera de ellas es el reservorio del material a liberar y la segunda es el 
moderador de flujo, que está formado por la tapa del reservorio y un tubo a 
través del cual sale el contenido de la bomba.

El modelo 1003D, utilizado para la administración de H7, se caracteriza 
por liberar durante 72 horas un volumen de LOO ± 0.07 //1/hora. El volumen que
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pueden contener es de 90 ± 4 /d. Sus medidas extemas son 1.7 cm de largo y 0.6 
cm de diámetro.

Las bombas microosmóticas se rellenaron con una solución de 25 mg de 
H7 por 100 ¡A de DMSO al 50%. Esta solución es la más concentrada posible 
que se puede obtener a partir de los preparados comerciales, teniendo en cuenta 
que el interior de la bomba permite un máximo de un 50% de DMSO.

Una vez completamente llenas de la solución adecuada, se procedió a su 
implantación en los ratones. Para ello, los ratones fueron ligeramente 
anestesiados por vía inhalatoria con eter etílico. Se realizó a continuación una 
pequeña incisión en la piel de la espalda, por debajo de las escápulas, y con 
ayuda de unas pinzas se practicó un bolsillo subcutáneo. Se introdujo 
longitudinalmente la bomba, con el extremo de salida de líquido de la misma 
alejado de la incisión, y se procedió a la sutura de la incisión. De este modo, la 
bomba quedó situada a nivel interescapular y subcutáneamente, de modo que no 
era accesible al propio animal. La liberación del producto comienza unas 4 
horas después del implante de la bomba.

5.2.2. Calfostin C.

La administración de calfostin C de forma lenta, mantenida y continua se 
realizó de un modo similar a la del H7. Sin embargo, debido al hecho de que 
podíamos conseguir soluciones muy concentradas de calfostin C, decidimos 
utilizar bombas algo mayores y que pudieran liberar producto durante más 
tiempo.

Las bombas utilizadas para la administración de calfostin C fueron las 
bombas miniosmóticas Alzet®, modelo 2002. Estas bombas permiten liberar de 
forma continua, durante 14 días, un volumen de 0.50 ± 0.02 /il/hora. El volumen 
máximo que pueden contener es de 200 jú. Sus dimensiones externas son 3 cm 
de largo y 0.7 cm de diámetro.
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Las bombas miniosmóticas se rellenaron de una solución de calfostin C 
de 50 ng//d, en la que la proporción de DMSO era menor del 0.001%. Las 
bombas miniosmóticas se implantaron del mismo modo que las microosmóticas 
deH7.

6. Estudios electrofisiológicos.

Los estudios electrofisiológicos se realizaron por una modificación del 
método propuesto por Romá y Soria (1984). Éste fue adaptado para la 
determinación de la velocidad de conducción nerviosa en la cola del ratón, y se 
basa en el registro de potenciales de acción compuestos de la musculatura dorsal 
de la cola del ratón obtenidos por estimulación eléctrica del nervio caudal que la 
inerva.

6.1. Obtención de potenciales de acción musculares.

6.1.1. Fijación del animal.

Los ratones fueron inmovilizados mediante la inhalación de una dosis 
subhipnótica de dietil éter, lo cual facilita la manipulación del animal para la 
técnica de fijación y evita el estrés que podría generarse por la misma.

Una vez conseguida la hipotonía en el animal, se fijó a una plataforma 
diseñada para tal fin que consta de dos cuerpos que forman un ángulo de 1 1 0 °. 
Las patas del animal se fijaron mediante cinta elástica a los laterales del cuerpo 
vertical, quedando el cuerpo del animal extendido sobre éste. La cola del ratón 
se fijó a lo largo del cuerpo horizontal de la plataforma mediante cintas, 
permitiendo el acceso a la misma para las determinaciones electrofisiológicas 
(figura 3).
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Figura 3. Esquema del m ontaje experim ental utilizado p ara  la 
obtención de los parámetros electrofisiológicos.
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6.1.2. Inserción de los electrodos.

Los troncos dorsales del nervio caudal del ratón se estimularon mediante 
pulsos eléctricos adecuados, a través de dos pares de electrodos de aguja de 
acero puro, insertados en dos posiciones, proximal y distal, respecto de la base 
de la cola (ver figura 4). La posición extendida de la cola permitió utilizar 
siempre una misma distancia entre la aguja catódica de estos dos pares de 
electrodos (30 mm), por lo que el trayecto nervioso utilizado para el cálculo de 
la velocidad de conducción fue siempre de la misma longitud.

En una posición distal a los electrodos de estimulación (ver figura 4) se 
insertó el electrodo de registro (de las mismas características que los anteriores). 
Tras la observación de los potenciales de acción musculares obtenidos, si estos 
no resultaban adecuados, se desplazaba el punto de inserción del electrodo de 
registro en sentido proximal hasta la obtención de registros representativos.

6.1.3. Técnica electrofisiológica.

Mediante los electrodos de estimulación anteriormente descritos se 
aplicaron pulsos eléctricos rectangulares generados por un estimulador eléctrico 
de características apropiadas (ver figura 3). Los pulsos utilizados en este estudio 
fueron de una duración fija de 0 .1  ms y de un voltaje un 2 0 % superior al 
mínimo requerido para conseguir la máxima respuesta del potencial muscular 
compuesto (voltaje supramaximal). Este voltaje se calculó en cada experimento.

La despolarización inducida por la estimulación eléctrica en las fibras 
nerviosas (potencial de acción nervioso) se conduce a través de éstas hasta las 
sinapsis neuromusculares, determinando la liberación de acetilcolina y la 
generación de un potencial de acción muscular en cada una de las fibras 
musculares inervadas por las fibras nerviosas despolarizadas. La suma de estos 
potenciales de acción musculares es registrada por el electrodo de registro y, 
debidamente amplificada, se visualiza en la pantalla de un osciloscopio de rayos 
catódicos, originando la señal que definimos como potencial de acción muscular
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Figura 4: Esquema de la cola del ratón con detalle de los elementos electrofisiológicos 
utilizados.
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compuesto.

Las señales visualizadas en la pantalla del osciloscopio fueron captadas 
por una cámara de vídeo, digitalizadas en un ordenador dotado de la tarjeta 
adecuada y almacenadas en soporte magnético para su posterior análisis. En 
la figura 5 se presenta un registro típico, en el que se miden los siguientes 
parámetros:

- latencia de aparición del potencial de acción, considerada como el 
intervalo de tiempo en milisegundos entre el artefacto de estímulo (momento en 
que se aplica éste) y el inicio de la deflexión negativa (despolarización de las 
fibras musculares inervadas por las fibras nerviosas más rápidas).

- amplitud del potencial de acción, que se mide como la altura máxima de 
la deflexión negativa respecto de la línea de base, en milivoltios.

- duración del potencial de acción, que es el intervalo de tiempo en 
milisegundos entre el inicio de la deflexión negativa y cuando ésta vuelve a 
cruzar la línea de base.

6.1.4.Técnica de termostatización.

Los parámetros electrofisiológicos objeto de estudio se modifican de 
manera importante por las variaciones de temperatura. Resulta pues obligado 
realizar este tipo de determinaciones manteniendo la preparación a una 
temperatura constante y conocida. Con este fin, se introdujo la cola del animal 
en una baño de parafina líquida termostatizado (ver figura 3). La parafina es el 
material idóneo, debido a su elevada termoestabilidad y a presentar una gran 
capacidad como aislante eléctrico.

Para conocer en todo momento la temperatura de la preparación, se 
insertó un termopar de aguja en el territorio contralateral al utilizado para las 
determinaciones electrofisiológicas, entre los dos electrodos de estimulación 
(ver figura 4). Este termopar se conectó a un termómetro electrónico de 
precisión.

72



Materiales y Métodos

Amplitud 1

Latericia 1 Duración 1

Amplitud 2
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Figura 5: Potenciales de acción musculares típicos evocados por 
estimulación supramaximal. Ver detalles en el texto.
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6.2. Cálculo de la velocidad de conducción nerviosa motora.

La velocidad de conducción nerviosa motora se calculó mediante el 
método indirecto de la diferencia de latencias. En la figura 5 se presenta un 
esquema de los elementos implicados en el cálculo de la velocidad de 
conducción nerviosa por dicho método. Puede observarse que la diferencia de 
latencias corresponde al tiempo que invierte el potencial de acción nervioso 
en recorrer el trayecto comprendido entre los cátodos de los dos electrodos 
de estimulación. Como ya se comentó, este trayecto es fácilmente determinable 
en superficie, y fue de 30 mm en todos los experimentos.

La velocidad de conducción de las fibras nerviosas más rápidas 
(velocidad de conducción nerviosa motora máxima) se calculó como el cociente 
entre el espacio entre los electrodos de estimulación y la diferencia de latencias.

7. Análisis estadístico.

Para el tratamiento estadístico de los datos obtenidos se utilizaron los 
análisis que se presentan a continuación (Downie y Heath, 1977).

7.1. Estadística descriptiva.

La medida de tendencia central utilizada en el presente trabajo fue la 
media aritmética. Esta se define como la suma de los datos dividida por el 
número de casos, según:

X = ^  siendo: X = media
^  X = valor obtenido

N = número de casos

La medida de dispersión de los datos utilizada en el presente trabajo fue 
la desviación estándar, el estadístico de dispersión más fiable y que con más 
frecuencia se emplea. Se define como:
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siendo: s = desviación estándar 
X = valor obtenido 
X = media
N = número de casos

Los datos de este trabajo se expresan en forma de intervalo centrado en la 
media y con una desviación estándar (media ± desviación estándar).

7.2. Test t de Student para contraste de diferencia de medias.

Para establecer la diferencia entre los valores de medias poblacionales, 
obtenidas en los diferentes grupos ensayados para la variable respuesta 
estudiada, se recurrió a un contraste de diferencia de medias, en el que se 
establece una hipótesis nula. Esta hipótesis consiste en la ausencia de 
diferencias entre las medias de las dos poblaciones para la variable respuesta 
estudiada. El contraste estadístico más adecuado para un número de datos menor 
de 30 es el test t de Student.

En el caso de que las dos poblaciones tengan la misma media para la 
variable estudiada, el cociente entre la diferencia de medias muéstrales de las 
dos muestras extraídas de cada población y la desviación típica de esa diferencia 
se distribuye según una distribución t de Student, según la ecuación:

siendo: t = distribución t de Student
X jy X2 = medias de los grupos 

s d x =  error tíP*C0 Ia diferencia de medias 
gl = grados de libertad = + N2-2
N = n° casos de la muestra 1 
N 2 = n° casos de la muestra 2

xr x2
S DX

<\/  S(x-x)2
S_ *  N - 1
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Debido a que las comparaciones realizadas en este trabajo se refieren a 
poblaciones distintas, el tipo de test t de Student utilizado es el de datos no 
apareados. Se ha utilizado el contraste de dos colas o bilateral, ya que se 
pretendía establecer la diferencia entre las medias de las diferentes poblaciones, 
sin presuponer la dirección de esta diferencia. El intervalo de confianza para 
dicha diferencia de medias poblacionales se calculó mediante la aplicación 
estadística StatWorks™, versión 1.1.

7.3. Análisis de varianza (ANOVA).

El test de la t de Student, comentado anteriormente, es una herramienta 
potente para establecer la diferencia entre las medias de dos poblaciones. Sin 
embargo, en el presente trabajo surgió en la mayor parte de las ocasiones la 
necesidad de comparar más de dos poblaciones y por tanto, el inconveniente del 
elevado número de comparaciones a realizar.

