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Abreviaturas utilizadas.

ACV = accidente cerebral vascular

ADA = Asociacién Americana de Diabetes

AGE = productos finales de glicacion avanzada

ApoB = apolipoproteina B

ATPasa = enzima hidrolitica del adenosin trifosfato

CBS = cistation beta-sintetasa

CC = quimioquinas grupo CC

cLDL = colesterol-LDL o de las lipoproteinas de baja densidad
CS = cistationina B-sintetasa

CT = Colesterol total

CXC = quimioquinas grupo CXC

CXCL = quimioquina del grupo CXC

CXCL10/ IP-10 = Interferon gamma-induced protein 10
CXCL11/I-TAC = Interferon gamma-induced protein 9
CXCL9/MIG = Monokine induced by gamma interferon

CXCR = Receptor de las quimioquinas

CXCR3 =receptor de los ligandos CXCL10,9vy 11

cHDL = colesterol-HDL o de las lipoproteinas de alta densidad
DM2 = diabetes mellitus tipo 2

EO = estrés oxidativo

EPOC = enfermedad pulmonary obstructiva crénica

ERK 1/2 = quinasas relacionadas con las proteina-serina/treonina “protein-
serine/threonine kinases”

FGe = filtrado glomerular estimado

GR = glutation reductasa

GGT = gamma glutamil transpeptidasa
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Glucemia B = glucemia basal o en ayuno

GOT = Transaminasa Glutamico-oxalacética o AST = aspartato aminotransferasa
GPT = transaminasa glutdmico-pirdvica o ALT = alanina amino transferasa

GSH = glutation

GSSG = glutation oxidado

H =hombres

HbA1lc = Hemoglobina glicada

HIV = virus de la inmunodeficiencia humana

HMT =homocisteina metil transferasa

HTA = hipertensidn arterial

IAM = infarto de miocardio

IMC = indice de masa corporal (kg/m?).

ITB = prueba indice tobillo brazo

M = Mujeres

MS = metionina sintetasa

MTHFR = metilen tetra hidrofolato reductasa

NDS = “Neuropathy Disability Score” o puntuacién de discapacidad por neuropatia
NADH = Nicotinamida adenina dinucledtido

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
NADP’- = forma oxidada

NAD" = Nicotinamida adenina dinucleétido en su forma oxidada

NFkB = factor nuclear kappa B o potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas.

NO = éxido nitrico

NSS = “Neuropathy Symptom Score” o puntuacién de sintomas de neuropatia
NYHA = New York Heart Association

PAD = presién arterial diastolica

PAS = presidn arterial sitdlica

PKC = proteina quinasa C

PND = polineuropatia periférica diabética
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RAGE = receptores de los productos finales de glicacién avanzada

ROS = especies reactivas de oxigeno

SW = SemmesWeinstein o prueba del monofilamento de SemmesWeinstein

TG = Triglicéridos

THF = tetrahidrofolato

Thnp = precursor de Th;

Th1 = linfocitos T helper que activan los macréfagos e inflamacién

Th2 = linfocitos T helper con efecto transcriptor génico y controlador del efecto de
Thl

Th17 = linfocitos helper relacionado con enfermedades inflamatorias y autoinmunes
Trl = linfocitos con funcién en el mantenimiento de la autotolerancia.

TSH = hormona tirotropa o estimulante tiroidea

VB = vitamina B12

VEGF = factor de crecimiento del endotelio vascular
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Introduccion

1. Diabetes mellitus

1.1. Definicion

La diabetes mellitus (DM) se define como el conjunto complejo de enfermedades
caracterizadas por hiperglucemia crdénica, causada por factores genéticos,
epigenéticos y ambientales, que conducen a defectos en la secrecidn de insulina, de
la accién de la insulina 0 a ambos y en su evolucién natural, enfermedad no tratada,
conduce a una serie de lesiones inicialmente funcionales y posteriormente organicas
que afectan a numerosos érganos y sistemas (especialmente a ojos, rifiones, sistema
nervioso, corazén y vasos sanguineos), estas complicaciones conllevan una elevada

morbi-mortalidad®.
1.2. Diagnostico de diabetes

El diagndstico de diabetes, desde hace unos afios, ha quedado establecido por las

siguientes situaciones o valores de las pruebas de laboratorio®.

