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Glutatién disulfuro.

Peréxido de hidrégeno.
1-(5-isoquinolinilsulfonil)-2-metilpiperazina.
N-(2-guanidinoetil)-5-isoquinolinil sulfonamida.
Dinucledtido de adenina y nicotinamida.
Dinucleétido de adenina y nicotinamida reducido.
Fosfato de dinucleétido de adenina y nicotinamida.
Fosfato de dinucleétido de adenina y nicotinamida reducido.
Adenosintrifosfatasa activada por Na* y K*.
Fosfato inorgénico.

Proteina kinasa C.

Fenilmetilsulfonilfluoruro.

tert-Butil hidroperéxido.
2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol.
t-Octilfenoxipolietoxietanol.

Velocidad de conduccién nerviosa.

Velocidad de conduccién nerviosa motora médxima.
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1. Diabetes:Aspectos generales.

La diabetes es la enfermedad endocrina més frecuente. La verdadera
prevalencia es dificil de establecer, pero se calcula que se sitiia entre el 1 y el
2% de la poblacién total (Foster, 1991). La incidencia anual se cifra sobre los
270 casos por cada 100.000 habitantes (Sanmarti et al., 1991).

La caracteristica fundamental de esta enfermedad reside en una alteracién
del metabolismo en su conjunto, no sélo del metabolismo de los gliicidos:
también existe una importante alteracién del metabolismo de lipidos y de las
proteinas. Estas alteraciones metabdlicas son fruto de una insuficiente actividad
de insulina, secretada por las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas, que puede ser debida a multitud de factores etiolégicos, entre los que
se ha sefialado la presencia de factores genéticos, inmunolégicos,
medioambientales, etc. (Skyler, 1989).

El diagnéstico de la enfermedad suele establecerse por un aumento de la
glucemia (concentracién de glucosa en sangre). La glucemia normal después de
un ayuno de 10-12 horas, por la maiiana, debe situarse entre 80 y 120 mg de
glucosa' por 100 ml de sangre (4.4-6.7 mM). Se considera a un individuo
diabético cuando sobrepasa los 140 mg de glucosa por 100 ml de sangre (7.8
mM), en estas condiciones.

Existen dos formas fundamentales de diabetes:

a) Diabetes mellitus insulin-dependiente (DMID) o tipo I, caracterizada
por aparecer en personas jévenes y que caracteristicamente van a necesitar
insulina para el control de su enfermedad. Representan aproximadamente el
25% de los pacientes con diabetes.

b) Diabetes mellitus no insulin-dependiente (DMNID) o tipo II, que
aparece en personas mayores de 40 afios 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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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 insulin-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) (Sanmarti ez al., 1991).

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

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

b) retinopatia 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) nefropatia diabética, una de las causas mas 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) neuropatia 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 afectacién del sistema nervioso auténomo.

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 inyeccién 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
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diabetes, el ejercicio fisico constituye un pilar bdsico del tratamiento. La
presencia de complicaciones requerird la actuacién tanto sobre la propia
diabetes como sobre la multitud de sistemas afectados (Foster, 1991).

2. Neuropatia diabética.

2.1. Epidemiologia.

La neuropatia diabética es la neuropatia periférica més frecuente en el
mundo occidental. Los estudios sobre la incidencia o la prevalencia de la

neuropatia diabética son escasos, y sus resultados difieren mucho de unos a
otros, debido fundamentalmente a la utilizacién de criterios diagnésticos
distintos y al estudio de poblaciones diferentes entre si. Se ha estimado que el
8% de los individuos diabéticos presentan neuropatia clinica en el momento del
diagnoéstico y mas de un 50% después de 20 afios de evolucion (Pirart, 1978). La
utilizacién de técnicas de diagnéstico electrofisiol6gico y morfolégico elevan la
frecuencia de aparicién al 80% de los pacientes diabéticos.

2.2. Clasificacion clinica.

La neuropatia diabética puede afectar a cualquier parte del sistema
nervioso, con la excepcion del cerebro. La clasificacién mas aceptada es aquella
que separa las neuropatias diabéticas en dos grandes grupos: neuropatias focales
y difusas. Las neuropatias difusas, entre las que destacan las polineuropatias
sensoriales y motoras y las polineuropatias autonémicas, son frecuentes,
generalmente crénicas y casi siempre progresivas. Las neuropatias focales,
fundamentalmente mononeuropatias, son raras, agudas y normalmente
autolimitadas (Greene et al., 1990b).

La afectacién sensorial y/o motora en diferentes localizaciones del
organismo, asi como la posibilidad de que los sintomas sean tan distintos como
la aparicién de dolor lacerante o la anestesia completa de una extremidad, hacen
que el cuadro clinico pueda ser muy diverso y poco especifico, pudiendo a su
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vez dar lugar a complicaciones secundarias derivadas de la alteracién
sensoriomotora, tales como el pie diabético y la artropatfa de Charcot.

Ademas, la afectacién del sistema nervioso auténomo, cuya incidencia
oscila entre un 20% y un 40% en los pacientes diabéticos, hace que estos
pacientes presenten alteraciones gastrointestinales (dismotilidad esofégica,
aclorhidria, diarrea, incontinencia anal, etc.), alteraciones genitourinarias
(disfuncioén vesical, eyaculacién retrégrada, impotencia, etc.), alteraciones
cardiovasculares (taquicardias en reposo, anormal respuesta al ejercicio fisico,
hipotensién postural, etc.) y otras alteraciones (cambios pupilares, alteraciones
de la sudoracién, alteraciones de la motilidad respiratoria, alteraciones
neuroendocrinas, etc.) (Espi, 1989). Todas estas alteraciones derivadas de la
afectacién del sistema nervioso auténomo van a complicar el cuadro clinico y el
prondstico de los enfermos, asi como su calidad de vida.

2.3. Diagnéstico.

El diagnéstico de la neuropatia diabética es fundamentalmente clinico, y
tiene valor no sélo diagnéstico sino también pronéstico. La neuropatia diabética
debe ser sospechada en un paciente con diabetes tipo I con méas de 5 afios de
evolucién y en cualquier paciente con diabetes tipo II. La exploracién clinica
deber4 incluir tanto el estudio de la motilidad como el de la funcién sensorial, y
por supuesto un examen detallado de todos los 6rganos y sistemas, buscando la
posible alteracién del sistema nervioso auténomo. Los estudios
electrofisiolégicos y de sensibilidad térmica y vibratoria, asi como los estudios
de laboratorio, contribuirdn a establecer el diagndstico y grado en el que se
encuentra la enfermedad (Espi, 1989).

2.4. Tratamiento.
El tratamiento de la neuropatia diabética es insatisfactorio en muchos

aspectos, y es fundamentalmente sintomdtico, paliativo, de mantenimiento y
preventivo (Greene e al., 1990b), tanto de las manifestaciones sensoriomotoras
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(analgésicos, tratamientos ortopédicos, cirugia, etc.) como de las vegetativas (en
las que el tratamiento es muy diverso y especifico para cada tipo de situacién).
Todavia en fase experimental, y como veremos con mas detalle en el siguiente
apartado, se encuentra el primer tratamiento etiolégico de la neuropatia
diabética, basado en la administracién de inhibidores de la aldosa reductasa,
aunque los primeros ensayos no parecen mejorar de forma significativa ni las
anomalias electrofisioldgicas ni los sintomas (Espi, 1989).

Sin embargo, la cuestién fundamental en el tratamiento de la neuropatia
diabética, y de las complicaciones crénicas de la diabetes en general, es saber si
un buen control de la hiperglucemia y de las alteraciones metabdlicas que lleva
asociadas es suficiente para evitarlas o mejorarlas. A pesar de que la creencia
mAas extendida es que el tratamiento convencional de la diabetes no previene las
complicaciones crénicas, hay una serie de evidencias que sugieren que el
desarrollo y la severidad de las mismas estan 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 més temprana y de forma més severa que
los pacientes bien controlados.

b) En los pacientes recién diagnosticados, la reduccion de los valores de
glucemia tras el tratamiento con insulina se acompaiia de la mejoria de algunos
parametros alterados por la diabetes (aumenta la velocidad de conduccién
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 conduccién nerviosa motora.

d) En ensayos clinicos controlados, el control de la glucemia durante mas
de cuatro meses logra mejorar la velocidad de conduccién nerviosa y la
sensibilidad frente a estimulos vibratorios.

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

3. Modelos animales de neuropatia diabética.

~ El estudio de la diabetes, y por consiguiente de la neuropatia diabética,
requiere un modelo animal adecuado, ya que el estudio en humanos est4
limitado, adem&s de por las obvias consideraciones éticas, porque es una
enfermedad crénica y por tanto los estudios se prolongarian durante afios, a lo
largo de los cuales cada persona sufre una serie de acontecimientos dificilmente
controlables y que condicionan en gran medida la comparacién 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
extrapolacién al hombre de los resultados obtenidos con animales no siempre es
acertada y requiere una cuidadosa interpretacion.

La existencia de diabetes espontdnea en animales fue puesta de manifiesto
a mediados del siglo pasado y, desde entonces, se ha descrito en numerosas
especies: gatos, perros, delfines, hipop6tamos, antilopes y muchos animales de
granja. Sin embargo, s6lo estd 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 segiin éstos sean espontidneamente diabéticos o con diabetes
inducida experimentalmente. Entre los animales que son espontineamente
diabéticos destacan los roedores, especialmente ratas y ratones. La rata BB,
mutacién espontdnea de la rata Wistar, es el modelo animal de diabetes mas
parecido a la diabetes humana, con unas caracteristicas metabdlicas y
apatomopatolégicas muy similares. El ratén db/db presenta también
caracteristicas muy similares a las de la diabetes en humanos, aunque estos
ratones presentan una obesidad muy manifiesta y ademds la hiperglucemia no es
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reversible, reflejando posiblemente una alteracién concomitante del glucagén
(Mordes y Rossini, 1981). Ambos son los modelos animales de diabetes
espontinea mds utilizados en la actualidad.

Entre los modelos de diabetes inducida experimentalmente destacan la
administracién de hormonas con efectos contrarios a los de la insulina
(adrenalina, glucagén, glucocorticoides, hormona del crecimiento), la diabetes
inducida por virus (coxackie B, virus de la rubeola, reovirus y otros RNA virus)
y la diabetes inducida por téxicos, fundamentalmente estreptozotocina y aloxana
(Mordes y Rossini, 1981). Estos dos tltimos, los mas utilizados sin duda, se
describen con mayor detalle.

3.1. Estreptozotocina.

Estreptozotocina es el nombre comiin de 2-deoxy-2-(3-metil-3-
nitrosourea)-D-glucopiranosa. Es una sustancia téxica relativamente selectiva
para las células B de los islotes de Langerhans del pancreas, encargadas de la
produccién de insulina. Se ha utilizado adem4s como antibiético y como
citostatico antineoplésico, ya que tiene una estructura muy semejante a la de las
mostazas nitrogenadas. Se han propuesto dos teorias complementarias para
explicar su mecanismo de accién. Por un lado, derivados de su molécula (radical
metilo) son capaces de interferir con el DNA. Ademds, produce deplecién de
NAD* y NADP*, necesarios para que la enzima poli(ADP-ribosa) sintetasa
repare el DNA dafiado (LeDoux et al., 1988). Por otro lado, se sabe que produce

una disminuci6n de los niveles intracelulares de glutatién, acompaiiada de un
incremento en la produccién de H,O, y otros radicales libres (Oberley, 1988).

3.2. Aloxana.

La aloxana (2,4,5,6-tetraoxihexahidropirimidina) es una molécula
inestable y muy reactiva, que rdpidamente se transforma en 4cido dialdrico,
forma téxica del compuesto. Como la estreptozotocina, es bastante selectiva de
las células B de los islotes de Langerhans del pancreas y produce poca o nula
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toxicidad en otros tejidos. La transformacién de aloxana en 4cido dialirico
consume oxigeno y produce H,O,, probablemente debido a la estructura
quinénica del compuesto. La autooxidacién del 4cido dialidrico produce H,0,,

0,, Oy y *OH. La produccién de radicales libres de oxigeno tras la
administracién de aloxana ha sido puesta de manifiesto tanto in vivo como in
vitro. Parece que la elevada selectividad por las células B, sin haber sido
totalmente demostrado, se debe a que son capaces de captar grandes cantidades
de aloxana, formar rapidamente radicales libres de oxigeno y a que tienen una
pobre defensa antioxidante (Oberley, 1988).

En la actualidad, para el estudio de la neuropatfa diabética los modelos
mas utilizados son las lineas de animales espont4dneamente diabéticos (rata BB y
ratdn db/db, especialmente) y la induccién de diabetes con aloxana o con
estreptozotocina en ratones, ratas y conejos.

Para la realizacién de los experimentos detallados en este trabajo se
decidi6 utilizar ratones debido a que su menor tamafio facilitaba su manejo y el
poder disponer de mayor niimero de muestras sin problemas de estabulacién y
suponia un ahorro econémico debido a la carestia 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 aparicién de la alteracién metabdlica generalmente
admitida como indice de neuropatia diabética, la disminucién de la actividad
Nat*, K+ ATPasa del nervio cidtico, no ocurre en estos ratones (Bianchi ef al.,
1987). Posteriormente, estos mismos autores han descrito una disminucién de
esta actividad enzimética a los 280 dias del nacimiento, pero la atribuyen a la
elevada edad de los ratones, ya que también la observan en el grupo control
(Bianchi et al., 1990).

Por todo lo anterior, se decidié utilizar ratones en los cuales la diabetes
fuera inducida por la administracién de estreptozotocina o aloxana.
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4. Fisiopatologia de la neuropatfa diabética.

Aunque son numerosos los estudios que se han realizado sobre el tema, la
patogénesis de la neuropatia diabética contimia siendo desconocida. El conjunto
de alteraciones que se producen desde la disminucién de los niveles de insulina
y/o la aparicién de hiperglucemia, hasta la disminucién de la velocidad de
conduccién nerviosa y de la amplitud del potencial de accién o las alteraciones
anatomopatolégicas observadas (degeneracién axonal, desmielinizacién
segmentaria, remielinizacién, anomalfas microvasculares), han comenzado a ser
descubiertas en los tltimos 15 6 20 afios.

Los estudios realizados sobre este tema se agrupan en dos grandes teorias,
complementarias entre si, que tratan de explicar la aparicién 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 metabélicas derivadas del exceso de glucosa
circulante en sangre (Greene et al., 1990a). Estas dos teorias tratan de explicar
tanto las lesiones nerviosas como las otras dos grandes lesiones crénicas de la
diabetes, la nefropatia y las lesiones oculares (Winegrad, 1987). Realizaremos
una mayor y més detallada exposicién de la segunda, dado que es la hipdtesis
sobre la que se ha realizado este trabajo.

4.1. Alteraciones microvasculares.

El sistema vascular de los nervios periféricos incluye un sistema
intrinseco, formado por capilares dispuestos longitudinalmente entre los
fasciculos de axones rodeados de endoneuro, y un sistema extrinseco, 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 metabélicos,

se hallan bien defendidos ante posibles lesiones isquémicas (Greene et al.,
1992).

10
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Fagerberg, en 1959, fue el primero en proponer una teoria para explicar la
patogénesis de la neuropatia 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 duplicacién de la membrana basal, la
proliferacién de las células endoteliales, la formacién de trombos plaquetarios,
etc. (Dyck et al., 1986; Greene et al., 1987b). Sin embargo, en estudios
realizados agrupando a los pacientes segiin su edad, no se encuentran
diferencias entre las alteraciones observadas en las células endoteliales de los

grupos control y diabético, pero si en las alteraciones de la membrana basal
(Sima et al., 1991).

También se ha descrito la presencia de alteraciones reolégicas 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
hipertensién que con frecuencia padecen los pacientes diabéticos (Rampling e?
al., 1989), y el descenso de la plasticidad de los eritrocitos (Oughton y Bamnes,
1981).

La demostracién de la disminucién del flujo sanguineo (Low, 1987),
incremento de la resistencia vascular y disminucién de la presién de oxigeno en
los nervios de ratas crénicamente diabéticas (Tuck et al., 1984), junto con los
hallazgos anatomopatolégicos y reolégicos referidos, ha llevado a la
formulacién de una teoria segin la cual la hipoxia generalizada del nervio seria
uno de los mecanismos patogénicos de la neuropatia diabética (Low et al.,
1989).

La hipoxia provocada por los mecanismos citados puede desencadenar la
produccién de radical superéxido a través de la reaccion xantina-xantina oxidasa
(McCord, 1985). La formacién de este radical superéxido puede generar otros
radicales libres de oxigeno. Como veremos en el apartado 4.4. de esta
Introduccién, el incremento de estos factores prooxidantes, unido o no a la

11
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disminucién de factores antioxidantes, puede desencadenar estrés oxidativo en
el nervio ciético de pacientes o animales diabéticos y ser un factor importante en
la patogénesis de la neuropatia diabética.

La formacién de radical superéxido, por otra parte, puede provocar la
aparicién de productos de la peroxidacién de lipidos, capaces de estimular la
actividad ciclooxigenasa y reducir la actividad prostaciclina sintetasa (Moncada,
1980). Como consecuencia de ambas acciones, al incrementarse la relacién
tromboxano/prostaciclina, se produciria la consiguiente vasoconstriccién y
agregacion plaquetaria (Moncada y Vane, 1979), que agravarian la hipoxia del
tejido nervioso diabético.

4.2. Alteraciones metabélicas.

Son numerosas las alteraciones metab6licas propuestas para explicar la
aparicién de diferentes alteraciones bioquimicas 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 energia 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 sélo un tipo de transportador de glucosa,
el GLUTI1, se halla presente en nervio periférico de rata y, en estudios
realizados in vitro, que esta 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. Acumulacién de sorbitol.

La via del poliol o del sorbitol es una via alternativa en el metabolismo de
la glucosa, fisiol6gica en los mamiferos, que consiste en dos reacciones

12
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enzimaticas que reducen la glucosa a sorbitol por la aldosa reductasa y éste es
oxidado posteriormente por la sorbitol deshidrogenasa a fructosa.

Aédosa Sorbitol
hid;
GLUCOSA ——<-> SORBITOL de’/"“{“‘“ > FRUCTOSA
NADPH NADP* NAD* NADH

La primera reaccién es altamente dependiente de la concentracién de
substrato, por lo que la actividad de la aldosa reductasa esti 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 sintesis estd incrementada (Gabbay, 1973).

La existencia de esta via metabélica en el nervio periférico y la
acumulacién en el mismo de sorbitol fue puesta de manifiesto por primera vez
en 1966 por Gabbay e al. La acumulacién de sorbitol en nervio cidtico ha sido
demostrada tanto en animales de experimentacién (Finegold et al., 1983) como
en humanos, con buena correlacién entre los niveles de sorbitol en nervio y los
distintos indices de patologia (Dyck et al., 1988).

La acumulacién de sorbitol incrementa la presién osmética en el interior
celular y consiguientemente se produce la edematizacién del tejido. Este
fenémeno, estudiado inicialmente en el cristalino de ratas con diabetes inducida
por estreptozotocina, provocaba la aparicién de cataratas (Gabbay, 1973), y se
pensé que en el nervio cidtico podria ocurrir un fenémeno similar, de modo que
la edematizacién hiperosmolar del nervio fuera la responsable de las
alteraciones morfolégicas y funcionales observadas en la neuropatfa diabética.
La extrapolacién de los datos de cristalino a nervio estd cuestionada en la
actualidad (Greene et al., 1985b), entre otras razones debido a que, mientras que
en cristalino el sorbitol estd presente en concentraciones milimolares, la
concentracién que alcanza en nervio es de orden micromolar, lo cual provoca un

13
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incremento poco significativo de la osmolaridad (Greene, 1983).