Para obviar esto, se utilizó el análisis de la varianza (ANOVA con un sólo 
factor), que contrasta simultáneamente todos los casos y contrasta una hipótesis 
nula general que consiste en afirmar que no existe diferencia alguna entre las 
medias de la variable respuesta estudiada en las diferentes poblaciones a 
estudiar. En el caso de que la hipótesis nula fuera cierta, la varianza inter e 
intragrupos sería la misma. Es posible contrastar la diferencia de las dos 
varianzas mediante el contraste de la F de Snedecor, calculado como:

S 2F -  —— donde: SE = variación entre grupos
Sd „ 2 • .2 SD -  variación intragrupos

c  2 _  ^  x„ = valor obtenido
E -------- ¡77—  J

x¿ = media de los valores obtenidos en el grupo i
I = número de grupos

I(J -1) J = número de repeticiones de un grupo
i = 1 _ i x = media de todos los valores
j =  l - J
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Para realizar este análisis se utilizó la aplicación estadística StatWorks™,
versión 1.1.

En los casos en los que se descartó la hipótesis nula mediante este 
contraste, la diferencia entre las medias de los distintos subgrupos se estimó por 
el test t de Student.

7.4. Otros análisis.

Cuando se pretende valorar la posible la dependencia lineal de dos 
variables entre sí, pueden utilizarse diversas técnicas de inferencia estadística, 
como la regresión lineal simple, el coeficiente de correlación r de Pearson, el 
test de paralelismo y el análisis de covarianza (ANCOVA).

La regresión lineal simple permite establecer la relación que existe entre 
los valores de la variable dependiente en función de los obtenidos para la 
variable independiente, según la ecuación de una recta: y = a + bx. El cálculo de 
los coeficientes a y b se realiza según las fórmulas siguientes:

2(x - x)(y - y)
donde: x, y = valores obtenidos

x, y = media de los valores obtenidos2 (x -x )2

a = y - bx

El coeficiente r de Pearson mide el grado de relación lineal entre dos 
variables. Su valor oscila entre -1 y +1 y expresa tanto la cuantía de la relación 
como el sentido de ésta. Este coeficiente se calcula según:

2Xx - x)(y - y) siendo: r = coeficiente de correlación de Pearson 
x, y = valor obtenido 
x, y = media de los valores obtenidos
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La comparación entre ecuaciones de regresión lineal puede realizarse 
mediante diversos métodos estadísticos, entre los que hemos elegido la 
aplicación secuencial de un test de paralelismo y un ANCOVA.

El test de paralelismo utilizado contrasta la hipótesis nula de no 
paralelismo de las rectas comparadas (diferencia de pendientes), mediante un 
estadístico que sigue una distribución F de Snedecor. Este análisis se realizó 
mediante la aplicación estadística Pharm/PCS, versión 4.

La comparación de la posición de dos o más rectas (valor de la ordenada 
en el origen), sean o no paralelas, se realizó mediante un ANCOVA, que 
contrasta la hipótesis nula de que este valor no sea diferente para las rectas 
comparadas. El estadístico obtenido sigue una distribución Fde Snedecor. Este 
análisis se realizó mediante la aplicación estadística MYSTAT, versión 1.1.
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Resultados

1. Modelo experimental.

El modelo animal elegido para la realización de este trabajo, tal y como se 
adelantaba en el apartado 3 de la Introducción, es la diabetes inducida por la 
administración de aloxana o de estreptozotocina en el ratón.

En la figura 6 se presenta el efecto de 3 dosis diferentes de 
estreptozotocina sobre los valores de glucemia. Se inyectaron 
intraperitonealmente grupos de 4 a 6 ratones con dosis únicas de 70, 105 y 140 
mg/Kg de estreptozotocina y se determinó el valor de la glucemia en diferentes 
días. El grupo control fue inyectado intraperitonealmente con volúmenes 
equivalentes del solvente de la estreptozotocina, tampón citrato fosfato 10 mM, 
pH 4.5.

Las dosis menores de estreptozotocina (70 y 105 mg/Kg) no produjeron 
ningún efecto sobre la glucemia cuando se compara con la que presentaba el 
grupo control. La inyección de 140 mg/Kg de estreptozotocina, que produjo un 
aumento sostenido de la glucemia desde el momento de la inyección, mató a los 
ratones a los 7 días.

En la figura 7 se presenta el efecto de la inyección de aloxana sobre los 
valores de glucemia. Se inyectaron subcutáneamente dos grupos de ratones con 
una dosis única de aloxana de 100 y 200 mg/Kg. El grupo control fue inyectado 
subcutáneamente con volúmenes equivalentes del solvente de la aloxana, 
tampón citrato fosfato 10 mM, pH 4.5. Esta figura pone de manifiesto que la 
inyección de aloxana a una dosis de 100 mg/Kg no produjo ningún efecto sobre 
la glucemia cuando se comparan los resultados con los obtenidos para el grupo 
control. Por el contrario, la administración de una dosis de aloxana de 200 
mg/Kg provocó un gran aumento de los valores de glucemia, que fue 
significativo desde el primer día, comparado con el grupo control. La glucemia 
del grupo tratado con 200 mg/Kg de aloxana presentó una fase de meseta o
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Figura 6: Efecto de diferentes dosis de estreptozotocina sobre los 
niveles de glucemia. Grupos de 4 a 6 ratones fueron inyectados 
intraperitonealmente con estreptozotocina a las dosis de 70 mg/Kg (O), 
105 mg/Kg ( □ )  y 140 mg/Kg (A)  y con el solvente de la 
estreptozotocina el grupo control (# ). La glucemia fue medida como 
se indica en Material y Métodos en los tiempos indicados. Los 
resultados son media ± desviación estándar (barras).
*p < 0.001 comparado con el grupo control.
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Figura 7: Efecto del tratamiento con diferentes dosis de aloxana 
sobre los niveles de glucemia. Los ratones fueron inyectados 
subcutáneamente con 100 mg/Kg ( □ )  y 200 mg/Kg ( O)  de aloxana. 
El grupo control ( # )  fue inyectado el solvente de la aloxana. Los 
valores son media ± desviación estándar (barras) de determinaciones 
por duplicado de 3 a 7 ratones por punto. Para el grupo tratado con 
200 mg/Kg, el incremento de la glucemia fue estadísticamente 
significativo (p < 0.001) para todos los puntos comparado con el 
grupo control. F(2, 98) = 359.37, p < 0.001.

82



Resultados

estabilización entre los días 4 y 16 aproximadamente, en la cual los valores de 
glucemia fueron unas 5 veces mayores que los del control, y que posteriormente 
aumentó de manera progresiva hasta provocar la muerte de los ratones.

En la figura 8 se muestra el efecto de la inyección única subcutánea de 
200 mg/Kg de aloxana sobre el peso de los ratones. Se puede comprobar como, 
mientras el peso de los ratones del grupo control experimentó un aumento 
sostenido, el grupo de ratones diabéticos detuvo e incluso disminuyó su 
crecimiento ponderal, y sólo al cabo de 13 días se invirtió la tendencia a la 
pérdida de peso e iniciaron una lenta recuperación.

A partir de los resultados anteriores, se decidió utilizar la inyeción única 
subcutánea de 200 mg/Kg de aloxana para la obtención de ratones diabéticos.

Los ratones se consideraron diabéticos cuando su glucemia era superior a 
16 mM (=300 mg/dl), siguiendo el criterio habitual que aparece en la 
bibliografía que se cita (Greene y Mackway, 1986; Kim et al.t 1991a).

Por lo tanto, todos los ratones diabéticos utilizados en el presente trabajo 
presentaban una glucemia superior a 16 mM en el momento de realizar el 
experimento. En la figura 22, como se indica adecuadamente, se incluyeron 
ratones que, habiendo sido inyectados con aloxana, no alcanzaron unos valores 
de glucemia superiores a dicho valor. A lo largo de todos los experimentos, el 
porcentaje de ratones inyectados con 200 mg/Kg de aloxana que desarrollaron 
diabetes, según los criterios establecidos, fue del 73%.

2. Efecto de la diabetes sobre la actividad adenosintrifosfatasa.

La actividad Na+/K+ ATPasa, como se expuso en el apartado 4.2.4. de la 
Introducción, es un buen parámetro para el estudio de la neuropatía diabética.

Con el fin de comprobar si la afectación de la actividad Na+/K+ATPasa
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Figura 8: Efecto de la inyección de aloxana sobre el peso de los 
ratones. Dos grupos de seis ratones se inyectaron subcutáneamente 
con 200 mg/Kg de aloxana (O ) y con el solvente de la aloxana ( # )  el 
grupo control. Se pesaron en los días señalados. Los valores están 
expresados como media ± desviación estándar (barras) de los pesos 
individuales.
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es un fenómeno propio del sistema nervioso periférico y no del sistema nervioso 
central, se determinó la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático y en cerebro 
de ratones control y diabéticos de una semana de evolución. En la tabla 1 se 
muestra que la actividad Na+/K+ ATPasa permaneció inalterada en cerebro 
mientras que disminuyó hasta un 33% de la actividad del grupo control en los 
ratones diabéticos.

En la tabla 2 se presenta la actividad ATPasa total, la ATPasa insensible a 
ouabaína y la Na+/K+ ATPasa en nervio ciático de dos grupos de ratones, uno 
control y otro diabético. Como se desprende de los resultados, la Na+/K+ 
ATPasa representó alrededor de un 10% de la actividad ATPasa total y es la 
única que se afectó por la diabetes, demostrándose que su disminución es un 
fenómeno específico de esta adenosintrifosfatasa y no de otras, dado que no 
hubo diferencias en la actividad ATPasa total ni en la actividad ATPasa no 
inhibida por ouabaína una semana después de haber inducido la diabetes.

La disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático es un 
fenómeno que, en nuestro modelo experimental, se produce precozmente, de 
manera que a los tres días de haber inyectado la aloxana, la actividad del grupo 
diabético representaba un 56% de la actividad del grupo control, disminuyéndo 
progresivamente hasta alcanzar el mínimo a los diez días y mantenerse 
estabilizada en tomo al 40% de la actividad del grupo control. Estos resultados, 
recogidos en la figura 9, permitieron realizar los experimentos a partir del cuarto 
o quinto día de evolución de la diabetes, ya que la actividad Na+/K+ ATPasa 
disminuye en tan breve plazo a la mitad de la actividad del grupo control.

Por último, es importante señalar que, el 100% de los ratones 
considerados diabéticos en la realización de este trabajo, presentaban
disminuida su actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático a los 4 ó 5 días de 
evolución al menos al 70% de la actividad del grupo control.
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TABLA 1

Comparación del efecto de la diabetes inducida por aloxana sobre la 
actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático y en cerebro de ratón.

Na+/K+ ATPasa Glucemia
(nmol/mg prot x h) (mM)

Grupo Ciáticos Cerebro

Control 456 ± 8 1183 ±140 7.2 ±0.2
Diabético 307 ±15* 1344 ±116 44.6 ±2.2*

Se utilizaron dos grupos de 3 ratones. El grupo control fue inyectado 
con el solvente de la aloxana. El grupo diabético fue inyectado con 200 
mg/Kg de aloxana. 7 días después fueron sacrificados y se midió la actividad
Na+/K+ ATPasa en nervio ciático y en membranas de cerebro. Los datos son 
media ± desviación estándar.
* p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.
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TABLA 2

Efecto de la diabetes inducida por aloxana sobre la actividad adenosintrifosfatasa del nervio 
ciático de ratón.

Actividad ATPasa 
(nmol/mg prot x h)

Glucemia
(mM)

Grupo ATPasa Total ATPasa insensible 
a ouabaína

Na+/K+ ATPasa

Control 6089 ± 655 5444 ± 702 645 ± 8 0 7.6 ± 1.4
Diabético 5247 ± 561 4945 ± 550 302 ± 56* 24.5 ± 6.4*

Se utilizaron dos grupos de 5 ratones. El grupo control fue inyectado con el solvente de la 
aloxana. El grupo diabético fue inyectado con 200 mg/Kg de aloxana. 7 días después fueron 

sacrificados y se midió la glucemia y la actividad ATPasa total, la ATPasa insensible a ouabaína y la 

Na+/K+ ATPasa en nervio ciático. Los datos son media ± desviación estándar.