Glucemia basal (ayunas de 8 h) > 126 mg/dL.

— Glucemia = 200 mg/dL a las 2 horas de una prueba de tolerancia oral a la
glucosa.

— Hemoglobina glicada o HbA1c 26,5%

Con los 3 criterios anteriores, si las cifras no son claramente

demostrativas, se requieren 2 determinaciones realizadas en

diferentes dias para establecer el diagndstico.

— Sintomas de diabetes y glucemia aislada (casual) = 200 mg/dL.

14
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1.3. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), antiguamente llamada no insulinodependiente o
del adulto, terminologia obsoleta y que no debe utilizarse, porque algunos pacientes
en su evolucién necesitan insulina y puede aparecer a cualquier edad incluyendo

nifios y jévenes, relacionada con la obesidad en este rango de edad.

La DM2 es un cuadro complejo caracterizado por una combinacién de resistencia a la
insulina y defecto en la secrecién de insulina?. Se considera una enfermedad
multifactorial, donde intervienen factores genéticos y epigenéticos y ambientales o
adquiridos, principalmente la obesidad, sedentarismo y el envejecimiento, vy

representa la forma mas frecuente de diabetes.

Las principales alteraciones coexistentes son la insulinorresistencia y la alteracion
funcional de la célula beta y estas dos alteraciones estan relacionadas entre si, ya
cada una de estas alteraciones puede conducir a la otra, por lo que se ha discutido
durante mucho tiempo que era primario y que podia ser secundario. Hoy se conoce
gue ambos procesos son primarios, pero con diferente penetracién de uno u otro lo

que conlleva a diferentes fenotipos clinicos y evolutivos de la DM2**.

Posiblemente, en la mayoria de los pacientes con diabetes tipo 2 el peso en el
desarrollo de la enfermedad corresponde en un 50% a los factores genéticos, aunque
con los datos aportados por estudios modernos esta cifra varia entre 25-80%. El
riesgo de desarrollar DM2 varia en un 40% para el que tiene un progenitor con
diabetes y un 70% si ambos progenitores son diabéticos. Los factores adquiridos
(obesidad abdominal, sedentarismo, envejecimiento, etc.) tendrian un peso que
corresponderia a la diferencia con el de los factores genéticos. En un 85-90% de los
pacientes con DM2 predomina la resistencia a la insulina, predominantemente en
aquellos con obesidad abdominal, estos sujetos cursan con las caracteristicas tipicas
del sindrome metabdlico (obesidad, dislipemia, hipertensién, inflamacién crénica,
estado procoagulante y alto riesgo cardiovascular). En un 10-15% predomina la

alteracion de la secrecidn de insulina con hipoinsulinismo, habitualmente en aquellos
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sin obesidad y con menor grado de resistencia a la insulina.
1.4. Prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2

La prevalencia de la diabetes es variable y oscila entre un 6-14% de la poblacién
general. El estudio Valencia realizado en la Comunidad Valenciana en 2010°
encontro, en sujetos mayores de 18 afios, una prevalencia de diabetes del 14%, del
total de sujetos con diabetes mas del 90% eran DM2 y de estos con diabetes tipo 2
solo un 50% era conocida por los sujetos estudiados, porcentaje similar al encontrado
en otros estudios. Estos datos coinciden con los reportados ese mismo afio en el
conjunto de la poblacién de Espafia con el estudio Di@bet.es’ donde encontraron,

en poblacién adulta, una prevalencia de diabetes del 13,8%.

Esta alta prevalencia de diabetes representa un incremento muy importante y
progresivo en los Ultimos afios, por ello se le considera una “epidemia” en todos los

paises del mundo®.