Descartada la hip6tesis hiperosmolar del sorbitol, son dos las hipétesis
fundamentales, interrelacionadas entre si, que tratan de explicar la relacién
existente entre el aciimulo de sorbitol en el nervio periférico y la aparicién de
las lesiones propias de la neuropatia diabética:

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

2) Modificacién del estado redox celular como consecuencia de la
disminucién de NADPH, y posible aparicién de dafio por estrés oxidativo.

Cada una de estas consecuencias del acimulo de sorbitol ser4 expuesta de

forma detallada en los correspondientes apartados de esta Introduccién, y se
encuentran resumidas en la figura 1.

Cabe resaltar, por ultimo, que gran parte de las investigaciones llevadas a
cabo para estudiar la acumulacién de sorbitol y sus consecuencias, tanto en
nervio periférico como en otros 6rganos, se han realizado utilizando inhibidores
de la aldosa reductasa. Los resultados obtenidos con la administracién de estos
inhibidores son contradictorios. Dichos inhibidores han demostrado prevenir, en
su administracién de forma aguda, el aciimulo de sorbitol, la disminucién 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
conduccién nerviosa (Stribling et al., 1985). Asi mismo, la administracién a
largo plazo (28 semanas) de los inhibidores de la aldosa reductasa a ratas
diabéticas producen efectos similares (Yagihashi et al.,, 1990). La
administracién 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 Glicosilacion

I

1 Mioinositol t NADH/NAD+ t Radicales libres

I Fosfoinositoles

1 Inositol trifosfato y t Diacilglicerol Estrés oxidativo
Diacilglicerol
Inhibicion Activacion

Proteina kinasa C

[ Na+/K+ATPasa

1 Gradiente de Na+

[ Velocidad de conduccién

Figura 1: Esquema de las alteraciones metabolicas propuestas en la
fisiopatologia de la neuropatia diabética. Elaborado a partir de los esquemas
propuestos por Greene ef al. (1988) y Larkins y Dunlop (1992). Se sefialan en
negrita las alteraciones objeto de controversia, estudiadas en el presente

trabajo.
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4.2.2. Disminucion de mioinositol.

El mioinositol es un constituyente normal de la dieta. Puede encontrarse
en plasma y tejidos y formando parte de una clase de fosfolipidos, los
fosfatidilinositoles. Se absorbe por los enterocitos por un sistema de transporte
de alta afinidad dependiente de Na*. Las concentraciones plasméticas de
mioinositol son bajas (de orden micromolar), siendo el rifi6n el principal 6érgano
encargado de su regulacxén ya que por una parte es capaz de reabsorber el
mioinositol filtrado gracias a un sistema de transporte tubular de alta afinidad
dependiente de Nat, y por otra es el winico érgano 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 contribucién al mantenimiento de los
elevados niveles tisulares es poco importante, procediendo fundamentalmente
de la sintesis del mismo en cada tejido (Winegrad, 1987).

La disminucién de la concentracién 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
experimentacién (Greene et al., 1982; 1987a). También ha sido relacionada con

otras complicaciones crénicas de la diabetes, como la retinopatia diabética
(MacGregor et al., 1986) o la nefropatia diabética (Goldfarb ez al., 1991).

El mecanismo por el cual la diabetes ocasiona una disminucién de la
concentracién 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, seria la
responsable de esta alteracién. Por otro lado, los estudios realizados con
inhibidores de la aldosa reductasa demuestran que la activacién de la via del
sorbitol es responsable, al menos en parte, de la disminucién del mioinositol en
nervio (Greene et al., 1985a). Finalmente, la disminucién de la actividad
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Nat/K+ ATPasa en nervio condiciona un incremento de la concentracién
intracelular de Na* que disminuirfa la entrada de mioinositol en las células, al
comprometer su transporte activo (Greene et al., 1988).

La disminucién del contenido de mioinositol en nervio periférico se
produce de forma paralela con la disminucién de la velocidad de conduccién
norviosa. Esta 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 ef al., 1982; Tomlinson y
Mayer, 1985). De un modo similar, se ha demostrado que la administracién de
mioinositol con la dieta previene la disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa
en nervio ciitico (Greene y Lattimer, 1983; Kim ef 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 disminucién del contenido de mioinositol en nervio
periférico no se produce (Whitely y Tomlinson, 1985), o al menos no de forma
importante (Gillon y Hawthorne, 1983) en el ratén, probablemente debido a
caracteristicas particulares de las enzimas de la via metabdlica del sorbitol
(Greene et al., 1988). De manera similar, los estudios realizados en pacientes
diabéticos indican, salvo excepciones (Mayhew et al., 1983), que la
concentracién de mioinositol en nervio no estd disminuida (Dyck e al., 1980;
1988). Los estudios realizados en humanos, junto con algunos més recientes
realizados en animales de experimentacién, apoyan la hipétesis de que la
disminucién del mioinositol en nervio es una alteracién que aparece de forma
aguda pero no se mantiene en la diabetes crénica (Greene et al., 1990b). Estos
datos, junto con el hecho de que pueda ser una consecuencia de la disminucién
de la actividad Na*/K* ATPasa, plantean dudas en la actualidad sobre la
verdadera importancia de la disminucién de la concentracién de mioinositol en
nervio en la fisiopatologia de la neuropatia diabética.

La funcién m4s 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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fosfolipidos que participan de manera crucial en la transduccién de sefiales
mediadas por receptores, los fosfatidilinositoles. Las consecuencias de la

disminucién del mioinositol en nervio diabético parecen mediadas por este
mecanismo.

4.2.3. Alteraciones de] metabolismo de los fosfatidilinositoles.

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

Como se describirdA mds adelante, numerosos neurotransmisores y
hormonas ejercen su accién en las células uniéndose a receptores de membrana.
Estos, a su vez, son capaces de activar la sintesis de proteinas encargadas de
transmitir sefiales intramembrana, las proteinas 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 proteinas G es la activacién de
fosfolipasas, entre ellas la fosfolipasa C, que cataliza la degradacién del
fosfatidilinositol, del fosfatidilinositol 4-fosfato y del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato. La hidrolisis de estos compuestos libera diacilglicerol y el mioinositol
fosforilado correspondiente, el mas 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 Ca2t son los activadores fisiolégicos
de la proteina kinasa C (PKC).

Bas4ndose en este conjunto de relaciones, se ha propuesto la hiptesis de
que la disminucién del mioinositol en nervio diabético originaria una
disminucién en la sintesis de activadores fisiol6gicos de la PKC, con lo cual ésta
permaneceria inhibida y su inhibicién seria la responsable de la disminucién de
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la actividad Na*/K* ATPasa (Greene et al., 1990a). Como se estudiara en el
apartado correspondiente de esta Introduccién y en la Discusién, esta hipétesis
comienza a ser discutida.

4.2.4. Disminucién de la actividad Nat/K*_ATPasa.

La Na*/K+ ATPasa es una enzima unida a membrana que utiliza la
‘energfia que libera la hidrélisis del ATP para la translocacién de Nat y K+ a

través de la membrana plasmatica. Es la enzima més importante dentro del
conjunto de ATPasas que participan en el movimiento de iones transmembrana.
Se trata de una ATPasa que es selectivamente inhibida por ouabaina, y es por
este procedimiento por el que puede ser diferenciada de otras ATPasas

resistentes a ouabaina (Mg2+ y Ca?+ ATPasas, fundamentalmente) (Penefsky y
Bruist, 1984).

La enzima consiste en un heterodimero de una unidad a y otra §. Se han
descrito tres tipos de subunidades & (., @y y a3) y dos de subunidades f (8,y
B5). Sus combinaciones dan lugar a las diferentes Na*/K+ ATPasas presentes en

los tejidos humanos y en la mayoria de los seres vivos. La subunidad a es la
metabdlicamente activa ya que, ademds de ser la encargada de realizar el
transporte i6nico, presenta el lugar de unién para el ATP y para la ouabaina

capaz de inactivarla. La subunidad f 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 Nat/K+ ATPasa (Horisberger et al., 1991).

El mantenimiento de los gradientes transmembrana de Na* y de K+ es la
principal funcién 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+. Ademds, debido a que

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

La disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa en nervio periférico
inducida por la diabetes fue descrita por primera vez en 1976 por Das et al., en
ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. Desde entonces numerosos
trabajos han puesto de manifiesto esta disminucién, tanto en estudios realizados
in vivo en ratas genéticamente diabsticas BB-Wistar (Greene et al., 1987a) y en
ratas con diabetes inducida por aloxana (Bianchi ef al., 1988), como en estudios
realizados in vitro en membranas de nervio citico 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 disminucién en otras
estructuras implicadas en las complicaciones crénicas de la diabetes, como el
glomérulo renal de rata diabética por administracién de estreptozotocina
(Cohen, 1985b), la retina de conejo diabético por inyeccién 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 disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa inducida
por la diabetes en los nervios cidticos es de un 40% de los valores control.
Greene et al. (1990a) han propuesto que se trata del defecto principal e iniciador
de la neuropatia diabética, responsable de los primeros cambios estructurales
irreversibles. La medida de la actividad Na*/K* ATPasa es uno de los

parametros mds utilizados en la actualidad para el estudio de la neuropatia
diabética.

La disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa provoca a su vez otras
alteraciones metabdlicas, como la disminucién del consumo de energia por los
nervios afectados (Greene y Lattimer, 1984b), alteraciones en el balance de

agua y electrolitos y la disminucién de la captacién de aminodcidos (Greene et
al., 1985a), etc.
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Entre las alteraciones provocadas por la disminucién de la actividad
Nat/K+ ATPasa destacan, como se estudia a continuacién, las alteraciones de

tipo electrofisiol6gico, como son la acumulacién intraaxonal de Na* y la
disminucién de la velocidad de conduccién nerviosa.

4.2.5. Alteraciones electrofisiolégicas.

La existencia de alteraciones electrofisiol6gicas inducidas por la diabetes
en los nérvios, fundamentalmente una disminucién de la VCN, fue una de las
primeras alteraciones descritas en la neuropatia diabética (Gregersen, 1967). En
general, aunque con excepciones, se admite una disminucién 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 disminucién de la VCN que suele recuperarse cuando se
instaura el tratamiento con insulina (Allen et al., 1992). Los pacientes con
diabetes de larga evolucién presentan generalmente una disminucién mds
marcada de la VCN (Caccia et al., 1992) y acompafiada de manifestaciones
clinicas (Muller-Felber ef al., 1991).

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

Entre los numerosos tratamientos que se han utilizado para prevenir la

21



Introduccion

disminuciéon de la VCN en animales diabéticos, se encuentra el adecuado
control de la glucemia (Greene et al., 1975), 1a administracién de inhibidores de
la aldosa reductasa (Hirata y Okuda, 1990), l1a administracién de mioinositol
(Greene et al., 1982), la administracién de gangliésidos (Spiiler et al., 1988),
etc.

El descubrimiento de que la actividad Na*/K+ ATPasa estaba disminuida
en nervio periférico de ratas diabéticas por inyeccion de estreptozotocina llevé
pronto al planteamlento de que era la disminucién de ésta actividad la
responsable de la disminucién 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 plasméticas celulares. El gradiente transmembrana de

Kt es el principal responsable del potencial de reposo de la membrana, mientras
que el de Nat es necesario para la generacién de un potencial de accién. Asi,
estudios realizados en los nodos de Ranvier de las fibras mielinizadas han
demostrado concentraciones anormalmente altas de Nat en el interior de los

axones (Brismar y Sima, 1981), proponiendo esta alteracién como responsable
del bloqueo de la conduccién nerviosa en las fibras mielinizadas (Brismar et al.,
1987).

Esta teorfa, segiin la cual la disminucién de la actividad Nat/K* ATPasa
seria la responsable de la disminucién 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 espontdneamente diabéticas (Greene et al., 1984a) y en

ratones (Sima y Brismar, 1985).

Frente a esta teorfa, algunos hechos demuestran que la relacién entre la
disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa y la VCN en animales diabéticos
no es tan directa. Asi, en ratas con diabetes de cuatro semanas de evolucién
inducida por estreptozotocina se ha demostrado una disminucién de la VCN sin
disminucién de la actividad Nat/K* ATPasa (Carrington et al., 1991). También,
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y estudiando la participacién de la hipoxia en la neuropatia diabética en ratas, se
ha demostrado una disminucién de la VCN permaneciendo inalterada la

actividad Nat/K+ ATPasa (Smith et al., 1991).

Por otro lado, en ratones diabéticos db/db (Norido et al., 1984) y en
ratones con diabetes inducida con aloxana (Gorio et al., 1984), se ha
demostrado que la VCN estaba disminuida y se recuperaba con la
administracién de gangliésidos, mientras que en los mismos animales se ha

modifica con el mismo tratamiento (Bianchi et al., 1987). Ademds, en un
modelo alternativo en ratones, en el cual se potencia la via del poliol
administrando galactosa, se ha demostrado que la disminucién de la VCN

coincide con un incremento de la actividad Na+/K* ATPasa. Ambos fenémenos
se recuperan con la administracién de inhibidores de la aldosa reductasa
(Calcutt et al., 1990).

4.3. Valoracion de la proteina kinasa C en la neuropatia diabética.

4.3.1. Proteina kinasa C

La PKC es una enzima, descubierta en 1977 (Takai et al., 1977; Inoue et
al., 1977), que fue caracterizada inicialmente por ser activada de forma
reversible por la asociacién de fosfolipidos de la membrana celular, en presencia
de diacilglicerol y de Ca2t a concentraciones fisiolégicas. Estd ampliamente
distribuida en tejidos y 6rganos de mamiferos 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 proteina kinasas dependientes de
segundos mensajeros, que constituyen, junto a las proteina fosfatasas, uno de los
principales sistemas de transduccién de sefiales extracelulares en las células
eucariétas (Cohen, 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 aminodcidos, diferente expresién por tejidos, etc., y que son
denominadas: a, B, P, ¥, 0, €& n(L), 6, Ty A (Asaoka et al., 1992).
Actualmente se sistematizan en tres grupos:

- cPKC (PKC convencional o clésica), que incluye las subespecies a, By,
By v, las primeras descubiertas, y que pueden ser activadas por Ca2,
diacilglicerol y fosfolipidos. = S . o

- nPKC (PKC nueva), que incluye las subespecies d, ¢, n(L) y 0,
insensibles a Ca2*, pero que responden a diacilglicerol y fosfolipidos.

- aPKC (PKC atipica), que incluye las subespecies de mas reciente
descubrimiento, £ y A, que no responden a Ca?* ni a diacilglicerol.

Una gran variedad de hormonas, neurotransmisores y otras sustancias
bioldgicamente activas ejercen sus acciones sobre las células interactuando con
receptores situados en la superficie de las mismas, en su membrana celular.
Muchas de estas sefiales, a través del sistema de proteinas G, provocan la
activacion de la fosfolipasa C de la membrana, con la consiguiente degradacién
de una parte de los fosfolipidos 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, actiia sobre los
reservorios intracelulares de Ca2+*, provocando su liberacién (Kikkawa y
Nishizuka, 1986). Se ha establecido que una molécula de PKC inactiva,
formando un complejo con cuatro moléculas de fosfolipidos, una molécula de
diacilglicerol y al menos una molécula de Ca2* constituyen la enzima activada
(Huang, 1989). De este modo, una sefial extracelular, a través de segundos
mensajeros, es capaz de activar la PKC. Por iltimo, parece que se trata de una
enzima que s6lo es activa cuando esta unida a la membrana (Epand y Lester,
1990).
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La accién conjunta del Ca?t liberado intracelularmente y del
diacilglicerol producido activa la enzima de forma ripida, provocando la
aparicién de respuestas a corto plazo, entre las que se incluyen la activacién de
funciones celulares del sistema endocrino (liberacién de hormonas de 1a médula
y corteza suprarrenales, pancreas, hip&fisis, tiroides, paratiroides, etc.), sistema
exocrino (secrecién de amilasa pancreética, secrecion de las glandulas gastricas,
etc.), sistema nervioso (liberacién de acetilcolina en niicleo caudado y otros
neurotransmisores en diferentes éentros), contraccién y'relajacién muscular,

- liberacion de sustancias mediadoras de la respuesta inflamatoria, etc.
(Nishizuka, 1989).

Por otro lado, también se ha implicado la participacién de la PKC en
fenémenos de regulacién celular a largo plazo. En este caso se activa la
fosfolipasa D, que hidroliza una molécula de fosfatidilcolina y la convierte en
diacilglicerol, actividndose la PKC de manera sostenida (Asaoka et al., 1992).
En estos fenémenos la PKC ejerce con frecuencia un papel de retroalimentacién

negativa, fosforilando los receptores de las hormonas y de los factores de
crecimiento en cuya liberacién se halla implicada (Nishizuka, 1988).

Ademis de las fosfolipasas C y D, la fosfolipasa A, también es capaz de
activar la PKC. Esta activaciéon, menos estudiada, la realiza hidrolizando
fosfolipidos para liberar 4cidos grasos libres y lisofosfolipidos (Asaoka et al.,
1992). Los primeros, en presencia de diacilglicerol, incrementan notablemente
la afinidad de la PKC por el Ca2+, dando lugar a una activacién a corto plazo.

Por otro lado, los lisofosfolipidos incrementan la afinidad de la PKC por el
diacilglicerol, activdandola de manera sostenida.

A partir de numerosos experimentos se ha propuesto para la PKC un
papel en la modulacién de las funciones de la propia membrana en la que se
encuentra, a través de la fosforilacién de proteinas de membrana como canales,

bombas y proteinas de intercambio i6nico (Nishizuka, 1986).

Por iltimo, se ha descrito que numerosos ésteres de forbol, y
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especialmente el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, son capaces de-inducir la
aparicién de tumores actuando sobre la membrana celular de diferentes tipos
celulares. En 1982 se estableci6, 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 activacién de la misma estaba relacionado con la capacidad de
inducir transformacién tumoral. Posteriormente se demostré 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 activacién y aumentando la afinidad del Ca2* por la misma. Numerosos
estudios apoyan en la actualidad la hipétesis de que la PKC es una proteina

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 fosforilacién
de diferentes proteinas, entre las que se encuentran receptores (de insulina,
somatomedina C, transferrina, interleukina 2, factor de crecimiento epidérmico,
etc.), otras proteinas de membrana (Na*/K* ATPasa, proteinas de intercambio
H*/Nat, transportador de glucosa, etc), proteinas del sistema contractil y del

citoesqueleto (cadenas ligeras de miosina, troponina T e I, vinculina, etc.),
enzimas (glucégeno sintetasa, fosfofructokinasa, NADPH oxidasa, tirosina

hidroxilasa, etc.) y otras proteinas (fibrin6geno, proteinas de estrés, etc.)
(Nishizuka, 1986).

4.3.2. Inhibidores de la proteina kinasa C

Los inhibidores de 1a PKC son usados habitualmente para estudiar las
funciones fisiolégicas de esta enzima. Ningin inhibidor de los utilizados
actualmente es absolutamente especifico para la PKC, pudiendo inhibir otras
proteina kinasas, fundamentalmente la proteina kinasa A (dependiente de AMP
ciclico), 1a proteina kinasa G (dependiente de GMP ciclico) y la proteina kinasa
dependiente de calmodulina.

Los inhibidores de 1a PKC pueden ser clasificados en dos grupos, segin
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realicen su accién sobre el dominio regulador o sobre el dominio catalitico de su
molécula (Epand y Lester, 1990). El dominio regulador es una zona rica en
cistefna, al cual se unen los fosfolipidos, el Ca?* y el diacilglicerol. El dominio
catalitico o centro activo es el lugar destinado para la unién del ATP y la
proteina que va a ser fosforilada.

Entre los inhibidores que actdan interfiriendo la interaccién del
diacilglicerol con la PKC, que actualmente son los inhibidores conocidos ms
especificos 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 formacos que interfieren en el metabolismo
de los fosfolipidos, inhibiendo la PKC de forma competitiva. No son en
absoluto especificos, pudiendo inhibir también proteina kinasas dependientes de
calmodulina. Este grupo incluye antidepresivos (trifluoperacina, clorpromacina,
flufenacina, imipramina, etc.), anestésicos locales (dibucaina, tetracaina, etc.),
verapamil, fentolamina, heparina, adriamicina, polimixina B, vitamina E, etc
(Kikkawa y Nishizuka, 1986).