* p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.
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Figura 9: Evolución de la actividad Na+/K+ATPasa en nervio 
ciático tras la inyección de aloxana. Los ratones fueron inyectados 
subcutáneamente con 200 mg/Kg de aloxana. A los tiempos indicados, 
se midió la actividad Na^/K+ATPasa en los nervios ciáticos, por el 
procedimiento descrito en Material y Métodos. Los datos son la media 
± desviación estándar (barras) de grupos de 3 a 12 ratones. La 
disminución de la actividad Na+/K'l'ATPasa fue significativa (p < 
0.001) para todos los puntos.
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3. Efecto de los inhibidores de la proteína kinasa C sobre la actividad 

Na+/K+ ATPasa.

En los objetivos números 2 y 3 del presenta trabajo se planteaba la 
utilización de los inhibidores de la PKC en animales con neuropatía diabética. 
Este tipo de experimentos presenta un doble interés: por un lado, contribuir a 
esclarecer el papel que la PKC, y concretamente su activación, desempeña en la 
fisiopatología de esta neuropatía, y por otro, estudiar el posible efecto 
beneficioso de su inhibición y la posible incorporación de los inhibidores de la 
PKC al tratamiento de estas lesiones.

A continuación se presentan los resultados obtenidos con la 
administración de dos inhibidores de la PKC, el H7 y el calfostin C, en el 
modelo experimental utilizado en este trabajo, y su efecto sobre la actividad 
Na+/K+ ATPasa del nervio ciático, utilizada como índice de neuropatía 
diabética. Se presenta primero el efecto de la administración de forma aguda de 
H7, a continuación el de la de calfostin C y por último los resultados obtenidos 
con 1 administración de forma lenta y continua de ambos.

3.1. Efecto de la inyección aguda de H7.

Los primeros experimentos realizados con la administración de H7 se 
presentan en la tabla 3. Se puede observar que la administración de 30 mg/Kg 
de H7 a un grupo de ratones control no modificaba la actividad Na+/K+ ATPasa 
en nervio ciático.

La inyección intraperitoneal de 30 mg/Kg de H7, 15 minutos antes de la 
inyección de la aloxana, previno completamente la disminución de la actividad
Na+/K+ ATPasa.

Con el fin de estudiar si la administración de H7 revierte, y no sólo 
previene, la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa, se inyectó un grupo

89



Resultados

TABLA3

Efecto de la inyección de H7 en la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio 
ciático de ratones control y diabéticos.

Na+/K+ ATPasa Glucemia

Grupo nmol/mg prot x h % control mM

Control 637 ±22 100 7.0 ±1.4
Diabético 365 ±25* 57 22.3 ±3.3**
H 7,15’ antes de la aloxana 572 ± 53 90 22.1 ±2.5**
H7,4 días después 582 ±41 91 23.0 ±3.7**
H7 608 ± 51 95 7.1 ±0.3

Se utilizaron cinco grupos de 5 ratones. El grupo control fue inyectado 
con el solvente de la aloxana. El grupo diabético fue inyectado con 200 
mg/Kg de aloxana. El tercer grupo fue inyectado con 30 mg/Kg de H7 15 
minutos antes de la inyección de aloxana. Estos ratones fueron sacrificados 4 
días más tarde. El cuarto grupo fue inyectado con 30 mg/Kg de H7 cuatro 
días después de la inyección de aloxana y sacrificado 15 minutos después. Un 
grupo control fue inyectado con 30 mg/Kg de H7 y sacrificado 15 minutos 
después. Los datos son media ± desviación estándar de la determinación por 
quintuplicado de cinco ratones por grupo.
F(4,20) = 46.93, p < 0.001, para los valores de la Na+/K+ ATPasa.
F(4,20) = 16.70, p < 0.001, para los valores de glucemia.
* p < 0.001, comparado con el resto de grupos.
** p < 0.001, comparado con los grupos control y control tratado con H7.
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de ratones diabéticos de cuatro días de evolución y se les administró una dosis 
única de 30 mg/Kg de H7, intraperitonealmente, 15 minutos antes de ser 
sacrificados. Como se puede comprobar en la tabla 3, la recuperación de la 
actividad Na+/K+ ATPasa puede considerarse completa, teniendo en cuenta la 
ausencia de efectos directos del H7 sobre esta actividad, como ya se ha 
comentado. La repetición de este experimento en animales de 5 días (figura 11 y 
tablas 4 y 6), así como en experimentos preliminares realizados a los 7 y 9 días 
de evolución produjo resultados similares.

Este efecto beneficioso del H7 es transitorio. En la figura 10, se puede 
observar que la actividad Na+/K+ ATPasa se recuperó completamente 15 
minutos después de la administración de una dosis única intraperitoneal de 30 
mg/Kg de H7 a un grupo de ratones diabéticos de cuatro días de evolución. Sin 
embargo, una hora después, la recuperación era tan sólo de la mitad de la 
actividad perdida, siendo todavía significativamente mayor la actividad del 
grupo tratado con H7 que la del grupo diabético. Cuatro horas después, no
existía efecto de la administración del H7 sobre la actividad Na+/K+ ATPasa del 
nervio ciático de ratón diabético. El efecto del H7 en este modelo animal 
presenta, a la vista de los datos presentados, una duración media de 
aproximadamente 1 hora.

En la figura 11 se muestra el efecto de diferentes dosis de H7 sobre la 
actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático de cuatro grupos de ratones 
diabéticos de cinco días de evolución. La administración de 30 y 15 mg/Kg de 
H7 produjo una recuperación prácticamente completa de la actividad Na+/K+ 
ATPasa en nervio ciático 15 minutos después de ser inyectado. La 
administración de una dosis de 10 mg/Kg recuperó aproximadamente un 50% 
de la actividad perdida. La dosis de 5 mg/Kg no produjo ningún efecto sobre la
actividad Na+/K+ ATPasa. Con los datos presentados, podemos establecer que 
la dosis que produce la mitad del efecto máximo (dosis eficaz 50; DE50) en 
nuestro modelo experimental es de ~ 10 mg/Kg.
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Figura 10: Evolución a lo largo del tiempo del efecto de la 
inyección de H7 en la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático 
de ratones diabéticos. Grupos de 4 ratones diabéticos de 4 días de 
evolución fueron inyectados intraperitonealmente con 30 mg/Kg de 
H7 y sacrificados en los tiempos indicados. Los valores se expresan 
como media ± desviación estándar (barras). Las áreas sombreadas 
representan la media ± desviación estándar de los valores del grupo 
control (n=3) y del grupo diabético no tratado con H7 (n=3).
F(4, 13)= 19.51, p <  0.001.
* p < 0.001 y ** p < 0.02 comparado con el grupo diabético.
§ p < 0.005 comparado con el grupo control.
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Figura 11: Efecto de diferentes dosis de H7 en la recuperación de 
la actividad Na+ /K + ATPasa en nervio ciático de ratones 
diabéticos. Grupos de 3 ratones diabéticos de 5 días de evolución 
fueron inyectados con las dosis indicadas de H7 y sacrificados 15 
minutos después. El área sombreada representa la media ± desviación 
estándar de los valores del grupo control (n=4) y del grupo diabético 
(n=5). Los valores son media ± desviación estándar (barras).
F(5, 15) = 58.00, p<  0.001.
* p < 0.001 comparado con el grupo diabético.

DIABÉTICO
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Es importante hacer notar que, a las dosis de H7 utilizadas, no se observó 
ningún síntoma de toxicidad en los ratones inyectados y se mantuvieron 
totalmente asintomáticos durante largos periodos de tiempo.

Como se comentó en la Introducción (apartado 4.1.2.), el H7 es un 
inhibidor selectivo pero no totalmente específico de la PKC, siendo capaz de 
inhibir las proteína kinasas dependientes de AMP y GMP cíclico. Por ello, se 
inyectó un grupo de ratones diabéticos de cinco días de evolución con HA1004, 
un inhibidor 20 ó 30 veces más específico para las proteína kinasas 
dependientes de AMP y GMP cíclico que para la PKC, y se comparó su efecto 
con el del H7. En la tabla 4 se puede comprobar cómo la administración de 
HA1004 no presentó ningún efecto sobre la actividad Na+/K+ ATPasa del 
nervio ciático, probablemente debido a su escasa capacidad para inhibir la PKC. 
En el mismo experimento, la administración de H7 recuperó completamente la
actividad Na+/K+ ATPasa, confirmando los resultados presentados en la tabla 3 
y en las figuras 10 y 11. Estos resultados indican que el efecto del H7 sobre la 
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratones diabéticos puede ser 
atribuido a la inhibición de la PKC y no de las otras proteína kinasas que es 
capaz de inhibir este compuesto.

3.2. Efecto de la inyección aguda de calfostin C.

Tal y como se adelantaba en la Introducción (apartado 4.1.2.), un nuevo y 
más potente inhibidor de PKC, el calfostin C, fue descubierto en 1989 y se 
comercializó a principios de 1992. Los experimentos anteriormente planteados, 
realizados con H7, presentaban algunos problemas, debidos fundamentalmente a 
su poca especificidad, a las elevadas dosis utilizadas y a la poca duración de su 
efecto. Por todo ello se decidió realizar los experimentos con calfostin C que se 
presentan a continuación.

La administración de una inyección intraperitoneal de 10 /¿g/Kg de 
calfostin C a un grupo de cuatro ratones no produjo ningún efecto sobre la
actividad Na+/K+ ATPasa cuando la comparamos con la actividad que
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TABLA4

Comparación del efecto de la inyección de H7 y HA1004 en la actividad 
Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratón.

Na+/K+ ATPasa

Grupo nmol/mg prot x h % control

Control 609 ±30 100
Diabético 348 ±40* 57
+ H7 (30 mg/Kg) 582 ±41 96
+ HA1004 (30 mg/Kg) 394 ±22* 65

El grupo control fue inyectado con el solvente de la aloxana. El grupo 
diabético fue inyectado con 200 mg/Kg de aloxana y sacrificado 5 días 
después. Dos grupos de 5 ratones diabéticos de 5 días de evolución fueron 
inyectados con la misma dosis (30 mg/Kg) de H7 y de HA1004 y sacrificados 
15 minutos después. Los datos son media ± desviación estándar de la 
determinación por quintuplicado de la actividad Na+/K+ ATPasa.
F(3, 16) = 73.58, p<  0.001 
* p < 0.001, comparados con el grupo control.
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presentan los nervios ciáticos del grupo control (tabla 5).

La administración de la misma dosis de calfostin C a un grupo de ratones 
diabéticos de cinco días de evolución recuperó completamente la actividad
Na+/K+ ATPasa, no existiendo diferencias entre la actividad del grupo tratado 
con calfostin C, sacrificado 15 minutos después, y la actividad presente en el 
grupo control (tabla 5).

En la tabla 6 se compara el efecto de los dos inhibidores de la PKC 
utilizados en este trabajo. Se comprueba en un mismo experimento que ambos 
inhibidores fueron capaces de recuperar completamente la actividad Na+/K+ 
ATPasa del nervio ciático al ser inyectados a un grupo de ratones diabéticos de 
cinco días de evolución. En este caso, se obtuvo el mismo efecto con una dosis 
de 15 mg/kg de H7 que con una dosis 750 veces menor de calfostin C (20 
/<g/Kg).