En el estudio epidemiolégico mencionado, Di@bet.es realizado por el CIBERDEM, un
30% de la poblacion estudiada tenia alguna alteracion de metabolismo de la glucosa
o situacidon de prediabetes, representando un grupo de muy alto riesgo para el

desarrollo de diabetes y de complicaciones diabéticas en los préximos afios®.
1.5. Clinica y complicaciones crénicas en la diabetes mellitus tipo 2

Clinicamente la DM2 pasa varios afos totalmente asintomdtica, por ello
aproximadamente un 50% de los casos no han sido diagnosticados, pasados varios
afos, habitualmente 10 o mas, aparece clinica hiperglucémica leve y solo después de
una larga evolucion 20 o mas afios puede aparecer déficit de insulina y clinica

hiperglucémica mas importante.

Sin embargo, desde su instauracién, en fase asintomatica o no diagnosticada, el
riesgo de complicaciones crdnicas es alto. Estas complicaciones son la causa de la
elevada morbimortalidad que tiene esta enfermedad que es muy alta a partir a los

diez afos del diagndstico. Estas complicaciones son:
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— Arteriosclerosis o macroangiopatia con afectacién coronaria, cerebral,
periférica, aortica, o en otras localizaciones. Esta complicacién es la causa de
muerte en el 70-80% de los sujetos con diabetes. La importancia de esta
complicacidon hace que la diabetes tipo 2 sea considerada como una situacién

de alto riesgo cardiovascular.

— Microangiopatia o afectacion de los pequefos vasos: arteriolas, capilares y
vénulas. Produce engrosamiento y aumento de la permeabilidad de la
membrana basal, disminucidon de la luz vascular e hipoxia del territorio
irrigado. Afecta a todos los tejidos y territorios orgdnicos, pero las principales
alteraciones son aquellas que conducen a manifestaciones clinicas y
complicaciones como son la afectacion ocular, especialmente la retina, la
lesion de los capilares glomerulares, de los vasa-nervorum, musculo cardiaco

y estriado, piel, otros.

La retinopatia o afectacidn microvascular de la retina estd presente
aproximadamente en el 30% de los sujetos con DM2'%*; su prevalencia
depende del tiempo de evolucién de la diabetes y afecta al 15-50% de los
sujetos con diabetes segun la duracion de la enfermedad; en un 10% de los
casos cursa con retinopatia proliferativa y alto riesgo de pérdida de vision™2.
La prevalencia de nefropatia o glomerulopatia diabética oscila entre el 3y 35%

de los pacientes con diabetes tipo 22, conduciendo a insuficiencia renal en un

8% de los casos™*.

— Neuropatia: periférica (25%) es la complicacion mas frecuente de la DM2, y
alrededor del 40% de los diabéticos presentan algun tipo de alteracién

neuropética en el momento del diagndstico™.

Los principales factores responsables de las complicaciones diabéticas son: el grado
de hiperglucemia y el tiempo de evolucién de la diabetes (hiperglucemia) y, por otro
lado, tiene una importancia afiadida los factores de riesgo cardiovascular asociados,

fundamentalmente la hipertension arterial, la dislipemia, el consumo de tabaco, la
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presencia de obesidad abdominal, etc'®"’.

2. Neuropatia diabética

La neuropatia diabética es definida por la “American Diabetes Association” como la
presencia de sintomas y/o signos de disfunciéon de los nervios periféricos en personas
con diabetes después de la exclusién de otras causas. Los principales factores de
riesgo son la presencia y gravedad de la hiperglucemia cronica mantenida y el tiempo
de evolucién de la diabetes, aunque no se descarta la predisposicion genética a

desarrollar esta complicacién de la diabetes®®.

Las neuropatias diabéticas son un grupo heterogéneo de trastornos con diversas

manifestaciones clinicas.
2.1. Prevalencia

La neuropatia diabética es probablemente la complicacion diabética mas frecuente y
habitualmente infradiagnosticada, y conlleva una elevada tasa de malestar para el
paciente, discapacidad en menor o mayor grado e incluso una alta morbi-

mortalidad®®*°,

La prevalencia varia segun el criterio y método utilizado en el diagndstico:
clinicamente se encuentra en el 10-50% de los pacientes, dependiendo del control

metabdlico y afios de evolucién de la diabetes (0-20 afos).