Por iltimo, algunos inhibidores de la PKC actuan interfiriendo la
interaccién del ATP y la proteina substrato con el centro activo o catalitico 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 unién con el ATP es
muy similar en todas las proteina kinasas, estos compuestos, aunque exhiben
una mayor especificidad sobre la PKC, pueden inhibir otras protefna kinasas,
especialmente la proteina kinasa A.

4.3.3. Papel de la proteina kinasa C en la fisiopatologia de la neuropatia
diabética.

Como se estudi6 en el apartado 4.2.3. de esta Introduccién, 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 regulaciéon de la actividad PKC las responsables de la
disminucién de la actividad Nat/K+ ATPasa presente en nervio ciético.

Antes que en la neuropatia diabética, se ha postulado la participacién de
la PKC en diferentes comphcacxones de la diabetes, estando activada en la
mayoria de los tepdos y Organos unphcados El mecanismo por el cual la
- hiperglucemia de los pacientes diabéticos produce la activacion de 1a PKC seria
consecuencia del incremento de la utilizacién de la glucosa por la via del
sorbitol, como se vi6 en el apartado 4.2.1. de esta Introduccién, que produce una
disminucién en el cociente NADH/NAD*. La disminucién citos6lica de este
cociente promueve la sintesis de novo de diacilglicerol por dos mecanismos:
favorece la reduccién de dihidroxiacetona fosfato a glicerol 3-fosfato, primer
paso para la sintesis de diacilglicerol, e incrementa la disponibilidad de
dihidroxiacetona fosfato, disminuyendo la oxidacién de gliceraldehido 3-fosfato

a 1,3-difosfoglicerato (Tilton et al., 1992).

La sintesis de novo de diacilglicerol, con incremento de la concentracién
tisular del mismo y activacién de PKC, ha sido demostrada en glomérulo
aislado de ratas diabéticas por inyeccién 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 corazon de rata diabética (Okamura et al., 1988).

Son numerosos los estudios que demuestran la activacién de la PKC en
las diferentes complicaciones de la diabetes. Asi, estudiando la nefropatia
diabética, se ha descrito que la PKC est4 activada en los glomérulos de ratas
diabéticas por inyeccién de estreptozotocina (Craven y DeRubertis, 1989) y que
las células mesangiales de rifién de rata, aisladas y cultivadas en medios con
cantidades elevadas de glucosa, sufren transformaciones similares a las
observadas en la nefropatia diabética que parecen provocadas por la activacién
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de la PKC (Ayo et al., 1991, Studer et al., 1993). También se ha demostrado
que la activacién de la PKC es la responsable de la vasodilatacién 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 metabélicas idénticas a las que aparecen en las
mismas células en los pacientes diabéticos, demostrandose la participacién de la
activacién de la PKC en dichas alteraciones (Lee et al., 1989a). También se ha
descrito que la activacién de la PKC es la responsable de la anormal relajacién
de las arterias aorta y mesentérica de rata diabética (Abebe y MacLeod, 1990) y
de la relajacién dependiente del endotelio de segmentos de aorta de conejo,
incubados en medios ricos en glucosa (Tesfamariam et al., 1991). Finalmente,
se ha demostrado que la PKC est4 activada en células de miisculo liso vascular
cultivadas en medios ricos en glucosa (Williams y Schirier, 1992).

Sin embargo, en otros tejidos, no asociados cldsicamente a las
complicaciones crénicas de la diabetes, se ha demostrado que la PKC esta
inhibida. Asi, se ha descrito que la actividad de esta enzima esta disminuida en

higado (Pugazhenthi et al., 1990) e intestino delgado (Wali et al., 1990) de ratas
diabéticas por inyeccién de estreptozotocina.

En cuanto a su participacién en la fisiopatologia de la neuropatia
diabética, fue implicada ya en 1973 por Goldman y Albers, al establecer una
relacin entre los fosfolipidos y la actividad Na*/K* ATPasa, y describir que la

fosfolipasa C inhibe parcialmente la actividad Na*/K* ATPasa.

Primero se postulé que la PKC estaba inhibida en el nervio periféricoy se
propuso que la disminucién de la actividad Nat/K+ ATPasa en el nervio ciético

era consecuencia de la disminucién de la actividad PKC en el mismo (Greene
et al., 1992). Esta hipétesis 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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oxigeno que puede ser inhibido con ouabaina (debido a la actividad de la
Na*/K* ATPasa) en nervio de conejo diabético por inyeccién de aloxana
(Greene y Lattimer, 1986) y también en nervio cidtico de ratas diabéticas por
inyeccién de estreptozotocina (Kim et al., 1991b). También se ha demostrado
una disminucién del contenido de diacilglicerol en nervio cidtico de ratas
diabéticas, con lo cual la PKC careceria de uno de sus activadores fisioldgicos y
estaria parcialmente inactivada (Zhu y Eichberg, 1990).

Estudios recientes sostienen que la PKC esté activada también en tejido
nervioso de animales diabéticos, de modo similar a lo que ocurre en otros
tejidos. Asf, la utilizacién de ésteres de forbol para estimular la fosfolipasa D en
nervio ciético de ratas control y diabéticas por inyeccién de estreptozotocina, ha
llevado a la conclusién de que 1a PKC deberia estar activada en el nervio cidtico
de las ratas del grupo diabético (Eggen y Eichberg, 1992).

Por otra parte, comienzan a ser numerosos los estudios que evidencian
una regulacién 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 fosforilacién sobre la
actividad Na*/K* ATPasa no est4 aclarado, ya que unos autores sugieren que la
activacién de la PKC la estimula (Gupta ef al., 1991) mientras otros defienden
el que los activadores de la PKC inhiben la Nat/K+* ATPasa (Bertorello y
Aperia, 1989). Estudios realizados en oocitos de Xenopus levis también han
demostrado que la administracién de diacilglicerol exégeno, probablemente a
través de la activacién de la PKC, es capaz de inhibir la actividad de la Nat/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 cidtico en la
neuropatia diabética.
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4.4. Estrés oxidativo y neuropatia diabética.

4.4.1. Estrés oxidativo.

Se ha definido "estrés oxidativo" como una situacién 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 cuai uno de sus 4tomos presenta un electrén desapareado, y
son generados por oxidacién de moléculas que inicialmente contienen pares de
electrones con spin opuesto (Flaherty y Weisfeldt, 1988). Frecuentemente, la
particula es un 4tomo de oxigeno, por la facilidad de éste para transformarse en
radical (Miquel, 1989), dando lugar a la formacién de diferentes radicales libres

derivados de oxigeno: anién superéxido (O, ) y radical hidroxilo (OH"), entre

otros.

El efecto mas importante de estos radicales libres sobre las células vivas
estd mediado por su extraordinaria reactividad quimica como oxidantes,
pudiendo conducir a alteraciones de macromoléculas vitales para los seres
vivos, entre ellas DNA (provocando mutaciones) o lipidos de membrana
(provocando su peroxidacién), por reaccién directa con ellas.

La prevencion del dafio 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, glutatién,
etc.), las enzimas con actividad antioxidante directa o primaria, llamadas as{ por
inactivar directamente especies activadas de oxigeno (catalasa, superéxido
dismutasa, glutatién 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 accién téxica de los
radicales (glutation S-transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, etc.) (Sies,
1991).

Entre los sistemas de defensa antioxidante celulares destaca el sistema
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glutatién. Se denomina sistema glutatién (ver figura 2) al conjunto formado por
el glutatién y los enzimas relacionados con su metabolismo (Meister y
Anderson, 1983), que son adem4s las responsables del mantenimiento de su
estado redox en condiciones fisioldgicas (Meister, 1988).

El glutatidén es un tripéptido presente en la mayoria de células animales.
Entre las diversas funciones que ejerce destacan las funciones protectoras,
metabdlicas y su participacién en los sistemas de transporte (Viiia et al., 1989).
Por un lado, es un reductor intracelular que protege a las células frente a
radicales libres, per6xidos y otros compuestos téxicos, y frente a las
consecuencias de la irradiacién. Por otro, participa en la sintesis de acidos
nucleicos, en la regulacién de la sintesis y degradacién de proteinas, en la
gluconeogénesis, en la desyodacién de las hormonas tiroideas, actiia como
reservorio de cisteina, como coenzima, participa en la homeostasis del calcio,
etc. Por 1ltimo, se ha descrito su participacién en la secrecién de hormonas
polipeptidicas, en la liberacién de neurotransmisores y en la captacién de
aminodcidos.

Entre las enzimas que forman parte del sistema glutatién destacan las
glutatién S-transferasas (conjunto de enzimas que participan en la
detoxificacién de numerosos compuestos), la glutatién peroxidasa (que reduce
el per6xido de hidrégeno y otros peréxidos lipidicos u organicos utilizando el
glutatién como dador de electrones), la glutatién disulfuro reductasa y la y-
glutamil-transpeptidasa. De todas ellas, la actividad glutatién peroxidasa ocupa
un puesto clave en el sistema de defensa antioxidante intracelular frente a los
radicales libres de oxigeno (Raes et al., 1987).

4.4.2. Estrés oxidativo en tejido nervioso periférico.

El tejido nervioso, por el hecho de ser muy rico en lipidos, es
especialmente susceptible de sufrir dafio por radicales libres. De hecho, se ha
implicado la presencia de estrés oxidativo en la fisiopatologia de numerosas
enfermedades que afectan al tejido nervioso central y periférico. Entre las
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Figura 2: Esquema del sistema glutation y de algunos aspectos de su
metabolismo. GSH: glutation, GSSG: glutation disulfuro, LPO:
peroxidacion lipidica, 4-OH-ALK: 4-hidroxi-alquenales, GSHPx: glutation
peroxidasa, GR: glutation reductasa, GSTs: glutation S-transferasas, g-GT:

g-glutamil transpeptidasa, SOD: superoxido dismutasa, X: xenobiotico.
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primeras destacan la enfermedad de Parkinson (Adams y Odunze, 1991), la
enfermedad de Alzheimer (Adams et al., 1991), la epilepsia (Mori et al., 1990)
y la retinopatia del prematuro (Penn, 1990). Entre las segundas, la neuropatia
diabética (Low y Nickander, 1991) y la neuropatia alcohélica (Raya et al.,
1993).

La existencia de mecanismos de defensa antioxidante en tejido nervioso
permite su defensa frente a las especies activadas de oxigeno 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 (Cohen, 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 al., 1991).

4.43. Valoracion del estrés oxidativo en la neuropatia diabética

Oberley, en su revisién 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 6rganos estudiados, incluyen incremento o
disminucién de actividades enzimdaticas (superéxido dismutasa, catalasa,
glutatién peroxidasa, glutatién reductasa, etc.), de la concentracién de sustancias
antioxidantes (glutatién, vitamina E, etc.) y de los productos formados por estrés
oxidativo (lipoperéxidos, etc.). El resumen de los resultados presentados seria
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 6rganos de ratas diabéticas por
inyeccién de estreptozotocina (Wohaieb y Godin, 1987b) y de aloxana (Godin
et al., 1988), pero no en ratas espontaneamente 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 mayoria 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 revisién de Oberley (1988). Sin embargo, es manifiesta la
presencia de factores que inducen la formacién de radicales libres y de
alteraciones de la defensa frente a éstos.

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

Entre los pocos datos que apoyan la presencia de acciones debidas a los
radicales libres de oxigeno en tejido nervioso diabético se encuentran los
presentados en el trabajo de Low y Nickander (1991), destacando el incremento
de dienos conjugados (formados por peroxidacién de lipidos) y la disminucién
de la actividad superéxido dismutasa. Sin embargo, la concentracién de
malondialdehido, producto de la degradacién de lipidos, no estd disminuida. Por
ultimo, se presenta un resultado dificil de valorar, ya que se describe una
reduccién de hidroperdxidos que, segiin los propios autores, puede reflejar el
incremento de la actividad glutatién 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 glutatién peroxidasa, glutatién
reductasa, superéxido dismutasa y catalasa en algunos de ellos, mientras que en
otros permanece inalterada (Cloez et al., 1989). En otro trabajo, la
concentracién de glutatién en nervio ciético de ratas diabéticas por inyeccién 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 fenémeno conocido como glicosilacién
autooxidativa de protefnas. Por un lado, la glucosa puede reaccionar lentamente,
sin mediacién enzimdtica, con los grupos amino de las proteinas, formando
inicialmente una base de Schiff. Este primer paso se llama glicosilacién no
enzimdtica o mas propiamente, glicacién. La degradacién de estos productos
puede dar lugar a la formacién de deoxiglucosonas, que pueden reaccionar con
proteinas formando los productos de Maillard o productos de la glicosilacién.
Por otro lado, la autooxidacién de la glucosa, en presencia de metales de
transicién, puede producir lentamente radicales libres de oxigeno y peréxido de
hidrégeno, que a su vez pueden provocar alteraciones estructurales de las
proteinas (Wolf ez al., 1991).

La presencia de glicosilacién autooxidativa se ha puesto de manifiesto en
numerosas proteinas: lipoproteinas de baja densidad (Hunt et al., 1990),
laminina (Charonis et al., 1990), colageno (Monnier et al., 1988), etc. Por otro
lado, la administracién de aminoguanidina, sustancia que previene la formacién
de productos finales de la glicosilacién, ha demostrado prevenir los efectos de la
diabetes sobre el coldgeno de la piel y el rifién de ratas diabéticas (Odetti ez al.,
1990). En la actualidad, la glicosilacién autooxidativa es una de las posibles
explicaciones para las complicaciones crénicas de la diabetes, especialmente
para aquellas que parecen tener una mayor relacién con los niveles de glucemia.

A pesar de que la hipétesis de la existencia de estrés oxidativo en el
origen de la neuropatia diabética se postulé 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

36



Introduccion
poco concluyentes, por lo que su estudio resulta de interés, tanto por si mismos

como formando parte de otras hiptesis planteadas sobre la fisiopatologia de la
neuropatia diabética.
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Objetivos

Basidndonos en lo expuesto en el apartado de Introduccién, nos
propusimos desarrollar los siguientes objetivos:

1. Obtencién de un modelo experimental adecuado a nuestras
necesidades, en el que poder estudiar de forma sencilla pardmetros bioquimicos
y electrofisiolégicos de las lesiones inducidas por la diabetes en el tejido
nervioso periférico.

2. Estudio de la posible implicacién de la proteina kinasa C en la
disminucién de la actividad Na*/K*+ ATPasa en nervio ciitico de ratones
diabéticos, y por tanto en la fisiopatologia de la neuropatia diabética, bien
mediante la determinacién directa de la actividad de esta enzima, bien utilizando
inhibidores de l1a misma.

3. Valoracién del posible efecto beneficioso de los inhibidores de la
proteina kinasa C, previniendo y/o recuperando las lesiones bioquimicas y/o
electrofisiol6gicas inducidas por la diabetes en nuestro modelo experimental.

4. Estudio de la defensa antioxidante en el nervio ciatico del raton como
aproximacién vélida para el estudio de la fisiopatologia de la neuropatia
diabética.
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Materiales y Métodos
1. Materiales.
1.1. Animales.

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

- Antes y durante la realizacién de los experimentos, los ratones tuvieron
libre acceso a comida y agua. La comida, una dieta comercializada por Letica
(Hospitalet, Barcelona), es una férmula de mantenimiento para rata y ratn,
IPM-R20, cuya composicién es del 63% de glicidos, 3% de grasas, 17% de
proteinas y 5% de fibra, y su energia metabolizable de 2950 Kcal/Kg. Las
condiciones de estabulacién son de ciclos dia-noche de 12 horas (8:00-20:00),

con temperatura controlada entre 19 y 21 °C y una humedad relativa del 45-
55%.

1.2. Aparatos.

Espectrofotémetros

- Espectrofotémetro ZEISS, modelo PM6, termostatizado y con
intercambiador automético de cubetas y registrador BBC GOERZ, modelo
Servogor 210.

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

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

Centrifugas
- Centrifuga de mesa EPPENDORF, modelo 5415C.
- Centrifuga refrigerada HERAEUS Sepatech, modelo Biofuge 17RS.
- Centrifuga SORVALL, refrigerada, modelo RC-5B. |
- Ultracentrifuga BECKMAN, refrigerada, modelo L.8-70M.
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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.

- Arc6n 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

- Bascula LETICA, modelo LE 2066, que integra el peso a lo largo del
tiempo, para pesar los ratones.

- Balanza electrénica AND, modelo FY-3000, para pesar hasta 3100 g,
con una sensibilidad de 0.1 g.

- Balanza electrénica AND, modelo EK-1200, para pesar hasta 1200 g,
con una sensibilidad de 0.1 g.

- Balanza electrénica METTLER, modelo H54AR, para pesar hasta 160
g, con una sensibilidad de 0.01 mg.

- Balanza electrénica METTLER, modelo H43, para pesar hasta 160 g,
con una sensibilidad de 0.1 mg.

Osciloscopio de doble haz TEKTRONIX, modelo 5110, con cdmara de video
TEKTRONIX, modelo C-1001, acoplada y conectada a una tarjeta
digitalizadora TEKTRONIX, modelo DCSO1.

Monitor de video TEKTRONIX, modelo DXO0S5.

Copiadora de video TEKTRONIX, modelo HCO1.
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Estimulador eléctrico CIBERTEC, modelo CS-220.

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

Termémetro electrénico de precision ELLAB, modelo Du3S, con sonda
termopar de aguja ELLAB, modelo MKA-A.

Varios

- Vértex HEIDOLPH, modelo Reax 2000 y KARTELL, modelo TK3S.

- Agitadores magnéticos con (ALC, modelo Mivariel) y sin calefactor
(SBS, modelo A-01).

- Méquina de hielo picado SCOTSMAN, modelo AF-10.

- pHmetro CRISON, modelo 2002.

- Contador Geiger LUDLUM, modelo 2A.

- Bafio termostatizado con agitacién HAAKE, modelo SWB 20.

1.3. Productos y reactivos quimicos.

- de la firma Sigma Chemical Co. (San Luis, MO, EEUU): Trizma base,
estreptozotocina, aloxana, H7, HA1004, ouabaina, GSH S-transferasa, peréxido
de hidrégeno, protein assay kit, Tritén X-100, DMSO, -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, acido tricloroacético, etanol, CDNB, azida sédica, sulfato de
magnesio, sulfato de cobre, acetato célcico, 4cido ortofosférico, acetato de
magnesio, parafina liquida 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 1a firma Fluka (Buchs, Suiza): Acido citrico, tartrato s6dico potasico,
carbonato mono y disddico, carbonato monopotésico, fosfato mono y
dipotasico, hidréxido sédico, fosfato mono y disédico.

- de la firma Amersham (Amersham, Gran Bretaiia): péptido sustrato para
determinacién de actividad PKC, [y -32PJATP.

- 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 liberacién lenta Alzet® miniosméticas modelo
2002 y microosméticas modelo 1003D de la casa Alza (Palo Alto, CA, EEUU).

1.4. Material habitual de laboratorio.

- Microcubetas de metacrilato de 1.5 ml de capacidad y 1 cm de camino
éptico.

- Material quinirgico: tijeras, bisturi de hojas intercambiables, pinzas de
diseccidn, separadores, agujas e hilo de sutura, etc.

- Pipetas automditicas EPPENDORF, GILSON, KARTELL vy
SEALPETTE, fijas y regulables, que abarcan de 0.5 pl a 5 ml.

- Dispensador automatico EPPENDORF, modelo Multipette 4780, con
Combitips para volimenes de 50 ul a 5 ml.