En la figura 12 se presenta el efecto de diferentes dosis de calfostin C 
sobre la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratones diabéticos. En 
los experimentos anteriores se había demostrado que el calfostin C recuperaba 
completamente esta actividad a las dosis de 10 y 20 /¿g/Kg. La dosis mínima
que produjo la recuperación completa de la actividad Na+/K+ ATPasa 15 
minutos después de su inyección fue de 2 /¿g/Kg. Esta recuperación completa se 
produce del mismo modo con todas las dosis superiores ensayadas (hasta 30 
/¿g/Kg). Con todas estas dosis, la actividad Na+/K+ ATPasa de los grupos 
tratados con calfostin C fue la misma que la del grupo control. La menor dosis 
utilizada (0.1 ¡igjKg) también produjo una ligera recuperación de la actividad
Na+/K+ ATPasa, significativamente distinta de la actividad del grupo diabético 
no tratado.

Los datos presentados en la figura 12 permiten calcular la dosis de 
calfostin C que produjo la mitad del efecto máximo en este modelo 
experimental (dosis eficaz 50; DE50), que es 0.5 /¿g/Kg. La DE50 para el H7
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TABLA 5

Efecto de la inyección de calfostin C sobre la actividad Na+/K+ ATPasa 
del nervio ciático de ratón.

Grupo

Na+/K+ ATPasa Glucemia

nmol/mg prot x h % control mM

Control 777 ±19 100 8.4 ±0.7
+ Calfostin C 749 ±61 96 8.7 ±2.1
Diabético 424± 9* 55 26.9 ±5.1*
+ Calfostin C 761 ± 13 98 29.0 ±3.1*

El grupo control fue inyectado con el solvente de la aloxana y 
sacrificado cinco días más tarde. El segundo grupo fue inyectado con una 
dosis única intraperitoneal de 10 Rg!Kg de calfostin C y sacrificado 15 
minutos después. El grupo diabético fue inyectado con 200 mg/Kg de aloxana 
y sacrificado 5 días después. Un grupo de ratones diabéticos de cinco días de 
evolución fue inyectado con una dosis única intraperitoneal de 10 /¿g/Kg de 
calfostin C y sacrificado 15 minutos después. Los datos son media ± 
desviación estándar de los valores de cuatro ratones por grupo.
F (3 ,12) = 70.80, p < 0.001, para los valores de Na+/K+ ATPasa.
F (3 ,12) = 50.21, p < 0.001, para los valores de glucemia.
* p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.
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TABLA6

Comparación del efecto de la inyección de H7 y calfostin C sobre la 
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratón.

Grupo

Na+/K+ ATPasa Glucemia

nmol/mg prot x h % control mM

Control 655 ±36 100 7.0 ± 0.6
Diabético 375 ±29* 57 24.9 ± 5.6**
+ H7 651 ±30 99 22.8 ±2.9**
+ Calfostin C 699 ±26 107 24.3 ±3.6**

El grupo control fue inyectado con el solvente de la aloxana. El grupo 
diabético fue inyectado con 200 mg/Kg de aloxana y sacrificado 5 días 
después. Dos grupos de ratones diabéticos de 5 días de evolución fueron 
inyectados con 15 mg/Kg de H7 y con 20 /¿g/Kg de calfostin C, 
respectivamente, y sacrificados 15 minutos después. Los datos son media ± 
desviación estándar de cuatro ratones por grupo.
F (3 ,12) = 95.48, p < 0.001, para los valores de Na+/K+ ATPasa.
F (3 ,12) = 22.09, p < 0.001, para los valores de glucemia.
* p < 0.001, comparado con el resto de grupos.
** p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.
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Figura 12: Efecto de diferentes dosis de calfostin C en la 
recuperación de la actividad Na+/K+ATPasa en nervio ciático de 
ratones diabéticos. Grupos de 3 ratones diabéticos (6 en la dosis de 1 
/¿g/Kg) de 5 días de evolución fueron inyectados con las dosis indicadas 
de calfostin C y sacrificados 15 minutos después. Los valores se 
expresan como media ± desviación estándar (barras). Las áreas 
sombreadas representan la media ± desviación estándar de los valores 
del grupo control (n=7) y del grupo diabético (n=9) no tratado con 
calfostin C.
F(8,31) = 26.00, p<  0.001.
Todos los valores de los grupos tratados con calfostin C fueron 
significativamente distintos de los valores del grupo diabético.
* p < 0.001 comparado con los valores del grupo control.
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era «10 mg/Kg. Estos datos demuestran de forma aproximada que el calfostin C 
es unas 20.000 veces más potente que el H7 para recuperar la actividad Na+/K+ 
ATPasa del nervio ciático de los ratones diabéticos.

Con el fin de estudiar la duración del efecto de la inyección única de 
calfostin C se realizaron los experimentos recogidos en la figura 13. Se 
representa la evolución, a lo largo del tiempo, del efecto de la inyección única 
intraperitoneal de dos dosis de calfostin C, 1 y 10 //g/Kg, sobre la actividad
Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratones diabéticos. La inyección de la 
dosis de 1 //g/Kg mantuvo completamente recuperada la actividad Na+/K+ 
ATPasa 4 horas después de su administración, pero su efecto decayó 
rápidamente, y a las 8 horas de haber sido inyectados su actividad Na+/K+ 
ATPasa era igual a la del grupo diabético no tratado.

Cuando la dosis inyectada fue de 10 //g/Kg, la actividad se mantuvo igual 
que la del control hasta las 8 horas, disminuyendo lentamente el efecto del 
calfostin C, de manera que a las 24 horas la actividad Na+/K+ ATPasa seguía 
siendo diferente de la del grupo control. Tras 48 horas, los ratones diabéticos 
inyectados y no inyectados con calfostin C presentaban la misma actividad 
Na+/K+ ATPasa en nervio ciático.

Comparando estos resultados con los obtenidos con la administración de 
H7 se puede concluir que el calfostin C produce un efecto mucho más duradero 
en este modelo experimental, ya que una dosis de 30 mg/Kg de H7 tardaba « 1 
hora en reducir su efecto a la mitad mientras que el calfostin C, a una dosis de 1 
//g/Kg, tarda « 5.5 horas. Tanto por la duración del efecto considerado, como 
por su potencia, el calfostin C demuestra un mejor comportamiento, en este 
modelo experimental, que el H7.

Por último, y del mismo modo que ocurría con el H7, a las dosis 
utilizadas no se observó ningún tipo de alteración en el comportamiento de los 
animales inyectados con calfostin C, ni síntomas de toxicidad durante el periodo
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Actividad Naff /K+ATPasa 
(nmol/mg prot x h)
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Figura 13:Evolución del efecto de dos dosis de calfostin C sobre la 
actividad Na+/K+ATPasa del nervio ciático de ratones diabéticos.
Grupos de 3 ratones diabéticos de 5 días de evolución fueron 
inyectados intraperitonealmente con 1 /<g/Kg (□) y 10 /¿g/Kg (O) de 
calfostin C. Se sacrificaron en los tiempos señalados. Los valores se 
expresan como media ± desviación estándar (barras). Las áreas 
sombreadas representan la media ± desviación estándar de los valores 
del grupo control y del grupo diabético no tratado con calfostin C.
F(9, 26) =46.15, p<  0.001.
Todos los puntos son significativamente distintos de los valores del 
grupo diabético (p < 0.001) excepto los últimos de cada dosis.
*p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.
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de realización de los experimentos.

3.3. Efecto de la liberación lenta de inhibidores de la proteína kinasa C.

De los tres problemas planteados con la administración del H7 en 
inyección única (ver apartado 3.2. de este capítulo de Resultados) dos han sido 
resueltos con la administración de calfostin C: una inhibición mucho más 
específica y potente sobre la PKC que la ejercida por el H7. Esto ha permitido 
utilizar dosis mucho menores de inhibidor, sin embargo, la duración del efecto 
de ambos, cuando se administran mediante una inyección intraperitoneal, sigue 
siendo limitada. Para tratar de subsanar este problema se recurrió a la 
implantación de bombas de liberación lenta y continua de inhibidor, que 
permiten mantener el tratamiento durante periodos más largos de tiempo.

La administración continua de H7 se consiguió mediante la implantación 
de bombas microosmóticas en el dorso de los ratones. Se utilizaron tres grupos 
de tres ratones diabéticos de cinco días de evolución y se sacrificaron 24, 48 y 
72 horas después de su implantación. Los datos obtenidos con estos 
experimentos se presentan en la figura 14. Se puede observar que, 24 horas 
después, de la implantación de las bombas microosmóticas la recuperación de la
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático era completa, presentando la misma 
actividad que el grupo control. A las 48 horas de haber sido implantadas las 
microbombas, la actividad recuperada por el H7 era el 60% de la actividad 
perdida por la diabetes, mientras que a las 72 horas no existían diferencias entre 
la actividad de los ratones diabéticos tratados o no con H7.

Los resultados presentados en la figura 14 demostraban que se podía 
mantener normalizada la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de los 
ratones diabéticos durante al menos 24 horas. Sin embargo, dado que la 
liberación de H7 se mantenía constante durante 72 horas, éste debería perder 
eficacia antes de ser liberado, de otro modo, la respuesta al H7 habría de ser 
igual a las 72 horas que a las 24 horas de haber sido implantadas las bombas 
microosmóticas. Esta pérdida de eficacia del H7 sugería que éste no era estable
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Figura 14: Efecto de la liberación lenta y  continua de H7 durante 
diferentes periodos de tiempo sobre su capacidad para recuperar 
la actividad Na+/K +ATPasa del nervio ciático de ratones 
diabéticos. Se colocaron bombas microosmóticas de liberación lenta 
y continua a 3 grupos de 3 ratones diabéticos de 5 días de evolución, 
llenas de una solución de H7 (250 mg/ml) en 50% de 
dimetilsulfóxido, liberándose 250 /<g de H7 por hora. Se sacrificaron 
en los tiempos indicados. Los valores se expresan como media ± 
desviación estándar (barras). Las áreas sombreadas representan la 
media ± desviación estándar de los valores del grupo control (n=10) y 
del grupo diabético no tratado con H7 (n=12).
F(4, 26) = 107.06, p<  0.001.
*p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.

DIABÉTICO
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en esas condiciones.

Con el fin de comprobar si la pérdida de eficacia del H7 era debida a la 
temperatura a la que se encontraba sometido durante horas (la temperatura 
corporal del ratón) se calentó una solución de 15 mg/Kg de H7 a 37°C y se 
inyectaron con ella distintos grupos de ratones diabéticos. Los resultados 
obtenidos con este experimento se presentan en la figura 15. La inyección de la 
solución calentada a 37°C durante 4 horas normalizó la actividad Na+/K+ 
ATPasa. Sin embargo, la recuperación al cabo de 8  horas de calentamiento del 
H7 fue del 70% de la actividad perdida, y a las 24 horas tan sólo del 33% de la 
misma. La actividad de todos los grupos tratados con H7 fue diferente de la del 
grupo diabético no tratado. La inyección de un grupo de ratones diabéticos con
la solución fresca de H7 normalizó completamente la actividad Na+/K+ ATPasa 
del nervio ciático (tiempo 0 ).

Los resultados descritos en la figura 15 indican claramente que el H7 es 
muy inestable en estas condiciones, y explican por qué el efecto de su liberación 
lenta y sostenida no se mantuvo durante 72 horas (figura 14).

La implantación de bombas miniosmóticas en el dorso de los ratones 
permitía administrar calfostin C de forma continua durante dos semanas. En la 
figura 16 se presenta el efecto de la liberación continua de calfostin C en ratones 
diabéticos de cinco días de evolución. Tres días después de haber implantado las 
minibombas, la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático representaba el 
8 6 % de la actividad del grupo control, frente al 48% del grupo diabético no 
tratado. La recuperación se mantuvo en este nivel (8 6 % de la actividad del 
grupo control) durante los 14 días que se pueden utilizar este tipo de bombas.