Otros estudios encuentran una prevalencia de la PND que oscila entre el 30-60%, la
media independiente de la edad, es decir, en el conjunto de la poblacidn diabética,
es del 45%, aumentando progresivamente con la evolucion de mal control
metabdlico y con el tiempo de evolucién de la diabetes®®. Algunos autores estableen
una frecuencia entre el 50-60%, siendo la complicacion mas frecuente de la diabetes

mellitus®’.
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Algunos estudios han encontrado con métodos electrofisioldgicos hasta un 70-80%
en pacientes con 10 afios de evolucién de la diabetes. Ademads, en la DM2, que cursa
asintomatica en sus primeros estadios puede estar presente en el momento del

diagndstico e incluso ser la primera manifestacion de la diabetes*??.

2.2. Clasificacion clinica y principales cuadros

La diabetes puede afectar a todo el sistema nervioso: encéfalo, médula, raices

medulares y a los nervios periféricos tanto somaticos como autondémicos.

La neuropatia o polineuropatia diabética (PND), o afectacion de los nervios

periféricos, puede adoptar diversas formas que vienen recogidas en la figura 1.

Figura 1
Clasificacion de la neuropatia diabética
Polineuropatia simétrica Neuropatia focal o
generalizada multifocal
L l l — Craneal
Polineuropatia Neuropatia Formas mixtas
periférica autonémica. — Troncular
somatica.
—> Amiotrofia
— Otras

La forma mas frecuente es la polineuropatia periférica somatica (PND) de tipo
sensitivo-motora, con predominio sensitivo, de localizacién bilateral, distal vy

simétrica, con afectacion de fibras pequefias y grandes.
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Los sintomas varian segun la clase de fibras sensitivas implicadas. Los sintomas
precoces mas frecuentes son inducidos por la participacién de fibras pequenas e
incluyen dolor y disestesias (sensacidon desagradable de quemazén y hormigueo). La
participacién de fibras grandes puede causar entumecimiento y pérdida de la
sensibilidad protectora y es un factor de riesgo para la ulceracion del pie diabético.
Las siguientes pruebas clinicas se pueden utilizar para evaluar la funcién de las fibras

pequeiias y grandes y la sensacién protectora:

— La funcién de las fibras pequefias estd relacionada con la sensibilidad al

pinchazo y la sensacion de temperatura.

— La funcién de las fibras grandes se relaciona con la percepcion de vibracién,
la sensibilidad a la exploracién con el monofilamento de 10 g y con la

respuesta de los reflejos osteotendinosos.

— La sensacién de proteccidn esta también relacionada con la respuesta tras la

exploracién con el monofilamento de 10 g.

Como hemos comentado, afecta a miembros inferiores, con un comienzo muy lento
y distal, fundamentalmente en la planta del pie, posteriormente afecta al pie y mas
tarde al tercio inferior de pierna (localizacion en calcetin). En su lenta y larga
evolucidn progresa hacia la region proximal y puede afectar también a los miembros

superiores.

Clinicamente se caracteriza por manifestaciones sensitivas:
— Parestesias (sensacién de frio, quemazén plantar, hormigueos, etc)

— Dolor (pinchazos, intenso, quemante; aumenta por la noche y mejora con la

deambulacién).

— Hasta un 50% pueden ser asintomatica, caracterizada solo por alteraciones en

la exploracién.
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Exploracion fisica:

Disminucién o abolicidn de la sensibilidad (hipostesia o anestesia), térmica,

dolorosa, vibratoria, etc.

Hipo o arreflexia aquilea y posteriormente patelar.

Finalmente aparecen manifestaciones motoras: con disminucion de la fuerza
muscular, con dificultad al caminar de talones o agachado y atrofia,

tipicamente de los musculos interéseos en pies y manos.