- Material de vidrio: probetas, vasos de precipitado, matraces Erlenmeyer,
matraces aforados, termémetros, 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 pléstico, capilares heparinizados,
guantes, etc.

- Homogenizadores Potter de tefilén de 1 y 2 ml.
1.5. Material informaético.

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 Laser Writter.

- Trazador TEKTRONIX, modelo HC100 Color Plotter.

Software:
- ChemDraw ™, versién 2.1.3
- Cricket Graph, versién 1.3.2
- End Note Plus
- MacDraw II, versién 1.1
- MacWrite 11, versién 1.1
- Microsoft Excel, versién 3.0
- Microsoft Word, version 4.0
- MYSTAT, versién 1.1
- Pharm/PCS, versién 4
- StatWorks™, versién 1.1

2. Modelo experimental.

2.1. Induccién de diabetes con estreptozotocina.

Para la induccién de diabetes con estreptozotocina, los ratones se
inyectaron intraperitonealmente con una dosis tinica de una disolucién de
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estreptozotocina en tampén 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 ul/g, obtuviéramos las dosis deseadas: 70, 105 y 140 mg
de estreptozotocina por kilogramo de peso.

2.2. Induccién de diabetes con aloxana.

Para la induccién de diabetes con aloxana, los ratones se inyectaron
subcutdneamente con una dosis tnica de una solucién de aloxana disuelta en
}ta'mpén 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 ul de la solucién preparada por gramo de peso.

3. Obtencién de muestras.
3.1. Sangre.

Para obtener una muestra de sangre de los ratones se realizé una pequefia
incisién con un bisturi en el extremo de la cola y se recogi6 la sangre con ayuda
de un tubo capilar heparinizado.

3.2. Nervio ciatico.

Tras el sacrificio de los ratones por dislocacién cervical, se practic6 una
incisién en la cara anterointerna de las extremidades posteriores con ayuda de
un bisturi. Se disec y seccion6 la musculatura abductora con ayuda de pinzas y
tijeras finas, dejando en primer término los nervios ciéticos. Fueron disecados
cuidadosamente y se cort la maxima longitud posible de cada uno de ellos,

unos 2 centimetros. Tras pesarlos, (10 o 12 mg entre los dos) se procedi6 a su
procesamiento segiin el tipo de andlisis que se fuera a efectuar.
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3.3. Cerebro.

Tras el sacrificio del animal por dislocacién cervical, se decapité el ratén
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 linea interparietal, hasta llegar a la articulacién con el hueso frontal.
Se realizaron dos cortes mas, paralelos al primero partiendo del mismo agujero
occipital y situados a nivel de la articulacién témporoparietal, extendiendolos
hasta el hueso frontal. Con ayuda de unas pinzas se levantaron los dos
fragmentos de hueso con lo cual qued$ expuesto el cerebro. Fue levantado
cuidadosamente, seccionando los pares craneales y se extrajo el cerebro con el
cerebelo y tronco encefélico. Se proceso el cerebro inmediatamente, segtn el
tipo de andlisis que se fuera a realizar.

4. Procedimientos analiticos.
4.1. Determinacion de la glucemia.

4.1.1. Fundamento teérico.

Para la determinacién de la glucemia se utilizé un test, disponible

comercialmente, de Boehringer Mannheim, basado en el procedimiento descrito
por Kunst ez al. (1984).

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

Glucosa oxidasa
a) Glucosa + O, > gluconato + H, 0,

Peroxidasa
b) H, O, + reactivo comercial > colorante + H, 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.

Solucién 1: Estandar de glucosa.
Concentracién: 0.505 mM (9.1 mg/dl).

Solucién 2:
- Tampén fosfato: 100 mM, pH 7.0.
Peroxidasa: > 0.8 U/l
Glucosa oxidasa: = 10 U/1.
Cromégeno ABTS®: 1.0 mg/ml.

4.1.3. Preparacion de las muestras.

Para la determinacién de la glucemia se tomaron 50 ul de sangre de la
cola del ratén, por el procedimiento descrito en el apartado 3.1. de este mismo
capitulo de Materiales y Métodos, y se mezclaron inmediatamente con 50 ul de
dcido tricloroacético al 10%. La muestra acidificada se mantuvo a 4°C durante
al menos 15 minutos con el fin de que la precipitacién de las proteinas fuera
completa y se centrifugé durante 15 minutos a 12000 x g. El sobrenadante de
esta centrifugacién se neutraliz6 con la cantidad adecuada de una solucién de
KHCOj; 2M. Para la realizacién del ensayo se utilizé este sobrenadante diluido
cinco veces, por exceder los niveles de glucemia de los ratones diabéticos el
limite maximo que puede detectar este andlisis.

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

solucién 1 (estdndar) y un tubo con agua bidestilada (blanco). Se afiadi6 la
cantidad adecuada de agua bidestilada con el fin de que todos los tubos
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contuvieran el mismo volumen y se afiadi6 1 ml de solucién 2.

Se mezclaron bien y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante
45 minutos. Al cabo de este tiempo, se midi6 la absorbancia de las muestras y

del estandar 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 célculos se realizaron dividiendo la absorbancia de la muestra entre la
del estdndar y multiplicando esta razén por la concentracién de glucosa en el

decir, en mM. Para calcular la glucemia en las unidades mas frecuentemente
utilizadas (mg/dl) basta con multiplicarlos por un factor de 18.

4.2. Determinacién del contenido en proteinas.

4.2.1. Fundamento tedrico.

La determinacién del contenido de proteinas de las muestras se realiz6

por el procedimento de Lowry et al. (1951), modificado del modo que se
presenta a continuacion.

4.2.2. Soluciones.

Solucién A: disolver en 1 litro de agua bidestilada:
40 g de carbonato sédico (Na,CO3)
8 g de hidréxido s6dico (NaOH)

Solucién B: disolver en 1 litro de agua bidestilada:
200 mg de sulfato de cobre (CuSO,)
400 mg de tartrato sédico potasico (C4 H4 KNaOg)
Para la utilizacién en el ensayo se mezclaron, inmediatamente antes, en
partes iguales (solucién A+B)
Reactivo de Folin-Ciocalteu: diluido 1/2 con agua bidestilada.
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Estdndar de protefna: BSA 1 mg/ml, disuelta en agua bidestilada.

4.2.3.Procedimiento.

Se prepararon tubos de ensayo con cantidades diferentes de estandar (10,
25, 50, 75 y 100 ul) y con dos cantidades diferentes de cada muestra (10 y 25
), por ejemplo). Se prepar un tubo como blanco, que no contenfa proteina.

Se afiadi6 agua bidestilada hasta 500 pul.

Se afiadieron 2.5 ml de solucién A+B.

Se afiadieron 250 ul de solucién de Folin.

Se agit6 bien y se esperd durante 25 6 30 minutos.

Se traspasé el contenido de cada tubo en una cubeta de 3 ml y se midi6 la
absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 696 nm.

Los célculos se realizaron con ayuda de la absorbancia que presentaban
los tubos que contenian concentraciones conocidas de proteina (estdndares).

4.2.4. Método modificado.

La presencia en algunas muestras (fraccion que contiene las membranas

para la determinacién en ellas de la actividad PKC; apartado 4.4.3. de este
capitulo de Materiales y Métodos) de sustancias que interfieren con el método

directo de Lowry motivé que utiliziramos una modificacién 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 aifiadir el reactivo de Lowry, se trataron primero con
deoxicolato, para conseguir una solucién homogenea, y después se precipitaron
las proteinas con 4cido tricloroacético. El precipitado se resuspendié en el
reactivo de Lowry, continuandose el proceso como el método habitual.
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4.3. Determinacion de la actividad Na+/K+adenosintrifosfatasa.

4.3.1. Fundamento teorico.

La determinacion de la actividad N4a'VK4' ATPasa se realizdo por el

procedimiento descrito por Penefsky y Bruist (1984).

Se trata de un procedimiento enzimdatico de reacciones acopladas, cuyo

esquema es el siguiente:

ATPasa

ATP+Hp ~ - ADP + Pi

Piruvato kinasa
ADP + fosfoenolpiruvato * A ATP + piruvato

Lactato deshidrogenasa
Piruvato + NADH — e SR lactato + NAD+

El método se basa en la formacion de ADP por la actividad Na+/K+
ATPasa a partir de ATP. El ADP formado es fosforilado de nuevo por una
piruvato kinasa con el fosfato cedido por el fosfoenolpiruvato, que pasa a
piruvato. Por ultimo, éste es reducido a lactato por la enzima lactato
deshidrogenasa, consumiendo una molécula de NADH. La desaparicién del
NADH del sistema se monitorizdé espectrofotométricamente a una longitud de

onda de 340 nm.
4.3.2. Soluciones.

A. Medio de homogenizacion: Tomado de Bianchi et al. (1988).
Tampén Tris 10 mM, pH 7.5, conteniendo:
0.25 M sacarosa
1.25mMEGTA
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B. Reactivos:

1. Tampén Tris, 1 M, pH 7.5

2. Sulfato de magnesio (MgS0O,), 0.1 M

3. Fosfoenolpiruvato, 0.1 M

4.NADH, 2 mM

5.ATP,02 M

6. Piruvato kinasa, 160 kU/l (se toman 150 ul, se centrifugan
durante 5 minutos a 12000 x g, y se resuspende el precipitado en 3 ml de
tampSn Tris 1 M, pH 7.5)

7. Lactato deshidrogenasa, 62 kU/1 (se toman 100 ul, se centrifugan
durante 5 minutos a 12000 x g, y se resuspende el precipitado en 3 ml de
tamp6n Tris 0.5 M, pH 7.5)

C. Quabaina: 75 mM (disuelta en etanol)

4.3.3. Preparacion de las muestras.

4.3.3.1. Preparacién de nervios ciéticos.

Tras la extraccién de ambos nervios cidticos, como se indica en el
apartado 3.2. de este capitulo de Materiales y Métodos, se mezclaron con el
medio de homogenizacién descrito en el apartado anterior, previamente
enfriado, en una proporcién de 20 ul de medio por cada mg de peso de nervio
cidtico y se homogenizaron con un homogenizador Potter de teflén de 1 ml de
volumen, a 800 r.p.m., ocho veces.

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

4.3.3.2. Preparacion de cerebros.

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

Tampén Tris 40 mM, pH 7.5

MgCl, 10 mM

EDTA 10 mM.

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

4.3.4. Procedimiento.

Se prepar6 un cocktail que contenia:
9.0 ml Tampén Tris
7.2 ml Sulfato de magnesio

3.6 ml Fosfoenolpiruvato

4.3 ml NADH

1.8 ml ATP

2.9 ml Piruvato kinasa

2.9 ml Lactato deshidrogenasa.

Tras mezclarlo bien, se separaron 15 ml y se les afiadieron 3 ml de
ouabaina y a otros 15 ml se les afiadieron 3 ml de etanol.

En una microcubeta de 1.5 ml se afiadieron 220 ul del cocktail con
ouabaina y en otra 220 ul del cocktail sin ouabaina. Se completaron ambas con
agua destilada para que, con la adicién de la muestra, contuvieran 1000 yl cada
una.

Las concentraciones finales en la microcubeta fueron:

50 mM Tampén Tris
5 mM Sulfato de magnesio

53



Materiales y Métodos

2.5 mM Fosfoenolpiruvato
50 uM NADH

2.5mM ATP

0.2 U Piruvato kinasa

0.2 U Lactato deshidrogenasa
3 mM Ouabaina (en las microcubetas que la contuvieran)

Tras alcanzar el equilibrio térmico (30°C) se afiadi6 la muestra, siempre
10 ug de proteina, que contenia la enzima.

Después de 1 minuto se midié la absorbancia durante 10 6 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 espectrofotémetro con intercambiador automatico 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 ouabaina (medida con la microcubeta que contiene el
cocktail con ouabaina). Esta diferencia corresponde a la actividad Nat/K*
ATPasa.

El coeficiente de extincién molar para el NADH en estas condiciones es
€340nm= 0-22 mM-1 cm-1.

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

4.4. Determinacién de actividad proteina kinasa C.

4.4.1. Fundamento tedrico.

La determinacién de la actividad PKC en nervio cidtico se realizd
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siguiendo el método descrito por Hannun ef 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 is6topo y por
accién de la proteina kinasa C, se fija a un péptido sustrato especifico, segiin el
esquema siguiente:

Proteina _kz'nasa C

Mg-H- Ca++
fosfatidilserina
éster de forbol

Péptido + [y-32P] ATP > [32P] Péptido + ADP

4.4.2. Soluciones.

A. Medio de homogenizacién:
Tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, que contenia:
- EGTA 0.5 mM
- EDTA 0.5 mM
- B-mercaptoetanol 10 mM
- PMSF 2 mM
- leupeptina 0.4 mM

B. Medio para resuspender la fraccién de membranas celulares: Medio de
composicién idéntica al anterior pero que contenia un 1% de Tritén X-100.

C. Reactivos:
1. Solucién de acetato célcico 12 mM en tampén Tris-HCI 50 mM,

pH 7.5, que contenia azida s6dica 0.05%.

2. Solucién de L-a-fosfatidil-L-serina 900 pg/ml y forbol 12-
miristato 13-acetato 24 ug/ml, en tampén Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 que contenia
azida sédica 0.05%.

3. Solucién 300 uM de péptido especifico en tampé6n Tris-HCI 50
mM, pH 7.5 que contenia azida sédica 0.05%.

4. Solucién de 30 mM de ditiotreitol en tampén Tris-HCl 50 mM,
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pH 7.5 que contenia azida sédica 0.05%. _
5. Solucién 150 uM de ATP y 45 mM de acetato de magnesio en

tamp6n Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 que contenia azida s6dica 0.05%.
6. Tampén Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 que contenia EGTA 6 mM.

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

D. Acido ortofosférico (H;PO,) 150 mM.

4.4 3. Preparacion de las muestras.

Tras la extraccién de ambos nervios ciéticos por el procedimiento descrito
en el apartado 3.2. de este capitulo de Materiales y Métodos, se procedié a su
homogenizacién en 60 ul del medio de homogenizacién por cada mg de peso de
ambos nervios cidticos. Una parte alicuota de este homogenado (150 ul) se
conservd en hielo para la determinacién de la actividad PKC en homogenado
fresco y para la determinacién de proteinas en el mismo.

El resto del homogenado se centrifugé a 4°C durante 30 minutos a
100.000 x g. Se recogi6 el sobrenadante de esta centrifugacién (fraccién
citosélica) y se conservé en hielo para la determinacién de la actividad PKC en
citosol y para la determinacién de la concentracién de proteinas en el mismo.

El precipitado se resuspendi6, con la ayuda de un émbolo de
homogenizacién, en 200 ul del medio, para resuspender la fraccién de
membranas celulares. Para obtener una completa resuspensién se procedi6 a su
agitacién con ayuda de un iman magnético durante 20 minutos a 4°C. Una vez
resuspendidos completamente, se afiadieron 1800 ul del medio de
homogenizacién, con el fin de que la concentracién de Tritén 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 centrifugacién, que contiene la enzima PKC unida
a membrana, se recogié y guard6 en hielo hasta la determinacién de la actividad
PKC de la membrana del nervio cidtico y también para la determinacién de su
contenido en proteinas. Esta determinacién, debido a la presencia de Tritén X-
100, se realiz6 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 afiadieron, inmediatamente antes de comenzar el
experimento, 10 yCi/ml de [y -32P]JATP.

El experimento se inici6 pipeteando 13 ul de la mezcla 1. A continuacién
se afiadieron 13 ul de muestra. La reaccién se desencadend afiadiendo 13 ul del
reactivo 5 marcado radiactivamente.

La mezcla de incubaci6n contenia, en un volimen final de 69 pl:
- 50 mM Tampén Tris-HCl, pH 7.5.
- 1 mM acetato de calcio
- 75 pg/ml fosfatidilserina
- 2 pug/ml forbol 12-miristato 13-acetato
- 25 uM péptido substrato
- 2.5 mM ditiotreitol

- 15 mM acetato de magnesio
- 50 uM [y 32P]ATP (0.25 uCi/tubo)

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

Las muestras se incubaron durante 15 minutos a 25°C. La reaccién se
detuvo afiadiendo 100 ul de 4cido ortofosférico 150 mM a cada uno de los
tubos.

A continuacién se tomaron 125 ul de la mezcla y se pipetearon en
cuadrados de 2 cm de lado de papel P81 Whatman. El papel se sumergié en una
solucién de 4cido ortofosférico 75 mM con el fin de lavar la radiactividad no
retenida en el papel. ‘ o ' o '

Después de lavar, se colocaron los papeles de filtro en viales con liquido
de centelleo y se procedi6 al recuento de la radiactividad retenida en el filtro

(radiactividad incorporada en el péptido).

Los célculos se realizaron por la férmula siguiente:

nmol ATP estdndar cpm muestra 1 1
X X X
cpm estandar volumen muestra  tiempo  proteina
en la que:

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

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

- 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 (ml) utilizado en el
ensayo

- tiempo representa el tiempo en minutos (15) que se mantuvo la
incubacién
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- proteina representa la concentracién de proteina (mg/ml) en cada una de
las muestras.

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

4.5. Determinacion de la concentracion de glutation.

4.5.1. Fundamento tedrico.

La determinacién de la concentracién de GSH se realizé por el
procedimiento descrito por Brigelius et al. (1983), en el cual se monitoriza la
formacién, catalizada por la actividad GSH S-transferasa, de GS-DNP (S-2,4-

dinitrofenil-glutatién) a partir de CDNB y de la cantidad de GSH presente en la
muestra, segin el esquema siguiente:

GSH + CDNB ——oH S Transferasa o ~S_DNP + HCI

4.5.2. Soluciones.

A. Tamp6n fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0
B. CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno) 10 mM, disuelto en etanol

C. GSH S-transferasa 500 Ul/ml.

La enzima GSH S-transferasa se preparé disolviendo 5 mg de la solucién
comercial proporcionada por la compaiiia Sigma (= 80 unidades/mg) en 800 i
de tamp6n fosfato potésico 0.1 M, pH 7.0, dializdndose después durante 6 horas
con cambios de tampédn cada 2 horas.

4.5.3. Preparacién de las muestras.

Tras la extraccién de los nervios ciaticos de dos ratones, como se indica
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en el apartado 3.2. de este capitulo de Materiales y Métodos, se homogenizaron
de forma agrupada en 650 ul de tampén fosfato potasico 0.2 M, pH 7.0,
previamente enfriado, con un homogenizador Potter de teflén de 1 ml de
volumen, a 800 r.p.m., ocho veces. ‘

Inmediatamente después, se acidificaron 360 yl del homogenado con 40
pul de acido perclérico al 20%. Se centrifugé a 12000 x g, se recogié el
sobrenadante, que contiene el GSH, y se conservaron a -20°C hasta la
determinacién de la concentracién de GSH. El resto del homogenado se
conservé para la determinacién de proteinas. ’

4.5.4. Procedimiento.

Para la determinacién de la concentacién de GSH se pipetearon de forma
sucesiva en una microcubeta:

- 600 1 del tampén fosfato potasico

- 10 31 de 1a solucién de CDNB
- 350 1 de muestra neutralizada.

El sobrenadante acidificado se neutraliz6 inmediatamente antes de ser

afiadido a la microcubeta del ensayo con una solucién de K,HPO, al 40%. La
cantidad necesaria para la neutralizacién, comprobada en cada muestra con
papel indicador de pH, fue aproximadamente un 25% del volumen de
sobrenadante acido. Se centrifugé durante unos segundos con el fin de que
precipitase la sal formada y se tom¢ la cantidad sefialada 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 reaccién y a una longitud de

onda de 340 nm, la reaccién se desencadené con la adicién de 10 ul de la
solucién dializada de GSH S-transferasa.