Es importante resaltar que a pesar de la larga duración de este 
experimento, la glucemia se mantuvo sin variaciones a lo largo de las dos 
semanas. Por ejemplo, en los ratones del grupo control, diabético sin tratar y 
diabético con bomba miniosmótica de calfostin C durante 14 días, los valores de 
glucemia fueron, el día que se implantaron las bombas, 8 .6  ± 0.5 mM, 31.9 ±
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Figura 15: Efecto del calentamiento de H7 durante diferentes 
periodos de tiempo sobre su capacidad para  recuperar la 
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratones diabéticos.
Grupos de 4 ratones diabéticos de 5 días de evolución fueron 
inyectados intraperitonealmente con 15 mg/Kg de H7 calentado a 
37°C durante los tiempos indicados y sacrificados a los 15 minutos. 
Los valores se expresan como media ± desviación estándar (barras). 
Las áreas sombreadas representan la media ± desviación estándar de 
los valores del grupo control (n=4) y del grupo diabético (n=4) no 
tratado con H7.
F(5, 18) = 32.52, p<  0.001.
* p < 0.01 comparado con la actividad del grupo inyectado con H7 sin 
calentar.
La actividad de todos los grupos tratados con H7 es 
significativamente distinta (p < 0.005) de la del grupo diabético.
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Figura 16: Efecto de la liberación continua de calfostin C sobre la 
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de ratones diabéticos.
Se colocaron bombas miniosmóticas de liberación lenta y continua a 4 
grupos de 3 ratones diabéticos de 5 días de evolución, llenas de una 
solución de calfostin C (50 /¿g/ml) en 10% de dimetilsulfóxido, 
liberándose 0.025 /<g de calfostin C por hora. Se sacrificaron en los 
tiempos indicados. Los valores, presentados como porcentaje de la 
actividad del grupo control, se expresan como media ± desviación 
estándar (barras). Las áreas sombreadas representan la media ± 
desviación estándar de los valores del grupo control (n=6) y del grupo 
diabético no tratado con calfostin C (n=6).
F(5, 18) = 40.99, p<  0.001.
Todos los valores de los animales tratados con calfostin C son 
estadísticamente diferentes (p < 0.001) de los del grupo diabético.
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4.3 mM y 30.1 ±4.1 mM, respectivamente, y 8.9 ± 0.5 mM, 31.7 ± 5.7 mM y 
31.5 ± 3.3 mM para los mismos grupos, dos semanas después.

4. Medida de la actividad proteína kinasa C en nervio ciático de ratones 
diabéticos v efecto de la administración de sus inhibidores.

La determinación de la actividad PKC en nervio ciático de ratones control 
y diabéticos constituía parte del segundo objetivo de este trabajo. Los resultados 
de los experimentos presentados hasta el momento ponen de manifiesto, de 
forma indirecta, la existencia de una activación de la PKC en nervio ciático de 
ratones diabéticos, que sería responsable de la disminución de la actividad
Na+/K+ ATPasa. Con el fin de comprobar esta hipótesis, y, después de poner a 
punto el método adecuado, se determinó la actividad PKC en nervio ciático de 
ratones control y diabéticos.

En la figura 17 se presenta la actividad PKC en nervio ciático de ratones 
control y diabéticos. La actividad PKC se determinó tanto en homogenado 
fresco de nervio ciático como en las fracciones citosólica y de membranas del 
mismo. Se puede comprobar que la actividad PKC en membranas es muy 
superior 4 veces) a la que se encontró en la fracción citosólica, tanto en 
ratones control como en ratones diabéticos.

La actividad PKC en el nervio ciático de los ratones diabéticos, 
especialmente en las membranas, presentó unos valores discretamete superiores 
a los del grupo control, aunque esta diferencia no fue estadísticamente 
significativa. Como se discutirá en el apartado correspondiente, el método 
utilizado para esta determinación incluye la utilización de activadores de PKC 
en el ensayo in vitro, pudiendo modificar las condiciones reales de activación de 
la PKC in vivo.

A pesar de no existir diferencias en la actividad PKC del nervio ciático 
entre los grupos control y diabéticos, resultó interesante determinar la actividad
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Actividad PKC 
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Figura 17: Medida de la actividad PKC del nervio ciático de 
ratones control y diabéticos. Se midió la actividad PKC en citosol, 
membrana y homogenado fresco de nervio ciático de 2 grupos de 5 
ratones, controles (□ ) y diabéticos (□ )  de 5 días de evolución. Los 
valores se expresan como media ± desviación estándar (barras).
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PKC tras el tratamiento con inhibidores de la PKC, con un doble objetivo: por 
un lado, comprobar que los inhibidores son capaces de modificar la actividad 
PKC del tejido nervioso periférico y por otro lado, evaluar la inhibición 
provocada por éstos.

En la figura 18 se presenta el efecto de la administración de inhibidores 
de la PKC sobre su actividad en citosol y membranas de nervio ciático de ratón. 
Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis única de 30 
mg/Kg de H7 o de 30 /¿g/Kg de calfostin C. El grupo control recibió el solvente 
de ambos (dimetilsulfóxido diluido), 15 minutos después los ratones fueron 
sacrificados y se midió la actividad PKC en las fracciones señaladas de nervio 
ciático.

La actividad PKC en la fracción citosólica del nervio ciático no se afectó 
por la inyección de H7 o de calfostin C a las dosis indicadas. La actividad PKC 
en membranas de nervio ciático fue significativamente menor en los grupos 
tratados con inhibidores que en el grupo, lo cual demostró que estos inhibidores 
eran capaces de ejercer su efecto sobre la PKC del nervio ciático. La 
disminución de la actividad PKC, respecto a la que presentaba el grupo control, 
fue del 24% para el grupo tratado con H7 y del 25% para el grupo tratado con 
calfostin C.

Con la determinación de la actividad PKC en nervio ciático, aunque el 
método no nos permitiera observar diferencias entre los ratones de los grupos 
control y los diabéticos, se ha podido comprobar que los inhibidores de la PKC 
utilizados alcanzan el tejido nervioso periférico con unas concentraciones 
suficientes para disminuir su actividad de forma significativa.

5. Efecto de la diabetes sobre la velocidad de conducción nerviosa.

En el apartado 4.2.5. de la Introducción se ponía de manifiesto que la 
disminución de la velocidad de conducción nerviosa en los animales diabéticos,
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Figura 18: Efecto de la inyección intraperitoneal de H7 y de 
calfostin C sobre la actividad PKC en nervio ciático de ratón. Los
ratones fueron inyectados con H7 (30 mg/Kg;S) o con calfostin C 
(30 /¿g/Kg;0) y el grupo control (□) con los solventes y sacrificados 
15 minutos después. Se midió la actividad PKC en citosol y 
membrana. Los valores se expresan como media ± desviación 
estándar (barras) de 6 y 8 ratones por grupo para las determinaciones 
en citosol y membrana, respectivamente.
F(2, 15) = 0.16, p > 0.8, para los valores en citosol.
F(2, 21) = 14.43, p < 0.001, para los valores en membrana.
* Estadísticamente diferente (p < 0.001) comparado con los valores 
del grupo control.
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y también en el hombre, era uno de los fenómenos observados en la neuropatía 
diabética, si bien su presencia es discutida en numerosos modelos. También se 
ha comentado cómo algunos autores han asociado la disminución de la VCN a 
la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático de los 
animales diabéticos.

Hasta el momento, con el modelo experimental utilizado, se ha podido 
demostrar una disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa, que se puede 
prevenir y recuperar con la administración de inhibidores de la PKC. A 
continuación se estudia la posible alteración de la VCN y su modificación con 
los inhibidores de la PKC utilizados.

En la figura 19 se presentan los resultados de la determinación a 
diferentes temperaturas de la VCN por el método indirecto (diferencia de 
latencias), en el nervio caudal de la cola del ratón, en un grupo de ratones 
control y otro de ratones diabéticos de 16 días de evolución.

La determinación de la VCN a la temperatura fisiológica de la cola del 
ratón (27°C) no demostró diferencias entre los valores del grupo control y los 
del grupo diabético.

Por otra parte, la posibilidad de realizar determinaciones de la VCN a 
temperaturas constantes y controladas, diferentes de la fisiológica, puso de 
manifiesto las alteraciones inducidas por la diabetes en la conducción nerviosa. 
Se puede comprobar que, a temperaturas alejadas de la fisiológica, la VCN fue 
significativamente menor en el grupo de ratones diabéticos que en el grupo 
control, demostrando que en este modelo experimental es posible estudiar 
alteraciones de la conducción nerviosa inducidas por la diabetes.

El estudio del efecto de los inhibidores de la PKC sobre la VCN se inició 
con la administración aguda de H7 a las dosis de 30 mg/Kg, a ratones control y 
diabéticos. Se midió la VCN durante las 2 horas siguientes a la inyección, sin 
que se observaran cambios en la misma.

111



Resultados

Velocidad de conducción 
nerviosa motora (m/s)

22

20

18

16

14

12

10

8
22 27 32 37

Temperatura (°C)

Figura 19: Efecto de la diabetes sobre la velocidad de conducción 
nerviosa m otora máxima. Se midió la velocidad de conducción 
nerviosa mediante el método indirecto (diferencia de latencias), a las 
temperaturas indicadas, en el grupo control (# ) y diabético (O) de 16 
± 3 días de evolución. Los valores se expresan como media ± 
desviación estándar (barras) de 7 ratones por grupo. Se muestran las 
rectas de regresión para los valores del grupo control (y = -0.844 + 
0.568x, r = 0.99) y para el diabético (y = 0.289 + 0.454x, r = 1.00).
* Estadísticamente diferente (p < 0.05) comparado con los valores del 
grupo control.
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Como muestran los resultados expuestos en el apartado 3.3. de este 
capítulo de Resultados, la inhibición más potente y duradera de la PKC se 
consiguó con la administración continua de calfostin C mediante bombas 
miniosmóticas. En la tabla 7 se presentan los valores de VCN obtenidos en un 
grupo de ratones control y dos grupos de ratones diabéticos de 18 días de 
evolución, al segundo de los cuales se le administró calfostin C de la forma 
mencionada.

Se puede comprobar que la VCN determinada a 27°C en el grupo de 
calfostin C fue la misma que en los grupos control y diabético, descartando 
posibles efectos tóxicos. La determinación de la VCN a 22°C demostró que la 
administración continua de calfostin C no recuperaba la disminución de la VCN 
que se producía en los ratones del grupo diabético, siendo los valores en el 
grupo diabético iguales que en el grupo diabético tratado con calfostin C y en 
ambos, inferiores a los del grupo control. No se observó diferencia alguna entre 
los valores correspondientes al incremento de la VCN por grado centígrado 
entre ninguno de los grupos considerados (tabla 7).

De los resultados obtenidos con la determinación de la VCN cabe 
destacar que, en este modelo experimental, la VCN en el nervio caudal está 
disminuida en los ratones diabéticos a temperaturas diferentes de la fisiológica y 
que la administración de calfostin C de forma continua, aunque recuperó la
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciático en los mismos tiempos de 
evolución, no recupera la disminución de la VCN inducida por la diabetes.

6 , Efecto de la diabetes sobre la defensa antioxidante en el nervio ciático.

La presencia de estrés oxidativo, como se vio en el apartado 4.4.3. de la 
Introducción, se ha propuesto como uno de los mecanismos implicados en la 
fisiopatología de la neuropatía diabética. Con el fin de estudiar esta teoría, y 
como se adelantaba en el punto 4 del apartado de Objetivos, se estudian los 
aspectos más importantes de la defensa antioxidante en nervio ciático de ratones
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TABLA 7
Determinación de la velocidad de conducción nerviosa en ratones control, diabéticos y diabéticos 
tratados con calfostin C de forma continua.

Grupo
Glucemia

(mM)
VCNM (m/s)

22°C 27°C
A°C VCNM 
(m/s x °C)

Control (n=6) 8.6 ± 0.8 12.18 ± 1.17 13.80 ± 1.37 0.32 ± 0 .12
Diabético (n=6) 29.6 ± 9.0* 10.39 ±0.61** 12.58 ± 1.06 0.44 ±0.11
+ Calfostin C (n=5) 32.4 ± 8 .8* 9.94 ± 1.14** 12.09 ± 1.43 0.43 ± 0 .1 0

La velocidad de conducción nerviosa motora (VCNM) se calculó mediante el método indirecto 

(diferencia de latencias) a las temperaturas indicadas en un grupo control y dos grupos diabéticos de 18 
días de evolución, el segundo de los cuales fue tratado con calfostin C liberado de forma continua 
durante los últim os 14 días. El incremento de la velocidad de conducción nerviosa por grado 
centígrado, entre las temperaturas estudiadas (A°C VCNM), se calculó según se detalla en el apartado 

correspondiente de Material y Métodos. Los datos se expresan como media ± desviación estándar con 
el número de experimentos que se indica entre paréntesis.

F(2, 14) = 18.85, p < 0.001, para los valores de glucemia.
F(2, 14) = 8.10, p < 0.005, para los valores de VCNM a 22°C.

F(2, 14) = 2.65, p > 0.1, para los valores de VCNM a 27°C.
F(2, 14) = 1.97, p > 0.1, para los valores de A°C VCNM.
* p < 0.001 y ** p < 0.05, comparado con los valores del grupo control.
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control y diabéticos.

6.1. Efecto sobre la concentración de glutatión.

El GSH constituye uno de los ejes centrales de la defensa antioxidante 
celular, y la determinación de su concentración constituye un buen índice para 
su estudio.

En la figura 20 se presenta la evolución de la concentración de GSH y la 
glucemia en un grupo de ratones control y dos grupos de ratones diabéticos de 7 
y 21 días de evolución. La determinación del contenido de GSH se realizó en 
los nervios ciáticos de dos ratones en cada determinación. La concentración de 
GSH en nervio ciático de ratón no se modificó en las tres primeras semanas de 
evolución.

6.2. Efecto sobre la actividad de enzimas antioxidantes relacionadas con el 
glutatión.

La ausencia de modificaciones en la concentración de GSH en nervio 
ciático llevó al estudio de la actividad de algunos enzimas antioxidantes 
relacionados con el GSH, los cuales ejercen un papel fundamental en la defensa 
frente al estrés oxidativo. Se escogió la actividad GSH S-transferasa, y la 
actividad GSH peroxidasa frente a dos peróxidos, peróxido de hidrógeno y tert- 
butil hidroperóxido.

La determinación de estas actividades enzimáticas se realizó en un grupo 
de ratones control y un grupo de ratones diabéticos de 7 días de evolución, con 9 
ratones en cada grupo. La determinación de las actividades enzimáticas se llevó 
a cabo en citosol preparado a partir de los nervios ciáticos de tres ratones. Los 
resultados obtenidos se presentan en la tabla 8 .

La actividad GSH S-transferasa no se modificó con la inducción de la 
diabetes, presentando la misma actividad el grupo control que el grupo
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Glutatión Glucemia
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Figura 20: Efecto de la diabetes sobre la concentración de 
glutatión en nervio ciático de ratón. Se midió la concentración de 
glutatión en nervio ciático de un grupo de ratones control (n=8) y en 
dos grupos de ratones diabéticos de 7 (n=8) y 21 días (n=6) de 
evolución. Cada determinación de glutatión se realizó agrupando los 
nervios ciáticos de dos ratones. Los valores se expresan como media ± 
desviación estándar (barras) de los valores de glutatión (# )  o de 
glucemia (O)-
* p < 0.001 comparado con los valores del grupo control.
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TABLA 8

Actividad glutatión S-transferasa y glutatión peroxidasa en citosol de nervio ciático de ratones 
control y diabéticos de una semana de evolución.

Glucemia Glutatión S-transferasa Glutatión peroxidasa
Grupo (mM) (nmol/mg prot x min) (nmol/mg prot x min)

t-BOOH H20 2

Control 7.3 ± 0.5 180 ± 2 0 38.2 ± 6.8 61.1 ± 2 .3
Diabético 30.6 ±5.5* 174 ± 3 3 33.6 ± 7 .0 42.8 ±4.4*

Se m idió la actividad glutatión S-transferasa y glutatión peroxidasa frente a dos peróxidos, tert butil 
hidroperóxido (/-BOOH) y peróxido de hidrógeno (H20 2) en un grupo de ratones control y en un grupo 
de ratones diabéticos de 7 días de evolución. La determinación de las actividades enzimáticas se realizó 

en la fracción citosólica de los nervios ciáticos de tres ratones agrupados. Los valores se expresan como 
media ± desviación estándar de los valores correspondientes a 9 ratones por grupo.
* p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.



Resultados

diabético. De igual modo, la actividad GSH peroxidasa frente a tert-butil 
hidroperóxido no se modificó después de una semana de evolución de la 
diabetes. Sin embargo, la actividad GSH peroxidasa frente a peróxido de 
hidrógeno, al cabo de 7 días, presentaba una disminución estadísticamente 
significativa, comparada con los valores del grupo control.

Debido al interés que la última enzima presenta desde el punto de vista de 
la defensa antioxidante, así como su marcada disminución tras una semana de 
evolución de la diabetes, se consideró oportuno ampliar su estudio.

6.3. Efecto de la diabetes sobre la actividad glutatión peroxidasa.

Como se presentó en el apartado anterior, la actividad GSH peroxidasa en 
nervio ciático de ratones diabéticos de 7 días de evolución estaba 
significativamente disminuida respecto a la actividad que presentaba el grupo 
control. Con el fin de estudiar la evolución de esta disminución en la actividad 
de la enzima, se preparó el experimento recogido en la figura 2 1 .

En la figura 21 se presenta la actividad GSH peroxidasa frente a peróxido 
de hidrógeno en citosol de nervio ciático de un grupo de ratones control, un 
grupo de ratones diabéticos de 7 días de evolución y un grupo de ratones 
diabéticos de 21 días de evolución. También se presenta la evolución de la 
glucemia en los mismos tiempos. La actividad GSH peroxidasa, que al cabo de 
7 días de evolución de la diabetes era significativamente menor que la actividad 
del grupo control, se mantuvo disminuida tres semanas después de la inducción 
de la diabetes en valores semejantes a los de la primera semana.

Por otro lado, la representación de esta actividad y de la glucemia mostró 
una evolución inversa que sugería la existencia de una relación entre los valores 
de glucemia y la actividad GSH peroxidasa del nervio ciático de los ratones 
diabéticos.

En la figura 22 se presenta la regresión lineal entre la actividad GSH
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Actividad GSH Peroxidasa 
(nmol/mg prot x min)
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Figura 21: Evolución a lo largo de tres semanas de la actividad 
glutatión peroxidasa en nervio ciático de ratones diabéticos y de 
la glucemia. Se determinó la actividad glutatión peroxidasa en nervio 
ciático de un grupo de ratones control (n=9) y en dos grupos de 
ratones diabéticos de 7 (n=9) y 21 días (n=9) de evolución. Cada 
determinación de la actividad glutatión peroxidasa se realizó 
agrupando los nervios ciáticos de 3 ratones. Los valores se expresan 
como media ± desviación estándar (barras) de los valores de la 
actividad glutatión peroxidasa (#) o de glucemia (O)- 
* p < 0.001 comparado con los valores del grupo control.
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Actividad GSH Peroxidasa 
(nmol/mg prot x min)
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Figura 22: Correlación entre la glucemia y la actividad glutatión 
peroxidasa en nervio ciático de ratón. Cada punto representa la 
actividad glutatión peroxidasa en citosol de los nervios ciáticos 
agrupados de tres ratones y la glucemia de los mismos. Se incuyen los 
valores de ratones control (# ) , ratones diabéticos de 7 (O) y 21 (□ ) 
días de evolución y de los ratones que, inyectados con 200 mg/Kg de 
aloxana, no se hicieron diabéticos (■ ). Los valores se ajustan a una 
representación lineal (y = 69.270 - 0.874x) con un coeficiente de 
correlación de r = - 0.94.
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peroxidasa medida en citosol de nervio ciático y la glucemia. Los valores 
representados corresponden a cada una de las determinaciones de GSH 
peroxidasa en los grupos control, diabético de 7 y 21 días de evolución, y se 
incluyen los valores de los ratones que, a pesar de haber sido inyectados con 
aloxana, no se hicieron diabéticos, correspondiendo cada punto a la medida 
realizada en nervio ciático de un grupo de tres ratones.

La representación gráfica entre los niveles de glucemia y la actividad 
GSH peroxidasa evidenció una relación inversa entre ambos parámetros. Los 
datos presentados en esta figura se ajustaron a una representación lineal con una 
muy buena correlación negativa (coeficiente de correlación r = -0.94).
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Discusión

1. Modelo experimental.

La obtención de un modelo experimental adecuado para el estudio de la 
neuropatía diabética constituía el primer objetivo de este trabajo. Como ya se 
adelantó en el apartado 3 de la Introducción, de entre los múltiples modelos que 
se han utilizado hasta el momento, se decidió utilizar el modelo del ratón 
diabético por administración de estreptozotocina o aloxana.

Con el fin de determinar cuál de estos dos tóxicos presentaba mayores 
ventajas para conseguir nuestros objetivos, se comenzó inyectando 
estreptozotocina intraperitonealmente. Las dosis de esta sustancia más 
frecuentemente utilizadas para inducir diabetes en ratas son 60 mg/Kg, tanto 
mediante inyección intravenosa (Greene y Mackway, 1986) como mediante 
inyección intraperitoneal (Zhu y Eichberg, 1990), y 50 mg/Kg (Atienza et al., 
1992). Como se puede comprobar en la figura 6 , dosis aún mayores que las 
descritas (70 mg/Kg) no consiguieron inducir diabetes en los ratones. La 
administración de 105 mg/Kg, tampoco indujo la aparición de diabetes. La 
administración de una dosis doble que la inicialmente estudiada (140 mg/Kg) 
produjo un incremento mantenido de la glucemia pero llevó a los ratones a la 
muerte una semana después de la inyección (figura 6 ).

Estos resultados motivaron la búsqueda de otro modelo más adecuado, ya 
que la administración de dosis intermedias entre 105 y 140 mg/Kg resultaba 
difícil de ajustar en animales de tan poco peso y, además, el margen entre la 
dosis que provocaba la aparición de diabetes en los ratones y la que provocaba 
su muerte era muy estrecho.

Los experimentos para inducir diabetes en ratones con aloxana se 
iniciaron con las dosis utilizadas con ratas, 100 mg/Kg (Bianchi et al., 1988; 
Triban et al., 1989), siempre subcutáneamente. Como se puede comprobar en la 
figura 7, esta dosis no produjo ningún efecto en la glucemia de los ratones, por 
lo que se decidió utilizar una dosis doble de la anterior, 200 mg/Kg. Esta dosis, 
como se comentó en el apartado 1 de los Resultados, produjo un incremento de
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la glucemia evidente y significativo desde el primer día tras la inyección, y 
mantuvo la glucemia, de manera prácticamente estable, en tomo a 30-35 mM 
entre los días 4 y 16. Estas glucemias son unas cinco veces superiores a las 
obtenidas para el grupo control, y son mayores que el mínimo comúnmente 
aceptado (16 mM) para que un animal sea considerado diabético (Greene y 
Lattimer, 1986), como se adelantó en el apartado 2.2. de Materiales y Métodos. 
Por todo ello, se decidió realizar todos los experimentos del presente trabajo con 
ratones entre los días 4 y 16 tras la inyección de la aloxana.