Se registr6 la reaccién en las mismas condiciones sefialadas en el parrafo
anterior hasta que todo el GSH habia reaccionado con el CDNB.
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La concentracién de GSH presente en la microcubeta se calcul$ por la
diferencia entre la absorbancia antes y después de afiadir la enzima. El

coeficiente de extincién molar para el compuesto formado (GS-DNP) en estas
condiciones es de €349,,,= 9.6 mM-1 cm-l.

Los valores de la concentracién de GSH se expresan en nmol de GSH por
mg de proteina, realizindose al menos dos determinaciones de cada muestra.

4.6.1. Fundamento tedrico.

La determinacién de la actividad glutatién S-transferasa (GST; E.C.

2.5.1.18) se realiz6 por el método descrito por Habig er al. (1974) frente a 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) como substrato.

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

GSH S-Transferasa

GSH + CDNB » GS-DNP + HCI

El compuesto aromético formado (GS-DNP) se monitorizé
espectrofotométricamente.

4.6.2. Soluciones.

A. Tamp6n fosfato sédico 0.2 M, pH 6.5.
B. GSH 20 mM.
C. CDNB 20 mM,, disuelto en etanol.
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4.6.3. Preparacién de las muestras.

Los nervios cidticos de tres ratones, extraidos como se indica en el
apartado 3.2. de este capitulo de Materiales y Métodos, se agruparon segiin su
glucemia y se homogenizaron de forma conjunta en 1 ml de tampén fosfato
potasico 0.2 M, pH 7.0, previamente enfriado, con un homogenizador Potter de
teflén de 1 ml de voliimen, a 800 r.p.m., ocho veces.

La determinacién de la actividad glutatién S-transferasa se realizé en la
fraccién citosdlica de los nervios cidticos. Para prepararla, el homogenado
obtenido se centrifugé a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante
de esta primera centrifugacién fue de nuevo centrifugado a 100.000 x g durante
1 hora a 4°C. El sobrenadante de esta segunda centrifugacién constituye la
fraccién citosélica del nervio cidtico.

4.6.4. Procedimiento.

Para la determinacién de la actividad glutatién S-transferasa se pipetearon
de forma sucesiva en la microcubeta:

- 500 pd de tampén fosfato sédico 0.2 M, pH 6.5
- 50 pl de la solucién de GSH

- 50 pl de la solucién de CDNB

- 375 pl de agua bidestilada

- 25 pl de la fraccién citosélica de la muestra.

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

El coeficiente de extincién molar para el GS-DNP en estas condiciones es
de €340pm= 9.6 mM-1 cm-1.
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Los valores se expresan como nmol de GSH combinados con CDNB por
minuto y por mg de proteina.

4.7. Determinacion de la actividad glutation peroxidasa.

4.7.1. Fundamento tedrico.

La determinacién de la actividad glutatién peroxidasa (GSHPx; E.C.
1.1.1.1.9.) se realiz6 por el método descrito por Lawrence et al. (1978) frente a
dos perdxidos diferentes: per6xido de hidrégeno y tert-butil hidroperéxido.

4.7.1.1. Frente a per6xido de hidrégeno (H,0,).

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

GSH P id
H,0,+2 GSH R > 2H,0+GSSG

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

El método descrito se basa en la formacién de GSSG a partir de GSH y
H,0,, reaccién catalizada por la actividad GSHPx. El GSSG es reducido de
forma continua por un exceso de actividad glutatién disulfuro reductasa presente

en el medio, proporcionando un nivel constante de GSH. Esta reduccién
requiere la oxidacién de NADPH, cuya desaparicién es monitorizada
espectrofotométricamente.

4.7.1.1. Frente a tert-butil hidroperéxido (2-BOOH).

Se trata del mismo procedimiento que para el ensayo con H,0,, pero en
este caso el esquema de reacciones acopladas es el siguiente:
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GSH Peroxidasa
t-BOOH + 2 GSH > t-BOH + H, O + GSSG

GSH Reductasa
GSSG + NADPH + H+ >» 2 GSH + NADP*

4.7.2. Soluciones.

A. Tamp6n fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0, que contenia:
-EDTA 1 mM
- Azida sédica 1 mM

B. Glutatién reductasa 2.4 U/ml

C.GSH 10 mM

C. NADPH 1.5 mM disuelto en NaHCO; al 0.1%

D.:-BOOH 12 mM

E. H,0, 1.5 mM

4.7.3. Preparacion de las muestras.

La preparacién de las muestras para la determinacién de la actividad
glutatién peroxidasa fue la misma que la necesaria para la determinacién de la

actividad glutatién S-transferasa (apartado 4.6.3. de este capitulo de Materiales
y Métodos).

4.7.4. Procedimiento.

Para la determinacién de la actividad glutatién peroxidasa se pipetearon
de forma sucesiva en una microcubeta:

- 500 pl de tampdn fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0
- 25 pl del citosol preparado

- 75 pl de agua bidestilada

- 100 p1 de la solucién de glutatién reductasa

- 100 pl de la solucién de GSH
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Esta mezcla se preincubé durante 5 minutos a 37°C.

Se afiadieron 100 pl de la solucién de NADPH y se monitorizé durante 3
minutos el consumo de NADPH que no depende de los hidroperéxidos.

La reaccién total se desencaden con la adicién de 100 pl de la solucién

de hidroper6xido precalentada. Se registr6 la disminucién de la absorbancia,
debida al consumo del NADPH, a 340 nm en la microcubeta durante 5 minutos
a37°C.

El célculo se realiz6 por la diferencia entre el consumo de NADPH antes
y después de la adicién del hidroperéxido.

El coeficiente de extincién molar para el NADPH en estas condiciones es
de €340ym= 6.22 mM-1 cmr-l.

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

5. Administracién de inhibidores de proteina kinasa C.
En la realizacién del presente trabajo se utilizaron dos inhibidores de
proteina kinasa C: el H7 (1-(5-isoquinolinilsulfonil)-2-metilpiperazina) y el

calfostin C. Ambos se administraron de forma aguda y de forma continua o
crénica.

5.1. Administracién aguda.
5.1.1. H7.
Para su administracién de forma aguda, el H7 se disolvié inicialmente a

razén de 100 mg/ml de DMSO. Tras su perfecta disolucién con ayuda de
agitacion magnética, se realiz6 una segunda dilucién en 9 volimenes de agua

65



Materiales y Métodos

bidestilada, de manera que la concentracién final de H7 en la solucién fue de 10
mg/ml.

La administracién de H7 se realiz6 intraperitonealmente a partir de la
solucién antes citada de 10 mg/ml.

5.1.2. Calfostin C.

El calfostin C se disolvié, a razén de 1 mg/ml, en DMSO. Tras su
disolucién, se realiz6 una segunda dilucién con agua bidestilada a una
concentracién de 10 pg/ml. A partir de esta solucién, a través de diluciones
sucesivas con agua bidestilada, se prepararon las soluciones necesarias, teniendo
en cuenta que el volumen inyectado a cada ratén fuera de 1-3 pl/g.

La administracién de calfostin C de forma aguda se realiz6, como la del
H7, intraperitonealmente.

5.2. Administracion continua.

5.2.1. H7.

La administracién continua de H7 se realiz6 mediante las bombas
microosméticas Alzet®, modelo 1003D. Se trata de unas bombas que se pueden
implantar en animales de experimentacién para la administracién de sustancias
de forma lenta, mantenida y continua.

Las bombas implantables constan de dos piezas ajustables entre si. La
primera de ellas es el reservorio del material a liberar y la segunda es el
moderador de flujo, que estd 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 administracién de H7, se caracteriza
por liberar durante 72 horas un volumen de 1.00 + 0.07 ul/hora. El volumen que

66



Materiales y Métodos

pueden contener es de 90 + 4 ul. Sus medidas externas son 1.7 cm de largo y 0.6
cm de didmetro.

Las bombas microosméticas se rellenaron con una solucién de 25 mg de
H7 por 100 1 de DMSO al 50%. Esta solucién es la mas concentrada posible
que se puede obtener a partir de los preparados comerciales, teniendo en cuenta
que el interior de la bomba permite un méximo de un 50% de DMSO.

Una vez completamente llenas de la solucién adecuada, se procedié a su
anestesiados por via inhalatoria con eter etilico. Se realiz6 a continuacién una
pequeiia incisién en la piel de la espalda, por debajo de las escépulas, y con
ayuda de unas pinzas se practicé un bolsillo subcutdneo. Se introdujo
longitudinalmente la bomba, con el extremo de salida de liquido de la misma
alejado de la incisién, y se procedi6 a la sutura de la incisién. De este modo, la
bomba qued? situada a nivel interescapular y subcutdneamente, de modo que no
era accesible al propio animal. La liberacién del producto comienza unas 4
horas después del implante de la bomba.

5.2.2. Calfostin C.

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

Las bombas utilizadas para la administracién de calfostin C fueron las
bombas miniosméticas Alzet®, modelo 2002. Estas bombas permiten liberar de
forma continua, durante 14 dias, un volumen de 0.50 + 0.02 yl/hora. El volumen
méximo que pueden contener es de 200 ul. Sus dimensiones externas son 3 cm
de largo y 0.7 cm de didmetro.
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Las bombas miniosméticas se rellenaron de una solucién de calfostin C
de 50 ng/ul, en la que la proporcién de DMSO era menor del 0.001%. Las
bombas miniosméticas se implantaron del mismo modo que las microosméticas
de H7.

- 6. Estudios electrofisiolégicos.

Los estudios electrofisiolégicos se realizaron por una modificacién del
“método propuesto por Romé y Soria (1984). Este fue adaptado para la
determinacién de la velocidad de conduccién nerviosa en la cola del ratén, y se
basa en el registro de potenciales de accién compuestos de la musculatura dorsal
de la cola del rat6n obtenidos por estimulacidn eléctrica del nervio caudal que la
inerva.

6.1. Obtencion de potenciales de accién musculares.

6.1.1. Fijacién del animal.

Los ratones fueron inmovilizados mediante la inhalacién de una dosis
subhipnética de dietil éter, lo cual facilita la manipulacién del animal para la
técnica de fijacion y evita el estrés que podria generarse por la misma.

Una vez conseguida la hipotonia en el animal, se fij6 a una plataforma
disefiada para tal fin que consta de dos cuerpos que forman un 4ngulo de 110°.
Las patas del animal se fijaron mediante cinta eléstica a los laterales del cuerpo
vertical, quedando el cuerpo del animal extendido sobre éste. La cola del ratén
se fij6 a lo largo del cuerpo horizontal de la plataforma mediante cintas,

permitiendo el acceso a la misma para las determinaciones electrofisiologicas
(figura 3).
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Figura 3. Esquema del montaje experimental utilizado para la
obtencion de los parametros electrofisiologicos.
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6.1.2. Insercidn de los electrodos.

Los troncos dorsales del nervio caudal del ratén 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 posicién extendida de la cola permitié utilizar
siempre una misma distancia entre la aguja catédica de estos dos pares de
electrodos (30 mm), por lo que el trayecto nervioso utilizado para el célculo de
la velocidad de conduccién fue siempre de la misma longitud.

En una posicién distal a los electrodos de estimulacién (ver figura 4) se
insertd el electrodo de registro (de las mismas caracteristicas que los anteriores).
Tras la observacién de los potenciales de accién musculares obtenidos, si estos
no resultaban adecuados, se desplazaba el punto de insercién del electrodo de
registro en sentido proximal hasta la obtencién de registros representativos.

6.1.3. Técnica electrofisiolégica.

Mediante los electrodos de estimulacién anteriormente descritos se
aplicaron pulsos eléctricos rectangulares generados por un estimulador eléctrico
de caracteristicas apropiadas (ver figura 3). Los pulsos utilizados en este estudio
fueron de una duracién fija de 0.1 ms y de un voltaje un 20% superior al
minimo requerido para conseguir la mixima respuesta del potencial muscular
compuesto (voltaje supramaximal). Este voltaje se calcul6 en cada experimento.

La despolarizacién inducida por la estimulacién eléctrica en las fibras
nerviosas (potencial de accién nervioso) se conduce a través de éstas hasta las
sinapsis neuromusculares, determinando la liberacién de acetilcolina y la
generacion de un potencial de accién muscular en cada una de las fibras
musculares inervadas por las fibras nerviosas despolarizadas. La suma de estos
potenciales de accién musculares es registrada por el electrodo de registro y,
debidamente amplificada, se visualiza en la pantalla de un osciloscopio de rayos
catédicos, originando la sefial que definimos como potencial de accién muscular
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Figura 4: Esquema de la cola del raton con detalle de los elementos electrofisiologicos
utilizados.
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compuesto.

Las sefiales visualizadas en la pantalla del osciloscopio fueron captadas
por una cdmara de video, digitalizadas en un ordenador dotado de la tarjeta
adecuada y almacenadas en soporte magnético para su posterior andlisis. En
la figura 5 se presenta un registro tipico, en el que se miden los siguientes
parametros: _

- latencia de aparicién del potencial de accién, considerada como el
intervalo de tiempo en milisegundos entre el artefacto de estimulo (momento en
que se aplica éste) y el inicio de la deflexi6én negativa (despolarizacién de las
fibras musculares inervadas por las fibras nerviosas mas rdpidas).

- amplitud del potencial de accién, que se mide como la altura mixima de
la deflexién negativa respecto de la linea de base, en milivoltios.

- duracién del potencial de accién, que es el intervalo de tiempo en
milisegundos entre el inicio de la deflexién negativa y cuando ésta vuelve a
cruzar la linea de base.

6.1.4. Técnica de termostatizacion.

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

Para conocer en todo momento la temperatura de la preparacién, se
insert6 un termopar de aguja en el territorio contralateral al utilizado para las
determinaciones electrofisiolégicas, entre los dos electrodos de estimulacién
(ver figura 4). Este termopar se conect6 a un termémetro electrénico de
precision.
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Amplitud 1

Latericia 1 Duracion 1

Amplitud 2

Latencia 2  Duracion 2

Figura 5: Potenciales de accion musculares tipicos evocados por

estimulacion supramaximal. Ver detalles en el texto.
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6.2. Calculo de la velocidad de conduccién nerviosa motora.

La velocidad de conduccién nerviosa motora se calculé6 mediante el
método indirecto de la diferencia de latencias. En la figura 5 se presenta un
esquema de los elementos implicados en el cdlculo de la velocidad de
conduccién nerviosa por dicho método. Puede observarse que la diferencia de
latencias corresponde al tiempo que invierte el potencial de accién nervioso
en recorrer el trayecto comprendido entre los citodos de los dos electrodos
de estimulacién. Como ya se comento, este trayecto es facilmente determinable
en superficie, y fue de 30 mm en todos los experimentos.

La velocidad de conduccién de las fibras nerviosas mds rapidas
(velocidad de conduccidn nerviosa motora maxima) se calculé como el cociente
entre el espacio entre los electrodos de estimulacién y la diferencia de latencias.

7. Analisis estadistico.

Para el tratamiento estadistico de los datos obtenidos se utilizaron los
andlisis que se presentan a continuacién (Downie y Heath, 1977).

7.1. Estadistica 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
nimero de casos, segun:

X = 2X  siendo: X = media
N X = valor obtenido

N = nimero de casos

La medida de dispersién de los datos utilizada en el presente trabajo fue
la desviacién estdndar, el estadistico de dispersién més fiable y que con mas
frecuencia se emplea. Se define como:
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> (X-X)? . o
S = N1 siendo: s = desviacién estandar
X = valor obtenido
X = media

N = niimero de casos

Los datos de este trabajo se expresan en forma de intervalo centrado en la
media y con una desviacién estdndar (media + desviacién estandar).

7.2. Test ¢ 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 recurrié a un contraste de diferencia de medias, en el que se
establece una hipétesis nula. Esta hipbtesis consiste en la ausencia de
diferencias entre las medias de las dos poblaciones para la variable respuesta

estudiada. El contraste estadistico mds adecuado para un nimero de datos menor
de 30 es el test ¢ 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 muestrales de las
dos muestras extraidas de cada poblacién y la desviacién tipica de esa diferencia
se distribuye segiin una distribucién ¢ de Student, segin la ecuacién:

siendo: ¢ = distribucién ¢ de Student

X ly-)z2 = medias de los grupos

X-X,
tglz S

DX

S px = error tipico de la diferencia de medias

gl = grados de libertad = N + N,-2

N = n° casos de la muestra 1

N, =n° casos de la muestra 2
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Debido a que las comparaciones realizadas en este trabajo se refieren a
poblaciones distintas, el tipo de test ¢ de Student utilizado es el de datos no
apareados. Se ha utilizado el contraste de dos colas o bilateral, ya que se
pretendia establecer la diferencia entre las medias de las diferentes poblaciones,
sin presuponer la direccién de esta diferencia. El intervalo de confianza para
dicha diferencia de medias poblacionales se calculé mediante la aplicacién
estadistica StatWorks™, version 1.1.

7.3. Analisis de varianza (ANOVA).

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

Para obviar esto, se utilizé el andlisis de la varianza (ANOVA con un sélo
factor), que contrasta simultineamente todos los casos y contrasta una hipétesis
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 hipétesis nula fuera cierta, la varianza inter e
intragrupos seria la misma. Es posible contrastar la diferencia de las dos
varianzas mediante el contraste de la F de Snedecor, calculado como:

S 2
F= —5.2- donde: SE2 = variacion entre grupos
S
D o Sp# = variaci6n intragrupos
2(X-X) :
SEZ - b X; = valor obtenido
I-1 X ;= media de los valores obtenidos en el grupo i
2
g2 I.}j:(xg' X) I = niimero de grupos
D= T10-D J = niimero de repeticiones de un grupo
i=1-1 X = media de todos los valores
j=1-1
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Para realizar este andlisis se utiliz6 la aplicacion estadistica StatWorks™,
version 1.1.

En los casos en los que se descarté la hip6tesis nula mediante este
contraste, la diferencia entre las medias de los distintos subgrupos se estimé por
el test 7 de Student.

7.4. Otros analisis.

- Cuando se pretende valorar la posible la dependencia lineal de dos
variables entre si, pueden utilizarse diversas técnicas de inferencia estadistica,
como la regresion lineal simple, el coeficiente de correlacién r de Pearson, el
test de paralelismo y el andlisis de covarianza (ANCOVA).

La regresién lineal simple permite establecer la relacién que existe entre
los valores de la variable dependiente en funcién de los obtenidos para la
variable independiente, segiin la ecuacién de una recta: y = a + bx. El célculo de
los coeficientes a y b se realiza segin las férmulas siguientes:

2(x-X)(y-y)
= 4 2y donde: x, y = valores obtenidos
2(x-%) X, ¥ = media de los valores obtenidos
a=y-bxX

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

= 2(x-X( -y siendo: r = coeficiente de correlacion de Pearson
‘\/ S(x-023(y-?2 X, y = valor obtenido
X, Y = media de los valores obtenidos
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La comparacién entre ecuaciones de regresién lineal puede realizarse
mediante diversos métodos estadisticos, entre los que hemos elegido la
aplicacién secuencial de un test de paralelismo y un ANCOVA.

El test de paralelismo utilizado contrasta la hipétesis nula de no
paralelismo de las rectas comparadas (diferencia de pendientes), mediante un
estadistico que sigue una distribucién F de Snedecor. Este andlisis se realiz6
mediante la aplicacién estadistica Pharm/PCS, versién 4.

- La comparacién de la posicién de dos o més rectas (valor de la ordenada
en el origen), sean o no paralelas, se realiz6 mediante un ANCOVA, que
contrasta la hipdtesis nula de que este valor no sea diferente para las rectas
comparadas. El estadistico obtenido sigue una distribucién F de Snedecor. Este
andlisis se realiz6 mediante la aplicacién estadistica MYSTAT, versié6n 1.1.
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Resultados

1. Modelo experimental.

El modelo animal elegido para la realizacién de este trabajo, tal y como se
adelantaba en el apartado 3 de la Introduccién, es la diabetes inducida por la
administracién de aloxana o de estreptozotocina en el ratén.