La determinación de la actividad Na+/K+ ATPasa ha sido propuesta como 
uno de los parámetros bioquímicos estándar de neuropatía diabética (Kahn, 
1992) y ha sido utilizado por numerosos autores, tanto en animales (Bianchi et 
al., 1990; Kim et al., 1991a), como en humanos (Dyck et al., 1980), como 
indicador de neuropatía diabética.

Los datos obtenidos de disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa en 
nervio ciático de los ratones diabéticos son del mismo orden (40 - 50% de 
reducción respecto a los valores del grupo control) que los encontrados por la 
mayoría de los autores en nervio ciático de ratas con diabetes inducida por 
estreptozotocina (Greene y Lattimer, 1983), de ratas genéticamente diabéticas 
Wistar BB (Greene et al., 1984) y de conejos con diabetes inducida con aloxana 
(Greene y Lattimer, 1986). Sin embargo, en los estudios citados esta 
disminución se obtuvo tras una o dos semanas de evolución de la diabetes, 
mientras que en el modelo experimental utilizado en el presente trabajo esta 
disminución era significativa a los 3 días de haber inyectado la aloxana (figura 
9). Esta diferencia, que puede ser atribuida al modelo experimental utilizado, 
permitió la realización de los experimentos a tiempos más cortos.

2. Proteína kinasa C v neuropatía diabética.

La utilización in vivo de dos inhibidores de la PKC con distinto 
mecanismo de acción en el modelo experimental elegido, ha permitido la
demostración original de la normalización completa de la actividad Na+/K+
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ATPasa del nervio ciático (tablas 3 a 6  y figuras 10 a 16). Este efecto se 
manifiesta tanto previniendo como revirtiendo la disminución de la actividad
Na+/K+ ATPasa, manteniéndose en valores cercanos a la normalidad durante al 
menos dos semanas (figura 16). Cabe destacar que este tratamiento no produjo 
aparentemente ningún efecto adverso ni afectó significativamente los valores de 
glucemia, de acuerdo con los resultados de otros investigadores que tampoco 
observan modificaciones de la glucemia con dosis de H7 similares a las 
utilizadas en este trabajo (25 mg/Kg) (Inaba y Filkins, 1991).

Los resultados obtenidos con la utilización de inhibidores de la PKC en 
neuropatía diabética experimental contrastan con los presentados por otros 
autores, que presentan normalizaciones del consumo de oxígeno dependiente de
la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático de conejo diabético por inyección 
de aloxana tras una hora de incubación de este tejido con un activador de la 
PKC, forbol 12-miristato 13-acetato (Greene y Lattimer, 1986) y de la actividad 
Na+/K+ ATPasa de membranas de nervio ciático ratas de diabéticas por 
administración de estreptozotocina incubado con el mismo activador de la PKC 
(Kim et al.y 1991b).

La explicación de estos resultados, aparentemente contradictorios con los 
presentados en este trabajo, puede hallarse en que estos compuestos producen 
una activación transitoria de la PKC, seguida de una inhibición. Así, 
experimentos recientes han demostrado que la incubación con forbol 1 2 - 
miristato 13-acetato durante una hora (las mismas condiciones que las usadas 
por Greene y Lattimer, 1986) disminuye la actividad de la PKC en células Swiss 
3T3 (Linder et al., 1991), en células HL60 (Kiss et al., 1987) y en células MCF- 
7 (Darbon et al., 1987).

Por ello, la recuperación de la actividad Na+/K+ ATPasa inducida in 
vitro por activadores de la PKC podría ser debida, en realidad, a la inhibición 
de la PKC, como muestran los resultados realizados in vivo presentados en este 
trabajo. Por otra parte, se ha sugerido recientemente que los ésteres de forbol
pueden estimular la Na+/K+ ATPasa por un mecanismo distinto de la activación
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de la PKC (Tomlinson y Ettlinger, 1992).

Tal y como se resumía en el apartado 4.3.3. de la Introducción, se ha 
demostrado que la Na+/K+ ATPasa es fosforilada por la PKC (Lowndes et al., 
1990), aunque el efecto de esta fosforilación era controvertido. Recientemente 
se ha descrito que la fosforilación de la Na+/K+ ATPasa purificada, por acción 
de la PKC, está asociada con una inhibición de su actividad de alrededor del 40 
- 50% (Bertorello et al., 1991). Cabe destacar que la disminución de la actividad
Na+/K+ ATPasa observada en los experimentos presentados en este trabajo, 
realizados in vivo, y en los de otros grupos, como se ha discutido, es del mismo 
orden.

Un trabajo preliminar publicado recientemente y realizado in vivo ha 
venido a apoyar la hipótesis aquí defendida, sugiriendo que la PKC ejerce una
inhibición tónica de la Na+ /K+ ATPasa en el endoneuro del nervio ciático de la 
rata (Tomlinson y Ettlinger, 1992).

El conjunto de datos presentados sugiere que la forma fosforilada de la 
Na+/K+ ATPasa es menos activa que la forma desfosforilada y que sería la 
activación de la PKC del nervio ciático de los ratones diabéticos la responsable 
de la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa. Los resultados presentados 
en este trabajo apoyan esta hipótesis, ya que demuestran que la administración 
de inhibidores de la PKC a ratones diabéticos por inyección de aloxana es capaz 
de normalizar la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático.

Las determinaciones de la actividad PKC, realizadas in vitro, no muestran 
diferencias significativas entre las muestras procedentes de animales control y 
diabéticos (figura 17). Esto puede ser debido al método empleado para la 
determinación de la actividad PKC, ya que se requiere la utilización en el 
ensayo de activadores de PKC a dosis muy superiores a las fisiológicas, que 
podrían enmascarar las diferencias que existieran in vivo en la modulación de la 
PKC. Sin embargo, se puede afirmar que los inhibidores empleados son capaces
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de alcanzar el territorio nervioso periférico y disminuir la actividad PKC en el 
mismo (figura 18), por lo que los efectos observados pueden ser atribuidos a 
esta disminución.

Los resultados presentados en la figura 18 demuestran que la PKC está 
inhibida en la fracción de membranas del nervio ciático de los ratones 
inyectados con H7 o con calfostin C, apoyando la idea de que la recuperación de 
la actividad Na+/K+ ATPasa es debida a la inhibición de la PKC. La actividad 
en citosol no está inhibida, lo cual podría ser consecuencia de una retención de 
los inhibidores en las membranas celulares. Debido a que se considera que la 
PKC está activada cuando está unida a membrana e inactiva cuando está en el 
citosol (Nishizuka, 1986), los resultados más significativos son los referentes a 
la fracción de membranas, en la cual los inhibidores de la PKC sí ejercen su 
acción.

La posibilidad de que el H7 y el calfostin C recuperen la actividad 
Na+/K+ ATPasa por un mecanismo diferente al de la inhibición de la PKC 
puede ser prácticamente descartada. En este sentido, las potencias relativas del
H7 y del calfostin C para recuperar la actividad Na+/K+ ATPasa son similares a 
sus potencias para inhibir la PKC. Además, ambos inhibidores actúan en 
diferentes dominios de la PKC: el H7 en el dominio catalítico y el calfostin C en 
el dominio regulador. Por todo ello, parece probable que ambos inhibidores 
actúen a través de kinasas.

La posibilidad de que ambos inhibidores modulen diferentes proteína 
kinasas puede considerarse poco probable. Aunque el H7 no es un inhibidor 
específico de PKC, ya que es capaz de inhibir proteína kinasas dependientes de 
AMPc y GMPc, la utilización de HA 1004, que inhibe las últimas pero muy 
poco la PKC, no recupera la actividad PKC (tabla 4), lo cual sugiere que las 
proteína kinasas dependientes de AMPc y GMPc no participan en este proceso. 
El calfostin C, que es un inhibidor altamente específico de la PKC (Kobayashi 
et al., 1989; Tamaoki y Nakano, 1990), ha reproducido los resultados obtenidos 
con H7, apoyando el que sea efectivamente la PKC la responsable de los
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fenómenos estudiados. Sin embargo, no puede excluirse que pueda inhibir 
alguna proteína kinasa diferente aún no identificada.

En resumen, los resultados obtenidos con la administración de inhibidores 
de la PKC en los ratones diabéticos, previniendo y recuperando la disminución 
de la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático, nos ha hecho sugerir la 
hipótesis de que la actividad PKC está incrementada, conduciendo a la 
fosforilación y consiguiente disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa. Estas 
alteraciones pueden ser revertidas durante periodos de tiempo considerables con 
la administración de inhibidores de la PKC. Además de su interés para el 
estudio de la fisiopatología de la neuropatía diabética, los resultados presentados 
ofrecen un posible tratamiento de esta complicación de la diabetes.

3. Alteraciones electrofisiológicas.

Como se comentó en el apartado 4.2.5. de la Introducción, la mayor parte 
de los autores describe una disminución de la VCN en los animales diabéticos 
de más de tres semanas de evolución. Los resultados presentados en el presente 
trabajo demuestran que, en tiempos de evolución menores (16 ± 3 días) y a la 
temperatura fisiológica de la cola del ratón (27°C), la VCN no está afectada 
(figura 19).

Sin embargo, la técnica utilizada, tal y como se ha descrito en el apartado 
6  de Materiales y Métodos, controla de forma exhaustiva todos los parámetros 
que pueden influir en la VCN, especialmente la temperatura. De este modo, los 
resultados presentados en la figura 19 ponen de manifiesto que la determinación 
de la VCN a temperaturas distintas de la fisiológica (22°C y 37°C) evidencia de 
forma precoz una disminución significativa de la VCN. Los ratones del grupo 
diabético presentan una VCN un 20-25% menor que la del grupo control. Esta 
disminución es del mismo orden que las obtenidas en ratas con diabetes 
inducida por estreptozotocina (Spüller et al.9 1987), en ratas espontáneamente 
diabéticas (Sima y Brismar, 1985) y en humanos (Schütt et ah91983).
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Por otro lado, el tiempo en que se hicieron las determinaciones (16 ± 3 
días después de la inducción de la diabetes) es más precoz que el considerado en 
los trabajos publicados recientemente sobre el tema (Bianchi et al., 1987; 
Calcutt et al., 1990; Carrington et al., 1991; Smith et al., 1991). La explicación 
más adecuada para esta precocidad en la detección de una disminución de la 
VCN es, como han señalado trabajos previos realizados con la misma técnica 
electrofisiológica (Romá et al., 1990), que la detección de disfunciones 
nerviosas se puede realizar más precozmente cuando la temperatura de la 
preparación se aleja de sus valores fisiológicos.

Los resultados presentados en la tabla 7 demuestran que la administración 
continua de calfostin C durante 14 días no previene la disminución de la VCN 
presente a 22°C. Como se vio en la figura 16, esta pauta de administración 
mantenía normalizada la actividad Na+/K+ ATPasa durante los 14 días que 
duraba el experimento, lo cual permite afirmar que en el modelo experimental 
utilizado ambos fenómenos son aparentemente independientes.

De esta forma, los resultados presentados en este trabajo están de acuerdo 
con los numerosos autores que defienden el que la disminución de la VCN es 
independiente, o al menos no depende directamente, de la disminución de la
actividad Na+/K+ ATPasa (Bianchi etal., 1987; Calcutt et al., 1990; Carrington 
etal., 1991; Smith et al., 1991).

Este dato, consecuentemente, cuestiona la hipótesis recogida en la 
Introducción y defendida por numerosos autores, según la cual la disminución 
de la VCN está causada por la disminución de la actividad Na+/K+ ATPasa, 
debido a que la disminución de esta actividad altera el potencial de Na+ 
transmembrana, necesario para la génesis y conducción del potencial de acción 
nervioso (Mizuno et al., 1992).