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 tnicas de 70, 105 y 140
mg/Kg de estreptozotocina y se determind el valor de la glucemia en diferentes
dias. El grupo control fue inyectado intraperitonealmente con volimenes
equivalentes del solvente de la estreptozotocina, tampén citrato fosfato 10 mM,
pH 4.5.

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

En la figura 7 se presenta el efecto de la inyeccién de aloxana sobre los
valores de glucemia. Se inyectaron subcutdneamente dos grupos de ratones con
una dosis unica de aloxana de 100 y 200 mg/Kg. El grupo control fue inyectado
subcutdneamente con volumenes equivalentes del solvente de la aloxana,
tampon citrato fosfato 10 mM, pH 4.5. Esta figura pone de manifiesto que la
inyeccién de aloxana a una dosis de 100 mg/Kg no produjo ningiin efecto sobre
la glucemia cuando se comparan los resultados con los obtenidos para el grupo
control. Por el contrario, la administracién de una dosis de aloxana de 200
mg/Kg provocé un gran aumento de los valores de glucemia, que fue
significativo desde el primer dia, comparado con el grupo control. La glucemia
del grupo tratado con 200 mg/Kg de aloxana presenté 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 (o) 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 + desviacion estandar (barras).

*p <0.001 comparado con el grupo control.

&1



Resultados

Glucemia
(mM)

601

10.

0 4 8 12 16 20 24 28

Tiempo (dias)

Figura 7: Efecto del tratamiento con diferentes dosis de aloxana
sobre los niveles de glucemia. Los ratones fueron inyectados
subcutaneamente con 100 mg/Kg (o) y 200 mg/Kg (O) de aloxana.
El grupo control (#) fue inyectado el solvente de la aloxana. Los
valores son media + desviacion estandar (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 estadisticamente
significativo (p < 0.001) para todos los puntos comparado con el
grupo control. F(2, 98) =359.37, p <0.001.
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estabilizacién entre los dias 4 y 16 aproximadamente, en la cual los valores de
glucemia fueron unas 5 veces mayores que los del control, y que posteriormente
aument6 de manera progresiva hasta provocar la muerte de los ratones.

En la figura 8 se muestra el efecto de la inyeccién tinica subcutinea 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 experimenté un aumento
sostenido, el grupo de ratones diabéticos detuvo e incluso disminuyé su
crecimiento ponderal, y s6lo al cabo de 13 dias se invirti6 la tendencia a la
pérdida de peso e iniciaron una lenta recuperacion. -

A partir de los resultados anteriores, se decidié utilizar la inyecién tnica
subcutinea de 200 mg/Kg de aloxana para la obtencién 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
bibliografia que se cita (Greene y Mackway, 1986; Kim e? al., 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, segtin 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
Introduccién, es un buen parametro para el estudio de la neuropatia diabética.

Con el fin de comprobar si la afectacién de la actividad Na*/K+ ATPasa
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Figura 8: Efecto de la inyeccion de aloxana sobre el peso de los
ratones. Dos grupos de seis ratones se inyectaron subcutdneamente
con 200 mg/Kg de aloxana (O) y con el solvente de la aloxana (#) el
grupo control. Se pesaron en los dias sefialados. Los valores estan
expresados como media + desviacion estandar (barras) de los pesos

individuales.
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es un fenémeno propio del sistema nervioso periférico y no del sistema nervioso
central, se determind la actividad Na+/K* ATPasa en nervio ciético y en cerebro
de ratones control y diabéticos de una semana de evolucién. En la tabla 1 se
muestra que la actividad Nat/K* ATPasa permaneci6 inalterada en cerebro

mientras que disminuyé 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
ouabaina y la Na*/K* ATPasa en nervio cidtico de dos grupos de ratones, uno
control y otro diabético. Como se desprende de los resultados, la Nat/K+
ATPasa represent6 alrededor de un 10% de la actividad ATPasa total y es la
unica que se afectd por la diabetes, demostrdndose que su disminucién es un

fenémeno especifico 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 ouabaina una semana después de haber inducido la diabetes.

La disminucién de la actividad Na*t/K* ATPasa del nervio cidtico es un
fenémeno que, en nuestro modelo experimental, se produce precozmente, de
manera que a los tres dias de haber inyectado la aloxana, la actividad del grupo
diabético representaba un 56% de la actividad del grupo control, disminuyéndo

progresivamente hasta alcanzar el minimo a los diez dias y mantenerse
estabilizada en torno 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 dia de evolucién de la diabetes, ya que la actividad Nat/K* ATPasa
disminuye en tan breve plazo a la mitad de la actividad del grupo control.

Por ultimo, es importante sefialar que, el 100% de los ratones
considerados diabéticos en la realizacién de este trabajo, presentaban

disminuida su actividad Na*/K* ATPasa en nervio cidtico a los 4 6 5 dias de
evolucién al menos al 70% de la actividad del grupo control.
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TABLA 1

Comparacion del efecto de la diabetes inducida por aloxana sobre la
actividad Na+/K* ATPasa en nervio ciitico y en cerebro de ratén.

Nat/K+ ATPasa Glucemia
(nmol/mg prot X h) (mM)
Grupo Ciaticos Cerebro
Control 456 + 8 1183 + 140 72+02
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 dias después fueron sacrificados y se midi6 la actividad
Na*/K+ ATPasa en nervio cidtico y en membranas de cerebro. Los datos son
media + desviacion estandar.
* p < 0.001, comparado con los valores del grupo control.



TABLA 2

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

ciatico de raton.

Actividad ATPasa Glucemia
(nmol/mg prot x h) (mM)
Grupo ATPasa Total ATPasa insensible = Na+/K+ ATPasa
a ouabaina
Control 6089 + 655 5444 £702 645 +£80 7.6+ 14
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 dias después fueron
sacrificados y se midio la glucemia y la actividad ATPasa total, la ATPasa insensible a ouabaina y la
Na+/K+ ATPasa en nervio ciatico. Los datos son media + desviacion estandar.

*p <0.001, comparado con los valores del grupo control.
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Figura 9: Evolucion de la actividad Nat+/K+ATPasa en nervio
ciatico tras la inyeccion de aloxana. Los ratones fueron inyectados
subcutaneamente con 200 mg/Kg de aloxana. A los tiempos indicados,
se midio la actividad Na”"/K+ATPasa en los nervios ciaticos, por el
procedimiento descrito en Material y Métodos. Los datos son la media
+ desviacion estandar (barras) de grupos de 3 a 12 ratones. La
disminucion de la actividad Nat+/K'lATPasa fue significativa (p <

0.001) para todos los puntos.
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3. Efecto _de los inhibidores de la proteina kinasa C sobre la actividad
Nat/K* ATPasa.

En los objetivos nimeros 2 y 3 del presenta trabajo se planteaba la
utilizacién de los inhibidores de 1a PKC en animales con neuropatia diabética.
Este tipo de experimentos presenta un doble interés: por un lado, contribuir a
esclarecer el papel que la PKC, y concretamente su activacién, desempefia en la
fisiopatologia de esta neuropatia, y por otro, estudiar el posibie efecto
beneficioso de su inhibicién y la posible incorporacién de los inhibidores de la
PKC al tratamiento de estas lesiones.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos con la
administracién 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 cidtico, utilizada como fndice de neuropatia
diabética. Se presenta primero el efecto de la administracién de forma aguda de
H7, a continuacién el de la de calfostin C y por tltimo los resultados obtenidos
con | administracién de forma lenta y continua de ambos.

3.1. Efecto de la inyeccion aguda de H7.

Los primeros experimentos realizados con la administracién de H7 se
presentan en la tabla 3. Se puede observar que la administracién de 30 mg/Kg

de H7 a un grupo de ratones control no modificaba la actividad Nat/K+ ATPasa
en nervio ciético.

La inyeccién intraperitoneal de 30 mg/Kg de H7, 15 minutos antes de la
inyeccion de la aloxana, previno completamente la disminucién de la actividad

Na*/K* ATPasa.

Con el fin de estudiar si la administracién de H7 revierte, y no sélo
previene, la disminucién de la actividad Na+/K* ATPasa, se inyecté un grupo
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TABLA 3

Efecto de la inyeccion de H7 en la actividad Na*/K* ATPasa del nervio

cidtico de ratones control y diabéticos.

Nat/K+* ATPasa Glucemia
Grupo B nmol/mg protxh % control - mM
Control - 63722 100 70+14
Diabético 365 + 25* 57 22.3 +3.3**
H7, 15' antes de la aloxana 572+ 53 90 22.1 £2.5%*
H7, 4 dias después 582+ 41 91 23.0 £3.7**
H7 608 + 51 95 7.1+£03

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 inyeccién de aloxana. Estos ratones fueron sacrificados 4

dias més tarde. El cuarto grupo fue inyectado con 30 mg/Kg de H7 cuatro
dias después de la inyeccion de aloxana y sacrificado 15 minutos despues. Un
grupo control fue inyectado con 30 mg/Kg de H7 y sacrificado 15 minutos
después. Los datos son media + desviacién estdndar de la determinacién 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 dias de evolucién y se les administré una dosis
tinica de 30 mg/Kg de H7, intraperitonealmente, 15 minutos antes de ser

sacrificados. Como se puede comprobar en la tabla 3, la recuperacién 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 repeticién de este experimento en animales de S dias (figura 11 y

tablas 4 y 6), asi como en experimentos preliminares realizados a los 7 y 9 dias
de evolucién produjo resultados similares.

observar que la actividad Na*/K* ATPasa se recuper6 completamente 15
minutos después de la administracién de una dosis tinica intraperitoneal de 30
mg/Kg de H7 a un grupo de ratones diabéticos de cuatro dias de evolucién. Sin
embargo, una hora después, la recuperacién era tan s6lo de la mitad de la
actividad perdida, siendo todavia significativamente mayor la actividad del
grupo tratado con H7 que la del grupo diabético. Cuatro horas después, no
existia efecto de la administracién del H7 sobre la actividad Na*/K* ATPasa del
nervio ciatico de ratén diabético. El efecto del H7 en este modelo animal
presenta, a la vista de los datos presentados, una duracién media de
aproximadamente 1 hora.

En la figura 11 se muestra el efecto de diferentes dosis de H7 sobre la

actividad Nat/K* ATPasa en nervio cidtico de cuatro grupos de ratones
diabéticos de cinco dias de evolucién. La administracién de 30 y 15 mg/Kg de
H7 produjo una recuperacién practicamente completa de la actividad Na+/K+
ATPasa en nervio cidtico 15 minutos después de ser inyectado. La
administracién de una dosis de 10 mg/Kg recuperé aproximadamente un 50%
de la actividad perdida. La dosis de 5 mg/Kg no produjo ningiin efecto sobre la
actividad Na*/K* ATPasa. Con los datos presentados, podemos establecer que
la dosis que produce la mitad del efecto maximo (dosis eficaz 50; DEs) en
nuestro modelo experimental es de ~ 10 mg/Kg.
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Actividad Nat/K+ATPasa
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Figura 10: Evolucion a lo largo del tiempo del efecto de la
inyeccion de H7 en la actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciatico
de ratones diabéticos. Grupos de 4 ratones diabéticos de 4 dias de
evolucion fueron inyectados intraperitonealmente con 30 mg/Kg de
H7 y sacrificados en los tiempos indicados. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar (barras). Las areas sombreadas
representan la media + desviacion estandar 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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Actividad Na+/K+ATPasa
(nmol/mg prot x h)
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Figura 11: Efecto de diferentes dosis de H7 en la recuperacion de
la actividad Na+ /K+ ATPasa en nervio ciatico de ratones
diabéticos. Grupos de 3 ratones diabéticos de 5 dias de evolucion
fueron inyectados con las dosis indicadas de H7 y sacrificados 15
minutos después. El area sombreada representa la media + desviacion
estandar de los valores del grupo control (n=4) y del grupo diabético
(n=5). Los valores son media + desviacion estandar (barras).

F(5, 15) = 58.00, p< 0.001.

*p <0.001 comparado con el grupo diabético.
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Es importante hacer notar que, a las dosis de H7 utilizadas, no se observé
ningdn sintoma de toxicidad en los ratones inyectados y se mantuvieron

totalmente asintomaticos durante largos periodos de tiempo.

Como se comenté en la Introduccién (apartado 4.1.2.), el H7 es un
inhibidor selectivo pero no totalmente especifico de 1a PKC, siendo capaz de
inhibir las protefna kinasas dependientes de AMP y GMP ciclico. Por ello, se
inyect6 un grupo de ratones diabéticos de cinco dias de evolucién con HA1004,
un inhibidor 20 6 30 veces mds especifico para las proteina kinasas
dependientes de AMP y GMP ciclico que para la PKC, y se comparé su efecto
con el del H7. En la tabla 4 se puede comprobar c6mo la administracién de
HA1004 no present6é ningiin efecto sobre la actividad Na*/K* ATPasa del
nervio cidtico, probablemente debido a su escasa capacidad para inhibir la PKC.
En el mismo experimento, la administracién de H7 recuperé 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 Nat/K* ATPasa del nervio cidtico de ratones diabéticos puede ser
atribuido a la inhibicién de la PKC y no de las otras proteina kinasas que es
capaz de inhibir este compuesto.

3.2. Efecto de la inyeccién aguda de calfostin C.

Tal y como se adelantaba en la Introduccién (apartado 4.1.2.), un nuevo y
mas potente inhibidor de PKC, el calfostin C, fue descubierto en 1989 y se
comercializ6 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 duracién de su
efecto. Por todo ello se decidid realizar los experimentos con calfostin C que se
presentan a continuacién.

La administracién de una inyeccién intraperitoneal de 10 ug/Kg de
calfostin C a un grupo de cuatro ratones no produjo ningin efecto sobre la

actividad Na*/K* ATPasa cuando la comparamos con la actividad que
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TABLA 4

Comparacion del efecto de la inyeccion de H7 y HA1004 en la actividad

Na+/K+ ATPasa del nervio ciatico de ratén.

Nat/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 dias
después. Dos grupos de 5 ratones diabéticos de 5 dias de evolucién fueron
inyectados con la misma dosis (30 mg/Kg) de H7 y de HA1004 y sacrificados
15 minutos después. Los datos son media + desviacién estdndar de la
determinacién 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 cidticos del grupo control (tabla 5).

La administracién de la misma dosis de calfostin C a un grupo de ratones
diabéticos de cinco dias de evolucién recuperé completamente la actividad
Nat/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 ciético al ser inyectados a un grupo de ratones diabéticos de
cinco dias de evolucién. 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 Nat/K* ATPasa del nervio ciético de ratones diabéticos. En
los experimentos anteriores se habia demostrado que el calfostin C recuperaba
completamente esta actividad a las dosis de 10 y 20 ug/Kg. La dosis minima
que produjo la recuperacién completa de la actividad Na*/K* ATPasa 15
minutos después de su inyeccién fue de 2 ug/Kg. Esta recuperacién completa se
produce del mismo modo con todas las dosis superiores ensayadas (hasta 30
ug/Kg). Con todas estas dosis, la actividad Nat/K* ATPasa de los grupos
tratados con calfostin C fue la misma que la del grupo control. La menor dosis
utilizada (0.1 pg/Kg) también produjo una ligera recuperacién 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 maximo en este modelo
experimental (dosis eficaz 50; DEsg), que es = 0.5 ug/Kg. La DE 5 para el H7
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TABLA §

Efecto de la inyeccion de calfostin C sobre la actividad Na*/K+ ATPasa
del nervio ciatico de ratén.

Nat/K+* ATPasa - Glucemia
Grupo nmol/mg prot xh % control mM
Control 777+ 19 100 84+0.7
+ Calfostin C 749 + 61 96 87+21
Diabético 424 + 9* 55 269+ 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 dias mis tarde. El segundo grupo fue inyectado con una
dosis tunica intraperitoneal de 10 pg/Kg de calfostin C y sacrificado 15
minutos después. El grupo diabético fue inyectado con 200 mg/Kg de aloxana
y sacrificado 5 dias después. Un grupo de ratones diabéticos de cinco dias de
evolucién fue inyectado con una dosis Unica intraperitoneal de 10 ug/Kg de
calfostin C y sacrificado 15 minutos después. Los datos son media +
desviacién estdndar 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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TABLA 6

Comparacion del efecto de la inyeccion de H7 y calfostin C sobre la
actividad Na*/K* ATPasa del nervio cidtico de raton.

Na*/K* ATPasa Glucemia

Grupo nmol/mg protxh % 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 dias
después. Dos grupos de ratones diabéticos de S dias de evolucién fueron
inyectados con 15 mg/Kg de H7 y con 20 pug/Kg de calfostin C,
respectivamente, y sacrificados 15 minutos después. Los datos son media +
desviacién estandar de cuatro ratones por grupo.

F(3, 12) = 95.48, p < 0.001, para los valores de Nat/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
recuperacion de la actividad Nat+/K+ATPasa en nervio cidtico de
ratones diabéticos. Grupos de 3 ratones diabéticos (6 en la dosis de 1
/;g/Kg) de 5 dias de evolucion fueron inyectados con las dosis indicadas
de calfostin C y sacrificados 15 minutos después. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar (barras). Las dareas
sombreadas representan la media = desviacion estandar 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 m4s potente que el H7 para recuperar la actividad Na*/K*
ATPasa del nervio cidtico de los ratones diabéticos.

Con el fin de estudiar la duracién del efecto de la inyeccién tnica de
calfostin C se realizaron los experimentos recogidos en la figura 13. Se
representa la evolucion, a lo largo del tiempo, del efecto de la inyeccién tnica
intraperitoneal de dos dosis de calfostin C, 1 y 10 ug/Kg, sobre la actividad

Na*/K* ATPasa del nerv1o métlco de ratones diabéticos. La 1nyecc16n de la

dosis de 1 ug/Kg mantuvo completamente recuperada la actividad Na*/K+
ATPasa 4 horas después de su administracién, pero su efecto decayé
rdpidamente, y a las 8 horas de haber sido inyectados su actividad Nat/K+
ATPasa era igual a la del grupo diabético no tratado.

Cuando la dosis inyectada fue de 10 ug/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 seguia
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 ciético.

Comparando estos resultados con los obtenidos con la administracion de
H7 se puede concluir que el calfostin C produce un efecto mucho mas 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
ug/Kg, tarda = 5.5 horas. Tanto por la duracién del efecto considerado, como

por su potencia, el calfostin C demuestra un mejor comportamiento, en este
modelo experimental, que el H7.

Por iltimo, y del mismo modo que ocurria con el H7, a las dosis

utilizadas no se observé ningiin tipo de alteracién en el comportamiento de los
animales inyectados con calfostin C, ni sintomas de toxicidad durante el periodo
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Actividad Naftf/K+ATPasa
(nmol/mg prot x h)
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Figura 13:Evolucion del efecto de dos dosis de calfostin C sobre la
actividad Na+/K+ATPasa del nervio ciatico de ratones diabéticos.
Grupos de 3 ratones diabéticos de 5 dias de evolucién fueron
inyectados intraperitonealmente con 1/<g/Kg (o) y 10/,g/Kg (O) de
calfostin C. Se sacrificaron en los tiempos sefialados. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar (barras). Las dareas
sombreadas representan la media + desviacion estandar 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 ultimos de cada dosis.

*p <0.001, comparado con los valores del grupo control.
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de realizacién de los experimentos.
3.3. Efecto de la liberacién lenta de inhibidores de la proteina kinasa C.

De los tres problemas planteados con la administracién del H7 en
inyeccién tnica (ver apartado 3.2. de este capitulo de Resultados) dos han sido
resueltos con la administracién de calfostin C: una inhibicién mucho mas
especifica y potente sobre la PKC que la ejercida por el H7. Esto ha permitido
utilizar dosis mucho menores de inhibidor, sin embargo, la duracién del efecto
de ambos, cuando se administran mediante una inyeccién intraperitoneal, sigue
siendo limitada. Para tratar de subsanar este problema se recurrié a la
implantacién de bombas de liberacién lenta y continua de inhibidor, que
permiten mantener el tratamiento durante periodos més largos de tiempo.

La administracién continua de H7 se consiguié mediante la implantacién
de bombas microosméticas en el dorso de los ratones. Se utilizaron tres grupos
de tres ratones diabéticos de cinco dias de evolucién y se sacrificaron 24, 48 y
72 horas después de su implantacién. Los datos obtenidos con estos
experimentos se presentan en la figura 14. Se puede observar que, 24 horas
después, de la implantacién de las bombas microosméticas la recuperacién de la
actividad Na*/K* ATPasa del nervio cidtico 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 existian diferencias entre
la actividad de los ratones diabéticos tratados o no con H7.

Los resultados presentados en la figura 14 demostraban que se podia
mantener normalizada la actividad Nat/K* ATPasa del nervio cidtico de los
ratones diabéticos durante al menos 24 horas. Sin embargo, dado que la
liberacién de H7 se mantenia constante durante 72 horas, éste deberia perder
eficacia antes de ser liberado, de otro modo, la respuesta al H7 habria de ser
igual a las 72 horas que a las 24 horas de haber sido implantadas las bombas
microosméticas. Esta pérdida de eficacia del H7 sugeria que éste no era estable
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Figura 14: Efecto de la liberacion lenta y continua de H7 durante
diferentes periodos de tiempo sobre su capacidad para recuperar
la actividad Na+/K+ATPasa del nervio cidtico de ratones
diabéticos. Se colocaron bombas microosmoéticas de liberacion lenta
y continua a 3 grupos de 3 ratones diabéticos de 5 dias de evolucion,
llenas de una solucion de H7 (250 mg/ml) en 50% de
dimetilsulfoxido, liberandose 250 /<g de H7 por hora. Se sacrificaron
en los tiempos indicados. Los valores se expresan como media +
desviacion estandar (barras). Las areas sombreadas representan la
media + desviacion estandar 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.
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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 ratén) se calent6 una solucién 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 inyeccién de la
solucién calentada a 37°C durante 4 horas normalizé la actividad Na*/K*
H7 fue del 70% de la actividad perdida, y a las 24 horas tan s6lo del 33% de la
misma. La actividad de todos los grupos tratados con H7 fue diferente de la del
grupo diabético no tratado. La inyeccién de un grupo de ratones diabéticos con
la solucién fresca de H7 normalizé completamente la actividad Nat/K+ ATPasa
del nervio cidtico (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 liberacién
lenta y sostenida no se mantuvo durante 72 horas (figura 14).

La implantacién de bombas miniosméticas en el dorso de los ratones
permitia administrar calfostin C de forma continua durante dos semanas. En la
figura 16 se presenta el efecto de la liberacion continua de calfostin C en ratones
diabéticos de cinco dias de evolucién. Tres dias después de haber implantado las
minibombas, la actividad Na*/K* ATPasa del nervio cidtico representaba el
86% de la actividad del grupo control, frente al 48% del grupo diabético no
tratado. La recuperacién se mantuvo en este nivel (86% de la actividad del
grupo control) durante los 14 dias que se pueden utilizar este tipo de bombas.

Es importante resaltar que a pesar de la larga duracién 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 miniosmética de calfostin C durante 14 dias, los valores de
glucemia fueron, el dia 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 cidtico de ratones diabéticos.
Grupos de 4 ratones diabéticos de 5 dias de evoluciéon 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 + desviacion estandar (barras).
Las areas sombreadas representan la media + desviacion estandar 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 liberacion continua de calfostin C sobre la
actividad Na+/K+ ATPasa del nervio ciatico de ratones diabéticos.
Se colocaron bombas miniosmoticas de liberacion lenta y continua a 4
grupos de 3 ratones diabéticos de 5 dias de evolucion, llenas de una
solucion de calfostin C (50 /;g/ml) en 10% de dimetilsulfoxido,
liberandose 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 + desviacion
estandar (barras). Las areas sombreadas representan la media +
desviacion estandar de los valores del grupo control (n=6) y del grupo
diabético no tratado con calfostin C (n=0).

F(5, 18) =40.99, p< 0.001.

Todos los valores de los animales tratados con calfostin C son

estadisticamente diferentes (p <0.001) de los del grupo diabético.
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4.3 mM y 30.1 £ 4.1 mM, respectivamente, y 89 + 0.5 mM, 31.7+ 57 mM y
31.5 + 3.3 mM para los mismos grupos, dos semanas después.

4. Medida de la actividad protefna kinasa C en nervio ciitico de ratones
diabéticos y efecto de la administracion de sus inhibidores.

La determinacién de la actividad PKC en nervio ciatico de ratones control
y diabéticos constitufa 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 activacién de la PKC en nervio cidtico de
ratones diabéticos, que seria responsable de la disminucién de la actividad
Na*/K* ATPasa. Con el fin de comprobar esta hipétesis, y, después de poner a
punto el método adecuado, se determin6 la actividad PKC en nervio ciético de
ratones control y diabéticos.

En la figura 17 se presenta la actividad PKC en nervio ciético de ratones
control y diabéticos. La actividad PKC se determiné tanto en homogenado
fresco de nervio cidtico como en las fracciones citos6lica y de membranas del
mismo. Se puede comprobar que la actividad PKC en membranas es muy

superior (= 4 veces) a la que se encontré en la fraccién citosélica, tanto en
ratones control como en ratones diabéticos.

La actividad PKC en el nervio cidtico de los ratones diabéticos,
especialmente en las membranas, present6 unos valores discretamete superiores
a los del grupo control, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. Como se discutird en el apartado correspondiente, el método
utilizado para esta determinacién incluye la utilizacién de activadores de PKC

en el ensayo in vitro, pudiendo modificar las condiciones reales de activacién de
la PKC in vivo.

A pesar de no existir diferencias en la actividad PKC del nervio ciético
entre los grupos control y diabéticos, resulté interesante determinar la actividad
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Actividad PKC
(nmol/ mg prot x min)
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Figura 17: Medida de la actividad PKC del nervio ciatico de
ratones control y diabéticos. Se midid la actividad PKC en citosol,
membrana y homogenado fresco de nervio ciatico de 2 grupos de 5
ratones, controles (0) y diabéticos (o) de 5 dias de evolucion. Los

valores se expresan como media + desviacion estandar (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 inhibicién
provocada por éstos.

En la figura 18 se presenta el efecto de 1a administracién de inhibidores
de la PKC sobre su actividad en citosol y membranas de nervio cidtico de rat6n.
Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis tinica de 30
mg/Kg de H7 o de 30 pg/Kg de calfostin C. El grupo control recibi6 el solvente
de ambos (dimetilsulféxido diluido), 15 minutos después los ratones fueron
sacrificados y se midi6 la actividad PKC en las fracciones sefialadas de nervio
ciatico.

La actividad PKC en la fraccién citos6lica del nervio ciético no se afect
por la inyeccién de H7 o de calfostin C a las dosis indicadas. La actividad PKC
en membranas de nervio cidtico fue significativamente menor en los grupos
tratados con inhibidores que en el grupo, lo cual demostré que estos inhibidores
eran capaces de ejercer su efecto sobre la PKC del nervio ciético. La
disminucién 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 determinacién de la actividad PKC en nervio cidtico, 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 conduccién nerviosa.

En el apartado 4.2.5. de la Introduccién se ponia de manifiesto que la
disminucién de la velocidad de conduccién nerviosa en los animales diabéticos,
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Actividad PKC
(nmol/ mg prot x min)
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Figura 18: Efecto de la inyeccidon intraperitoneal de H7 y de
calfostin C sobre la actividad PKC en nervio ciatico de raton. Los
ratones fueron inyectados con H7 (30 mg/Kg;S) o con calfostin C
(30 /;,2/Kg;0) y el grupo control (0) con los solventes y sacrificados
15 minutos después. Se midi6 la actividad PKC en citosol y
membrana. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar (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.

* Estadisticamente diferente (p < 0.001) comparado con los valores

del grupo control.
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y también en el hombre, era uno de los fenémenos observados en la neuropatia
diabética, si bien su presencia es discutida en numerosos modelos. También se
ha comentado cémo algunos autores han asociado la disminucién de la VCN a
la disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa del nervio cidtico de los

animales diabéticos.

Hasta el momento, con el modelo experimental utilizado, se ha podido
demostrar una disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa, que se puede
prevenir y recuperar con la administracién de inhibidores de la PKC. A
continuacién se estudia la posible alteracién de la VCN y su modificacién con
los inhibidores de la PKC utilizados.

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

La determinacién de la VCN a la temperatura fisiol6gica de la cola del

ratén (27°C) no demostré 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 fisiol6gica, puso de
manifiesto las alteraciones inducidas por la diabetes en la conduccién nerviosa.
Se puede comprobar que, a temperaturas alejadas de la fisiol6gica, 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 conduccién nerviosa inducidas por la diabetes.

El estudio del efecto de los inhibidores de 1a PKC sobre 1a VCN se inicid

con la administracién aguda de H7 a las dosis de 30 mg/Kg, a ratones control y
diabéticos. Se midi6é la VCN durante las 2 horas siguientes a la inyeccion, sin
que se observaran cambios en la misma.
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Figura 19: Efecto de la diabetes sobre la velocidad de conduccion
nerviosa motora maxima. Se midid la velocidad de conduccion
nerviosa mediante el método indirecto (diferencia de latencias), a las
temperaturas indicadas, en el grupo control (#) y diabético (O) de 16
+ 3 dias de evolucion. Los valores se expresan como media +
desviacion estandar (barras) de 7 ratones por grupo. Se muestran las
rectas de regresion 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).

* Estadisticamente 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
capitulo de Resultados, la inhibicién mas potente y duradera de la PKC se
consigué con la administracién continua de calfostin C mediante bombas
miniosméticas. 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 dias de
evolucién, al segundo de los cuales se le administré 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 toxicos. La determinacién de la VCN a 22°C demostré que la
administracién continua de calfostin C no recuperaba la disminucién de la VCN
que se producia 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 observé diferencia alguna entre
los valores correspondientes al incremento de la VCN por grado centigrado
entre ninguno de los grupos considerados (tabla 7).

De los resultados obtenidos con la determinacién de la VCN cabe
destacar que, en este modelo experimental, la VCN en el nervio caudal esta
disminuida en los ratones diabéticos a temperaturas diferentes de la fisiol6gica y
que la administracién de calfostin C de forma continua, aunque recuperé la
actividad Nat/K* ATPasa del nervio cidtico en los mismos tiempos de
evolucion, no recupera la disminucién de la VCN inducida por la diabetes.

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

La presencia de estrés oxidativo, como se vio en el apartado 4.4.3. de la
Introduccién, se ha propuesto como uno de los mecanismos implicados en la
fisiopatologia de la neuropatia diabética. Con el fin de estudiar esta teoria, y
como se adelantaba en el punto 4 del apartado de Objetivos, se estudian los
aspectos mas importantes de la defensa antioxidante en nervio cidtico de ratones
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TABLA 7

Determinacion de la velocidad de conduccion nerviosa en ratones control, diabéticos y diabéticos
tratados con calfostin C de forma continua.

Glucemia VCNM (m/s) A°C VCNM
Grupo (mM) 22°C 27°C (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 £0.10

La velocidad de conduccion nerviosa motora (VCNM) se calculé mediante el método indirecto
(diferencia de latencias) a las temperaturas indicadas en un grupo control y dos grupos diabéticos de 18
dias de evolucidn, el segundo de los cuales fue tratado con calfostin C liberado de forma continua
durante los tultimos 14 dias. El incremento de la velocidad de conduccién nerviosa por grado
centigrado, entre las temperaturas estudiadas (A°C VCNM), se calculd segun se detalla en el apartado
correspondiente de Material y Métodos. Los datos se expresan como media = desviacion estdndar con
el numero 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 concentraciéon de glutation.

El GSH constituye uno de los ejes centrales de la defensa antioxidante
celular, y la determinacién de su concentracién constituye un buen indice para

su estudio.

En la figura 20 se presenta la evolucién de la concentracién de GSH y la
glucemia en un grupo de ratones control y dos grupos de ratones diabéticos de 7
y 21 dias de evolucién. La determinacién del contenido de GSH se realizé en
los nervios ciéticos de dos ratones en cada determinacién. La concentracién de
GSH en nervio ciético de ratén no se modific6 en las tres primeras semanas de
evolucion.

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

La ausencia de modificaciones en la concentracién de GSH en nervio
cidtico llevé 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 escogié la actividad GSH S-transferasa, y la
actividad GSH peroxidasa frente a dos peréxidos, peréxido de hidrégeno y fert-
butil hidroperéxido.

La determinacién de estas actividades enziméticas se realizé en un grupo
de ratones control y un grupo de ratones diabéticos de 7 dias de evolucién, con 9
ratones en cada grupo. La determinacién de las actividades enziméticas se llevé
a cabo en citosol preparado a partir de los nervios ciéticos de tres ratones. Los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 8.

La actividad GSH S-transferasa no se modificé con la induccién de la
diabetes, presentando la misma actividad el grupo control que el grupo
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Glutatién Glucemia
(nmol/mg prot) (mM)
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Figura 20: Efecto de la diabetes sobre la concentracion de
glutation en nervio ciatico de raton. Se midid la concentracion de
glutation en nervio ciatico de un grupo de ratones control (n=8) y en
dos grupos de ratones diabéticos de 7 (n=8) y 21 dias (n=6) de
evolucion. Cada determinacion de glutation se realizé agrupando los
nervios ciaticos de dos ratones. Los valores se expresan como media +
desviacion estandar (barras) de los valores de glutation (#) o de
glucemia (O)-

*p<0.001 comparado con los valores del grupo control.
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TABLA 8

Actividad glutation S-transferasa y glutation peroxidasa en citosol de nervio ciatico de ratones

control y diabéticos de una semana de evolucion.

Glucemia Glutation S-transferasa Glutatidon peroxidasa
Grupo (mM) (nmol/mg prot x min) (nmol/mg prot x min)
t-BOOH H20 2
Control 7.3+0.5 180+20 38.2 +6.8 61.1 £2.3
Diabético 30.6 £5.5* 174 £33 33.6 +7.0 42.8 £4.4*

Se midi6 la actividad glutation S-transferasa y glutation peroxidasa frente a dos perdxidos, tert butil
hidroperdoxido (/-BOOH) y perdxido de hidrogeno (H20 2) en un grupo de ratones control y en un grupo
de ratones diabéticos de 7 dias de evolucidon. La determinacion de las actividades enzimaéticas se realizo
en la fraccidon citosolica de los nervios cidticos de tres ratones agrupados. Los valores se expresan como
media + desviacion estandar de los valores correspondientes a 9 ratones por grupo.

*p <0.001, comparado con los valores del grupo control.
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diabético. De igual modo, la actividad GSH peroxidasa frente a rerz-butil
hidroperéxido no se modificé después de una semana de evolucién de la
diabetes. Sin embargo, la actividad GSH peroxidasa frente a peréxido de
hidrégeno, al cabo de 7 dias, presentaba una disminucién estadisticamente
significativa, comparada con los valores del grupo control.

Debido al interés que la iiltima enzima presenta desde el punto de vista de
la defensa antioxidante, asi como su marcada disminucién tras una semana de
evolucién de la diabetes, se consideré oportuno ampliar su estudio.

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

Como se present6 en el apartado anterior, la actividad GSH peroxidasa en
nervio cidtico de ratones diabéticos de 7 dias de evolucién estaba
significativamente disminuida respecto a la actividad que presentaba el grupo
control. Con el fin de estudiar la evolucién de esta disminucién en la actividad
de la enzima, se prepar6 el experimento recogido en la figura 21.

En la figura 21 se presenta la actividad GSH peroxidasa frente a peréxido
de hidrégeno en citosol de nervio cidtico de un grupo de ratones control, un
grupo de ratones diabéticos de 7 dias de evolucién y un grupo de ratones
diabéticos de 21 dias de evolucién. También se presenta la evolucién de la
glucemia en los mismos tiempos. La actividad GSH peroxidasa, que al cabo de
7 dias de evolucién de la diabetes era significativamente menor que la actividad
del grupo control, se mantuvo disminuida tres semanas después de la induccién
de la diabetes en valores semejantes a los de la primera semana.

Por otro lado, la representacién de esta actividad y de la glucemia mostré
una evolucién inversa que sugeria la existencia de una relacién entre los valores
de glucemia y la actividad GSH peroxidasa del nervio cidtico de los ratones

diabéticos.

En la figura 22 se presenta la regresién lineal entre la actividad GSH
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(nmol/mg prot x min) (mM)
70-. r 40
60-
-30
50-
-20
40-
10
30-
0 7 14 21

Tiempo (dias)

Figura 21: Evolucion a lo largo de tres semanas de la actividad
glutatién peroxidasa en nervio cidtico de ratones diabéticos y de
la glucemia. Se determind la actividad glutation peroxidasa en nervio
ciatico de un grupo de ratones control (n=9) y en dos grupos de
ratones diabéticos de 7 (n=9) y 21 dias (n=9) de evolucion. Cada
determinacion de la actividad glutation peroxidasa se realizd
agrupando los nervios ciaticos de 3 ratones. Los valores se expresan
como media = desviacion estandar (barras) de los valores de la
actividad glutation peroxidasa (#) o de glucemia (O)-

*p <0.001 comparado con los valores del grupo control.
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Figura 22: Correlacion entre la glucemia y la actividad glutation
peroxidasa en nervio cidtico de raton. Cada punto representa la
actividad glutation peroxidasa en citosol de los nervios ciaticos
agrupados de tres ratones y la glucemia de los mismos. Se incuyen los
valores de ratones control (#), ratones diabéticos de 7 (O) y 21 (o)
dias de evolucion y de los ratones que, inyectados con 200 mg/Kg de
aloxana, no se hicieron diabéticos (m). Los valores se ajustan a una
representacion lineal (y = 69.270 - 0.874x) con un coeficiente de

correlacion de r= - 0.94.
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peroxidasa medida en citosol de nervio cidtico 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 dias de evolucién, 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 ciético de un grupo de tres ratones.

La representacién grafica entre los niveles de glucemia y la actividad
GSH perbxidasa evidenci6 una relacién inversa entre ambos pardmetros. Los
datos presentados en esta figura se ajustaron a una representacién lineal con una
muy buena correlacién negativa (coeficiente de correlacién r = -0.94).
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Discusion
1. Modelo experimental.

La obtencién de un modelo experimental adecuado para el estudio de la
neuropatia diabética constituia el primer objetivo de este trabajo. Como ya se
adelant6 en el apartado 3 de la Introduccion, de entre los miiltiples modelos que
se han utilizado hasta el momento, se decidi6é utilizar el modelo del ratén
diabético por administracién de estreptozotocina o aloxana.

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

Estos resultados motivaron la biisqueda de otro modelo m4s adecuado, ya
que la administracién de dosis intermedias entre 105 y 140 mg/Kg resultaba
dificil de ajustar en animales de tan poco peso y, ademaés, el margen entre la
dosis que provocaba la aparicién 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 e? al., 1988;
Triban et al., 1989), siempre subcutdneamente. Como se puede comprobar en la
figura 7, esta dosis no produjo ningiin efecto en la glucemia de los ratones, por
lo que se decidi6 utilizar una dosis doble de la anterior, 200 mg/Kg. Esta dosis,
como se comentd en el apartado 1 de los Resultados, produjo un incremento de
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la glucemia evidente y significativo desde el primer dia tras la inyeccién, y
mantuvo la glucemia, de manera practicamente estable, en torno a 30-35 mM
entre los dias 4 y 16. Estas glucemias son unas cinco veces superiores a las
obtenidas para el grupo control, y son mayores que el minimo comtinmente
aceptado (16 mM) para que un animal sea considerado diabético (Greene y
Lattimer, 1986), como se adelant6 en el apartado 2.2. de Materiales y Métodos.
Por todo ello, se decidié realizar todos los experimentos del presente trabajo con
ratones entre los dias 4 y 16 tras la inyeccién de la aloxana.