4. Defensa antioxidante y neuropatía diabética.

Los datos sobre la defensa antioxidante en el tejido nervioso periférico de
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animales diabéticos, que, como vimos en el apartado 4.4.3. de la Introducción, 
está muy poco estudiada, permiten afirmar que este tejido en los animales 
diabéticos, está menos protegido frente al estrés oxidativo que en los animales 
del grupo control.

La concentración de glutatión en nervio ciático de ratón no se modifica 
con la inducción de la diabetes (figura 2 0 ), resultado que, por otra parte, ya 
había sido descrito anteriormente (Carrol et al., 1986). Tampoco se observan 
diferencias en la actividad glutatión S-transferasa ni en la actividad glutatión 
peroxidasa frente a ¿-BOOH. Sin embargo, la descripción de la disminución de 
la actividad glutatión peroxidasa, que, como vimos en el apartado 4.4.1. de la 
Introducción, ocupa un puesto clave en el sistema de defensa antioxidante frente 
a los radicales libres de oxígeno (Raes et al., 1987), supone una aportación 
importante al estudio de la implicación del estrés oxidativo en la fisiopatología 
de la neuropatía diabética.

A este respecto, la actividad glutatión peroxidasa se ha descrito 
incrementada (Matkovics et al., 1982), disminuida (Uzel et al., 1987) y no 
alterada (Kaji et al., 1985) en eritrocitos de pacientes diabéticos, disminuida en 
células endoteliales aórticas de conejo diabético (Tagami et al., 1992) y en 
cristalino cataratoso de enfermos diabéticos (Puertas et al., 1993), incrementada 
en hígado, riñón y corazón de ratas diabéticas (Asayama et al., 1989), etc. Sin 
embargo, se carecía de datos sobre su posible afectación en tejido nervioso 
periférico.

Una de las posibles explicaciones para la disminución de la actividad 
glutatión peroxidasa parte de la demostración de que las ratas sometidas a 
pérdidas importantes de peso, en ayunos más o menos prolongados (72 horas), 
presentan alteraciones en los sistemas de defensa antioxidante en diversos 
tejidos (incremento de la actividad catalasa en corazón y páncreas, disminución 
de la misma en hígado, incremento de la actividad glutatión peroxidasa en riñón, 
disminución de los niveles de glutatión en hígado) (Wohaieb y Godin, 1987a). 
Esta podría ser una explicación para la disminución de la actividad glutatión
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peroxidasa observada en los experimentos presentados. Sin embargo, a los siete 
días de evolución de la diabetes la diferencia de peso entre los ratones del grupo 
control y el diabético no es significativa y sí lo es la de actividad glutatión 
peroxidasa. A los 21 días, ambas diferencias son significativas, pero la actividad 
glutatión peroxidasa es la misma que a los siete días de inducir la diabetes. Se 
puede descartar, por tanto, que las diferencias observadas sean debidas a la 
disminución de peso de los ratones diabéticos.

Otra de las posibles explicaciones, como se adelantó en el apartado 4.4.3. 
de la Introducción, especialmente por el hecho de que la disminución observada 
guarda una buena correlación negativa con los valores de glucemia (figura 2 2 ), 
es que la enzima glutatión peroxidasa sufra una glicosilación no enzimática, a 
pesar de que en un artículo reciente (Tagami et al.y 1992) se descarta que la 
disminución de actividad glutatión peroxidasa observada en células endoteliales 
aórticas de conejos diabéticos sea debida a la glicosilación no enzimática, ya 
que ha sido descrita en algunos casos en animales con glucemias bien 
controladas.

Sin embargo, se ha demostrado que la glicosilación no enzimática de una 
enzima antioxidante como la superóxido dismutasa modifica in vitro sus 
propiedades sin afectar a su actividad (Adachi et al,, 1991). Esta glicosilación 
sin modificación de la actividad no descarta, como ha sido propuesto por estos 
mismos autores (Adachi et al., 1992), que el enzima glicosilado sea más 
susceptible a la degradación, y por tanto, puede ser causa de una menor defensa 
frente a radicales libres, como se comenta más adelante, y consecuentemente de 
posteriores complicaciones. También se ha demostrado in vitro la glicosilación 
no enzimática de otra enzima antioxidante, la glutatión reductasa, acompañada 
de la pérdida de su actividad enzimática (Blakytny y Harding, 1992), de forma 
similar a como ocurre en los resultados presentados en el este trabajo.

Además se ha evidenciado indirectamente la presencia de glicosilación 
autooxidativa en nervio periférico de ratas diabéticas, demostrando que la 
administración de aminoguanidina normaliza la velocidad de conducción
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nerviosa y el flujo sanguíneo nervioso (Kihara et al. ,1991).

Estos datos apoyan la hipótesis propuesta en el presente trabajo, según la 
cual la disminución que se ha observado en la actividad glutatión peroxidasa del 
nervio ciático de ratones diabéticos puede ser debida a glicosilación 
autooxidativa.

La alteración de la defensa antioxidante, que puede aparecer como 
consecuencia de la disminución de la actividad glutatión peroxidasa, podría 
favorecer la aparición de especies activadas de oxígeno. Como se adelantaba, la 
actividad de la enzima glutatión peroxidasa es especialmente sensible a la 
inactivación por radicales libres (Searle y Wilson, 1980) y por peróxidos 
(Pigeolet et al., 1990). La presencia de radicales libres provocaría alteraciones 
de la estructura de las aminoácidos y conduciría probablemente a 
modificaciones de la estructura primaria de la proteína que pueden conducir a la 
desnaturalización, fragmentación e inactivación. Además, es conocido que tras 
estas modificaciones la molécula de glutatión peroxidasa es más susceptible de 
ser degradada por proteasas (Pigeolet y Remacle, 1991).

Por tanto, si el nivel de destrucción de la glutatión peroxidasa es 
suficientemente importante, la defensa antioxidante de la célula quedaría 
sensiblemente disminuida frente a los agentes oxidantes, tanto por efecto de la 
glicosilación autooxidativa como por la acción de los radicales libres de oxígeno 
sobre la propia enzima, facilitando la destrucción de otras moléculas y 
estructuras celulares.

Se ha demostrado que una de las consecuencias de la presencia de estrés 
oxidativo, la peroxidación de lípidos de membrana, puede producir la inhibición
de la actividad de varias enzimas de membrana, entre ellas la Na+/K+ ATPasa 
(Kovachich y Mishra, 1981; Anderson y Means, 1985). También puede 
desencadenar la activación de la PKC, ya que se ha demostrado que los 
peróxidos de lípidos producen una activación de la PKC a concentraciones 
mucho menores que las de sus respectivos lípidos originales (O'Brian et al.,
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1988). De este modo, la activación de la PKC y la disminución de la actividad 
Na+/K+ ATPasa en nervio ciático de animales diabéticos, anteriormente 
discutidas, podrían ser una respuesta celular precoz a la presencia de estrés 
oxidativo celular.

Por otro lado, se ha demostrado que la activación de la PKC (presente, 
como hemos visto, en el tejido nervioso de animales diabéticos), conduce en 
diferentes modelos experimentales in vitro, a la generación intracelular de 
radicales libres de oxígeno (Perchellet y Perchellet, 1989), a la disminución de 
la actividad glutatión peroxidasa (Perchellet et al., 1985) y a la disminución de 
la concentración intracelular de glutatión (Schafer et al., 1990), y que la 
inhibición de la PKC incrementa el contenido intracelular de glutatión (Romero 
etal., 1992).

Los últimos datos aportados permiten comprobar que las dos hipótesis 
principales para explicar la fisiopatología de la neuropatía diabética estudiadas 
en el presente trabajo (activación de la PKC y estrés oxidativo) se 
interrelacionan, ya que la disminución de la actividad glutatión peroxidasa 
puede ser causa y consecuencia de la activación de la PKC, y ésta, a su vez, de 
la presencia de estrés oxidativo causado, entre otros, por la disminución de la 
actividad glutatión peroxidasa.

Finalmente, tres estudios recientes relacionan la presencia de estrés 
oxidativo con la disminución de la VCN provocada por la diabetes. En el 
primero de ellos, la administración de glutatión a ratas diabéticas previene 
parcialmente la disminución de la velocidad de conducción nerviosa motora 
(Bravenboer et al., 1992). En los dos últimos, la administración de 
aminoguanidina, que previene la formación de productos de la glicosilación no 
enzimática, a ratas con diabetes inducida por estreptozotocina previene de forma 
parcial la disminución de la VCN (Yagihashi et al., 1992; Cameron et al., 
1992).
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Ia El modelo experimental utilizado en el presente trabajo, la inducción 
de diabetes en ratones por la administración subcutánea de 200 mg/Kg de 
aloxana, se ha mostrado adecuado para la reproducción y estudio de las 
alteraciones que la diabetes induce en la función nerviosa periférica.

2a La disminución inducida por la diabetes de la actividad Na+/K+ 
ATPasa en el nervio ciático del ratón, considerada un parámetro bioquímico de 
neuropatía diabética, es significativa desde el tercer día de evolución, 
manteniéndose en los mismos valores durante más de dos semanas.

3a En nuestro modelo experimental, se ha descrito que la disminución de 
la actividad Na+/K+ ATPasa en nervio ciático inducida por la diabetes, puede 
ser prevenida y revertida in vivo por la administración de inhibidores de la 
proteína kinasa C.

4a La administración de H7 y calfostin C, inhibidores de la proteína 
kinasa C con diferente mecanismo de acción, ejerce un efecto beneficioso in 
vivo en la lesión nerviosa inducida por la diabetes, normalizando la actividad 
Na+/K+ ATPasa en nervio ciático de ratón diabético. Este efecto beneficioso es 
de mayor duración y se obtiene con dosis menores de calfostin C que de H7, 
tanto en su administración de forma aguda como continua.

5a La administración aguda de H7 y calfostin C provoca una disminución 
de la actividad proteína kinasa C en nervio ciático de ratón. Por lo tanto, los 
efectos referidos en las conclusiones anteriores pueden ser atribuibles a la 
inhibición de la proteína kinasa C.

6a Los ratones diabéticos presentan una disminución de la velocidad de 
conducción nerviosa motora máxima a las dos semanas de evolución, cuando se 
determina a temperaturas distintas de la fisiológica. Ésta es la demostración 
experimental más precoz, descrita hasta el momento, de esta alteración.
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7a Ninguno de los inhibidores ensayados ha demostrado un efecto 
beneficioso sobre la disminución de la velocidad de conducción nerviosa 
inducida por la diabetes, mostrando que la relación entre la actividad Na+/K+ 
ATPasa y la velocidad de conducción nerviosa es indirecta.

8a Nuestros resultados demuestran una disminución de la actividad 
glutatión peroxidasa en nervio ciático de ratones diabéticos, estable desde la 
primera semana de evolución.

9a La elevada correlación de la disminución de la actividad glutatión 
peroxidasa con la glucemia nos permite proponer la glicosilación no enzimática 
como el posible mecanismo molecular de esta modificación.
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CONSIDERACIONES FINALES

El presente trabajo de investigación ha contribuido a un mejor 
conocimiento de la fisiopatología de la neuropatía diabética mediante 
aportaciones originales a las diferentes teorías propuestas para su explicación. 
Nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de la activación de la 
proteína kinasa C en el establecimiento de algunas lesiones inducidas por la 
diabetes en el nervio periférico. Por otra parte, los resultados presentados 
confirman y apoyan la hipótesis de la implicación del estrés oxidativo en la 
génesis de la neuropatía diabética y demuestran la independencia de las 
alteraciones observadas en la velocidad de conducción nerviosa respecto de las 
descritas en la actividad Na+/K+ ATPasa.

El estudio de la participación relativa de cada uno de estos mecanismos 
en la fisiopatología de la neuropatía diabética, así como de su influencia en otras 
alteraciones presentes en la misma, delimita un campo de investigación del que 
deben surgir las respuestas definitivas a las cuestiones planteadas.
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