La determinacién de la actividad Na+/K+ ATPasa ha sido propuesta como
uno de los pardmetros bioquimicos estdndar de neuropatia 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 neuropatia diabética.

Los datos obtenidos de disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa en
nervio cidtico de los ratones diabéticos son del mismo orden (40 - 50% de
reduccién respecto a los valores del grupo control) que los encontrados por la
mayoria de los autores en nervio cidtico 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
disminucién se obtuvo tras una o dos semanas de evolucién de la diabetes,
mientras que en el modelo experimental utilizado en el presente trabajo esta
disminucién era significativa a los 3 dias de haber inyectado la aloxana (figura
9). Esta diferencia, que puede ser atribuida al modelo experimental utilizado,
permitio la realizacién de los experimentos a tiempos més cortos.

2. Proteina kinasa C y neuropatia diabética.

La utilizacién in vivo de dos inhibidores de la PKC con distinto
mecanismo de accién en el modelo experimental elegido, ha permitido la

demostracién original de la normalizacién completa de la actividad Nat/K*
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ATPasa del nervio cidtico (tablas 3 a 6 y figuras 10 a 16). Este efecto se
manifiesta tanto previniendo como revirtiendo la disminucién 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 ningiin efecto adverso ni afecté 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 utilizacién de inhibidores de la PKC en
neuropatia diabética experimental contrastan con los presentados por otros
autores, que presentan normalizaciones del consumo de oxigeno dependiente de
la actividad Na*/K+ ATPasa en nervio ciatico de conejo diabético por inyeccién
de aloxana tras una hora de incubacién 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 ciitico ratas de diabéticas por

administracién de estreptozotocina incubado con el mismo activador de la PKC
(Kim et al., 1991b).

La explicacién de estos resultados, aparentemente contradictorios con los
presentados en este trabajo, puede hallarse en que estos compuestos producen
una activacién transitoria de la PKC, seguida de una inhibicién. Asi,
experimentos recientes han demostrado que la incubacién con forbol 12-
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 e? al., 1987) y en células MCF-
7 (Darbon et al., 1987).

Por ello, la recuperacién de la actividad Nat/K+ ATPasa inducida in
vitro por activadores de la PKC podria ser debida, en realidad, a la inhibicién
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 Nat/K* ATPasa por un mecanismo distinto de la activacién
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de la PKC (Tomlinson y Ettlinger, 1992).

Tal y como se resumia en el apartado 4.3.3. de la Introduccién, se ha
demostrado que la Na+/K+ ATPasa es fosforilada por la PKC (Lowndes et al.,
1990), aunque el efecto de esta fosforilacién era controvertido. Recientemente
se ha descrito que la fosforilacién de la Nat/K* ATPasa purificada, por accién
de la PKC, est4 asociada con una inhibicién de su actividad de alrededor del 40
- 50% (Bertorello et al., 1991). Cabe destacar que la disminucién 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 hipétesis aqui defendida, sugiriendo que la PKC ejerce una
inhibicién ténica de la Na*/K+ ATPasa en el endoneuro del nervio ciético 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 seria la
activacién de la PKC del nervio cidtico de los ratones diabéticos la responsable
de la disminucién de la actividad Nat/K* ATPasa. Los resultados presentados
en este trabajo apoyan esta hip6tesis, ya que demuestran que la administracién
de inhibidores de la PKC a ratones diabéticos por inyeccién de aloxana es capaz
de normalizar la disminucién de la actividad Na*/K* ATPasa en nervio ciético.

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
determinacién de la actividad PKC, ya que se requiere la utilizacién en el
ensayo de activadores de PKC a dosis muy superiores a las fisiolGgicas, que
podrian enmascarar las diferencias que existieran in vivo en la modulacién 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 disminucién.

Los resultados presentados en la figura 18 demuestran que la PKC est4
inhibida en la fraccién de membranas del nervio ciatico de los ratones
inyectados con H7 o con calfostin C, apoyando la idea de que la recuperacién de
la actividad Na*/K* ATPasa es debida a la inhibicién de la PKC. La actividad
en citosol no est4 inhibida, lo cual podria ser consecuencia de una retencién de
los inhibidores en las membranas celulares. Debido a que se considera que la
PKC est4 activada cuando estd unida a membrana e inactiva cuando est4 en el
citosol (Nishizuka, 1986), los resultados més significativos son los referentes a

la fraccién de membranas, en la cual los inhibidores de la PKC si ejercen su
accioén.

La posibilidad de que el H7 y el calfostin C recuperen la actividad

Na*/K* ATPasa por un mecanismo diferente al de la inhibicién de la PKC
puede ser practicamente 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. Adema4s, ambos inhibidores actian en
diferentes dominios de la PKC: el H7 en el dominio catalitico y el calfostin C en
el dominio regulador. Por todo ello, parece probable que ambos inhibidores
actden a través de kinasas.

La posibilidad de que ambos inhibidores modulen diferentes proteina
kinasas puede considerarse poco probable. Aunque el H7 no es un inhibidor
especifico de PKC, ya que es capaz de inhibir proteina kinasas dependientes de
AMPc y GMPc, la utilizacién de HA1004, que inhibe las iltimas pero muy
poco la PKC, no recupera la actividad PKC (tabla 4), lo cual sugiere que las
proteina kinasas dependientes de AMPc y GMPc no participan en este proceso.
El calfostin C, que es un inhibidor altamente especifico 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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fen6émenos estudiados. Sin embargo, no puede excluirse que pueda inhibir
alguna proteina kinasa diferente aiin no identificada.

En resumen, los resultados obtenidos con la administracién de inhibidores
de 1a PKC en los ratones diabéticos, previniendo y recuperando la disminucién
de la actividad Na*/K* ATPasa en nervio cidtico, nos ha hecho sugerir la
hipétesis de que la actividad PKC estd incrementada, conduciendo a la
fosforilacién y consiguiente disminucién de la actividad Na*/K+ ATPasa. Estas
alteraciones pueden ser revertidas durante periodos de tiempo considerables con
la administracién de inhibidores de la PKC. Ademés de su interés para el

estudio de la fisiopatologia de la neuropatia diabética, los resultados presentados
ofrecen un posible tratamiento de esta complicacion de la diabetes.

3. Alteraciones electrofisiologicas.

Como se coment6 en el apartado 4.2.5. de 1a Introduccién, la mayor parte
de los autores describe una disminucién de la VCN en los animales diabéticos
de més de tres semanas de evolucion. Los resultados presentados en el presente
trabajo demuestran que, en tiempos de evolucion menores (16 + 3 dias) y a la
temperatura fisiolégica de la cola del ratén (27°C), la VCN no estéd 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 pardmetros
que pueden influir en la VCN, especialmente la temperatura. De este modo, los
resultados presentados en la figura 19 ponen de manifiesto que la determinacién
de la VCN a temperaturas distintas de la fisiol6gica (22°C y 37°C) evidencia de
forma precoz una disminucién significativa de la VCN. Los ratones del grupo
diabético presentan una VCN un 20-25% menor que la del grupo control. Esta
disminucién es del mismo orden que las obtenidas en ratas con diabetes
inducida por estreptozotocina (Spiiller et al., 1987), en ratas espontineamente
diabéticas (Sima y Brismar, 1985) y en humanos (Schiitt et al., 1983).
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Por otro lado, el tiempo en que se hicieron las determinaciones (16 + 3
dias después de la induccién de la diabetes) es més 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 explicacién
mds adecuada para esta precocidad en la deteccién de una disminucién de la
VCN es, como han sefialado trabajos previos realizados con la misma técnica
electrofisiolégica (Roma et al., 1990), que la deteccién de disfunciones
nerviosas se puede realizar més precozmente cuando la temperatura de la
preparaci6n se aleja de sus valores fisiol6gicos.

Los resultados presentados en la tabla 7 demuestran que la administracién
continua de calfostin C durante 14 dias no previene la disminucién de la VCN
presente a 22°C. Como se vio en la figura 16, esta pauta de administracién
mantenfa normalizada la actividad Na*/K* ATPasa durante los 14 dias que

duraba el experimento, lo cual permite afirmar que en el modelo experimental
utilizado ambos fenémenos son aparentemente independientes.

De esta forma, los resultados presentados en este trabajo est4dn de acuerdo
con los numerosos autores que defienden el que la disminucién de la VCN es
independiente, o al menos no depende directamente, de la disminucién de la
actividad Na*/K* ATPasa (Bianchi et al., 1987; Calcutt et al., 1990; Carrington
etal., 1991, Smith et al., 1991).

Este dato, consecuentemente, cuestiona la hipétesis recogida en la
Introduccién y defendida por numerosos autores, segiin la cual la disminucién
de la VCN esté causada por la disminucién de la actividad Nat/K* ATPasa,

debido a que la disminucién de esta actividad altera el potencial de Na*
transmembrana, necesario para la génesis y conduccién del potencial de accién
nervioso (Mizuno et al., 1992).

4. Defensa antioxidante y neuropatia diabética.

Los datos sobre la defensa antioxidante en el tejido nervioso periférico de

129



Discusion

animales diabéticos, que, como vimos en el apartado 4.4.3. de la Introduccién,
estd muy poco estudiada, permiten afirmar que este tejido en los animales

diabéticos, est4 menos protegido frente al estrés oxidativo que en los animales
del grupo control. '

La concentracién de glutatién en nervio ciético de ratén no se modifica
con la induccién de la diabetes (figura 20), resultado que, por otra parte, ya
diferencias en la actividad glutatién S-transferasa ni en la actividad glutatién
peroxidasa frente a -BOOH. Sin embargo, la descripcién de la disminucién de
la actividad glutatién peroxidasa, que, como vimos en el apartado 4.4.1. de la
Introduccién, ocupa un puesto clave en el sistema de defensa antioxidante frente
a los radicales libres de oxigeno (Raes et al., 1987), supone una aportacién
importante al estudio de la implicacién del estrés oxidativo en la fisiopatologia
de la neuropatia diabética.

A este respecto, la actividad glutatién peroxidasa se ha descrito
incrementada (Matkovics et al., 1982), disminuida (Uzel et al., 1987) y no
alterada (Kaji er al., 1985) en eritrocitos de pacientes diabéticos, disminuida en
células endoteliales aérticas de conejo diabético (Tagami et al., 1992) y en
cristalino cataratoso de enfermos diabéticos (Puertas ef al., 1993), incrementada
en higado, rifién y corazén de ratas diabéticas (Asayama et al., 1989), etc. Sin
embargo, se carecia de datos sobre su posible afectacién en tejido nervioso
periférico.

Una de las posibles explicaciones para la disminucién de la actividad
glutatién peroxidasa parte de la demostracién de que las ratas sometidas a
pérdidas importantes de peso, en ayunos més o menos prolongados (72 horas),
presentan alteraciones en los sistemas de defensa antioxidante en diversos
tejidos (incremento de la actividad catalasa en corazén y pancreas, disminucién
de la misma en higado, incremento de la actividad glutatién peroxidasa en rifién,
disminucién de los niveles de glutatiéon en higado) (Wohaieb y Godin, 1987a).
Esta podria ser una explicacién para la disminucién de la actividad glutatién
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peroxidasa observada en los experimentos presentados. Sin embargo, a los siete
dias de evolucién de la diabetes la diferencia de peso entre los ratones del grupo
control y el diabético no es significativa y si lo es la de actividad glutatién
peroxidasa. A los 21 dias, ambas diferencias son significativas, pero la actividad
glutatién peroxidasa es la misma que a los siete dias de inducir la diabetes. Se
puede descartar, por tanto, que las diferencias observadas sean debidas a la
disminucié6n de peso de los ratones diabéticos.

Otra de las posibles explicaciones, como se adelant6 en el apartado 4.4.3.
de la Introduccion, especialmente por el hecho de que la disminucién observada -
guarda una buena correlacién negativa con los valores de glucemia (figura 22),
es que la enzima glutatién peroxidasa sufra una glicosilacién no enzimética, a
pesar de que en un articulo reciente (Tagami et al., 1992) se descarta que la
disminucién de actividad glutatién peroxidasa observada en células endoteliales
adrticas de conejos diabéticos sea debida a la glicosilacién no enzimaética, ya
que ha sido descrita en algunos casos en animales con glucemias bien
controladas.

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

Ademis se ha evidenciado indirectamente la presencia de glicosilacién

autooxidativa en nervio periférico de ratas diabéticas, demostrando que la
administracién de aminoguanidina normaliza la velocidad de conduccién
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nerviosa y el flujo sanguineo nervioso (Kihara et al., 1991).

Estos datos apoyan la hip6tesis propuesta en el presente trabajo, segiin la
cual la disminucién que se ha observado en la actividad glutatién peroxidasa del
nervio cidtico de ratones diabéticos puede ser debida a glicosilacién
autooxidativa.

La alteracién de la defensa antioxidante, que puede aparecer como
consecuencia de la disminucién de la actividad glutatién peroxidasa, podria
favorecer la aparicién de especies activadas de oxigeno. Como se adelantaba, la
actividad de la enzima glutatién peroxidasa es especialmente sensible a la
inactivacién por radicales libres (Searle y Wilson, 1980) y por perdxidos
(Pigeolet et al., 1990). La presencia de radicales libres provocaria alteraciones
de la estructura de las aminodcidos y conduciria probablemente a
modificaciones de la estructura primaria de la proteina que pueden conducir a la
desnaturalizacién, fragmentacién e inactivacién. Ademds, es conocido que tras
estas modificaciones la molécula de glutatién peroxidasa es mas susceptible de
ser degradada por proteasas (Pigeolet y Remacle, 1991).

Por tanto, si el nivel de destrucciéa de la glutatiéon peroxidasa es
suficientemente importante, la defensa antioxidante de la célula quedaria
sensiblemente disminuida frente a los agentes oxidantes, tanto por efecto de la
glicosilacién autooxidativa como por la accién de los radicales libres de oxigeno
sobre la propia enzima, facilitando la destruccién de otras moléculas y
estructuras celulares.

Se ha demostrado que una de las consecuencias de la presencia de estrés
oxidativo, la peroxidacién de lipidos de membrana, puede producir la inhibicién
de la actividad de varias enzimas de membrana, entre ellas la Nat/K* ATPasa
(Kovachich y Mishra, 1981; Anderson y Means, 1985). También puede
desencadenar la activacién de la PKC, ya que se ha demostrado que los
peroxidos de lipidos producen una activacién de la PKC a concentraciones
mucho menores que las de sus respectivos lipidos originales (O'Brian et al.,
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1988). De este modo, la activacién de la PKC y la disminucién de la actividad
Nat/K+ ATPasa en nervio ciatico de animales diabéticos, anteriormente

discutidas, podrian ser una respuesta celular precoz a la presencia de estrés
oxidativo celular.

Por otro lado, se ha demostrado que la activacién de la PKC (presente,
como hemos visto, en el tejido nervioso de animales diabéticos), conduce en
diferentes modelos experimentales in vitro, a la generacién intracelular de
radicales libres de oxigeno (Perchellet y Perchellet, 1989), a la disminucién de
la actividad glutatién peroxidasa (Perchellet et al., 1985) y a la disminucién de
la concentracién intracelular de glutatién (Schéfer et al., 1990), y que la
inhibicién de la PKC incrementa el contenido intracelular de glutatién (Romero
et al., 1992).

Los tltimos datos aportados permiten comprobar que las dos hipétesis
principales para explicar la fisiopatologia de la neuropatia diabética estudiadas
en el presente trabajo (activacién de la PKC y estrés oxidativo) se
interrelacionan, ya que la disminucién de la actividad glutatién peroxidasa
puede ser causa y consecuencia de la activacién de la PKC, y ésta, a su vez, de
la presencia de estrés oxidativo causado, entre otros, por la disminucién de la
actividad glutatién peroxidasa.

Finalmente, tres estudios recientes relacionan la presencia de estrés
oxidativo con la disminucién de la VCN provocada por la diabetes. En el
primero de ellos, la administracién de glutatién a ratas diabéticas previene
parcialmente la disminucién de la velocidad de conduccién nerviosa motora
(Bravenboer et al., 1992). En los dos iltimos, la administracién de
aminoguanidina, que previene la formacién de productos de la glicosilacién no
enzimética, a ratas con diabetes inducida por estreptozotocina previene de forma
parcial la disminucién de la VCN (Yagihashi et al., 1992; Cameron et al.,
1992).
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Conclusiones

1* El modelo experimental utilizado en el presente trabajo, la induccién

de diabetes en ratones por la administracién subcutdnea de 200 mg/Kg de
aloxana, se ha mostrado adecuado para la reproduccién y estudio de las
alteraciones que la diabetes induce en la funcién nerviosa periférica.

2® La disminucién inducida por la diabetes de la actividad Na*/K+
ATPasa en el nervio cidtico del ratén, considerada un pardmetro bioquimico de
neuropatia diabética, es significativa desde el tercer dia de evolucnon
manteniéndose en los mismos valores durante mé4s de dos semanas.

3? En nuestro modelo experimental, se ha descrito que la disminucién de

la actividad Na*/K* ATPasa en nervio cidtico inducida por la diabetes, puede
ser prevenida y revertida in vivo por la administracién de inhibidores de la
proteina kinasa C.

4* La administracién de H7 y calfostin C, inhibidores de la proteina
kinasa C con diferente mecanismo de accién, ejerce un efecto beneficioso in
vivo en la lesién nerviosa inducida por la diabetes, normalizando la actividad
Na*t/K* ATPasa en nervio ciitico de rat6n diabético. Este efecto beneficioso es

de mayor duracién y se obtiene con dosis menores de calfostin C que de H7,
tanto en su administracién de forma aguda como continua.

5% La administracién aguda de H7 y calfostin C provoca una disminucién
de la actividad proteina kinasa C en nervio ciético de ratén. Por lo tanto, los
efectos referidos en las conclusiones anteriores pueden ser atribuibles a la
inhibicién de la proteina kinasa C.

6° Los ratones diabéticos presentan una disminucién de la velocidad de
conduccién nerviosa motora mixima a las dos semanas de evolucién, cuando se
determina a temperaturas distintas de la fisiolgica. Esta es la demostracién
experimental més precoz, descrita hasta el momento, de esta alteracion.
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7 Ninguno de los inhibidores ensayados ha demostrado un efecto
beneficioso sobre la disminucién de la velocidad de conduccién nerviosa
inducida por la diabetes, mostrando que la relacién entre la actividad Nat/K+
ATPasa y la velocidad de conduccién nerviosa es indirecta.

8% Nuestros resultados demuestran una disminucién de la actividad
glutatién peroxidasa en nervio ciético de ratones diabéticos, estable desde la
primera semana de evolucién.

9% La elevada correlacién de la disminucién de la actividad glutatién

peroxidasa con la glucemia nos permite proponer la glicosilacién no enzimaética
como el posible mecanismo molecular de esta modificacién.
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CONSIDERACIONES FINALES

El presente trabajo de investigacién ha contribuido a un mejor
conocimiento de la fisiopatologia de la neuropatia diabética mediante
aportaciones originales a las diferentes teorias propuestas para su explicacion.
Nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de la activacién de la
proteina'ki'na‘sé C en el establecimiento de alguhas lesiones inducidas por la
diabetes en el nervio periférico. Por otra parte, los resultados presentados
confirman y apoyan la hipétesis de la implicacién del estrés oxidativo en la
génesis de la neuropatia diabética y demuestran la independencia de las
alteraciones observadas en la velocidad de conduccién nerviosa respecto de las
descritas en la actividad Na*/K+ ATPasa.

El estudio de la participacién relativa de cada uno de estos mecanismos
en la fisiopatologia de la neuropatia diabética, asi como de su influencia en otras
alteraciones presentes en la misma, delimita un campo de investigacién del que
deben surgir las respuestas definitivas a las cuestiones planteadas.
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