Exploracion instrumental

Se basa en la demostracion de una alteracion en la sensibilidad, con disminuciéon o

abolicion:

A la presién con monofilamento (10 g de presién).

Discriminacién térmica, comparacién con los ojos cerrados de calor y frio.

Percepcién de la vibracidn, exploracidn con diapasén de 128 Hz.

Todas las pruebas se haran, al menos, en la base de la ufia de los 2 primeros

dedos.

Disminucién de respuesta a abolicion del reflejo aquileo.

Complicaciones

Las complicaciones mas frecuentes relacionadas con la PND son:

Artropatia diabética de Charcot consecuencia de perdida de la sensibilidad
propioceptiva y dolorosa con conservacion de la fuerza motora,
produciéndose una presién crénica al caminar y mal soporte con pequefios y

repetidos traumas articulares que conducen a la destruccién crénica y
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progresiva del pie, que se manifiesta por: aumento de la anchura del pie y
disminucién del arco plantar y mas tarde pérdida que es evidente con el
sujeto en bipedestacidon. Posteriormente, eritema, edema y grandes
deformidades con destruccién ésea vy articular®*?>.

Ulcera neuropdtica por la presién sobre zonas no habituales con ausencia de
dolor, pasando por la fase de callosidad, ulcera indolora, infeccién secundaria

y amputacion.

Las ulceras neuropaticas caracteristicamente son de tamafo variable, estan
rodeadas de un grueso callo y son indoloras, no hay dolor espontaneo nien la
exploracién o presidon sobre la Ulcera. La aparicién de la ulcera en el pie
diabético se asocia a la presencia de los sintomas neuroldgicos negativos
(hipoestesia o anestesia), lo supone la pérdida de la sensacion protectora en
los pies y resultara en un trauma no percibido en el pie; siendo el principal
factor que conduce al desarrollo de heridas en el pie. Sin la percepcién de los
estimulos dolorosos estos eventos traumaticos (presion patoldgica repetitiva,
microtrauma) pueden presentarse como lesiones de la piel o en la ruptura
profunda del tejido. La alteracién de la sensibilidad y conservacion de la
irrigacién vascular, pulsos normales, pueden llevar a heridas sangrantes;
cuando estas se infectan puede existir fetidez y supuracién. Habitualmente
localizadas en la cabeza del primer metatarsiano o en la regién plantar
llamadas “mal perforante plantar”, estdn en zonas de presién o de roce por
deformidad del pie. Las ulceras en caras laterales del pie son por roce con

calzado inadecuado.

La ulceracidn del pie, en pacientes diabéticos, precede a la amputacidn de las
extremidades inferiores en aproximadamente el 85% de los casos. Las
lesiones neuropaticas y del pie suponen una carga personal, social vy
econdémica, por su tratamiento y por la posibilidad de complicaciones,

necesitando en ocasiones la amputacion®.

22



Tesis Pilar Ascaso
Introduccion

2.3. Diagnéstico de la neuropatia periférica diabética

La neuropatia diabética es un diagndstico de exclusidn. Las neuropatias no diabéticas
pueden estar presentes en pacientes con diabetes y deben ser diagnosticadas ya que

pueden tener un tratamiento especifico®’.

Clinicamente el diagndstico se basaba en la interpretaciéon subjetiva de las
manifestaciones y de los signos descritos. Sin embargo, hasta el 50% de los casos de
neuropatia periférica diabética puede ser asintomdtica, como hemos comentado, e
incluso en esos casos hay un alto riesgo de sufrir lesiones o traumas en los pies que

deriven en consecuencias tan graves como la amputacién.

Esta amplia variabilidad clinica dificulta su diagndstico, por ello, varios grupos de
trabajo de diferentes sociedades cientificas han intentado desde 1988 establecer
unos criterios diagnésticos basados en datos clinicos y fundamentalmente en la
exploracidn fisica, ya que estudios electrofisioldgicos son de dificil uso en la practica
clinica habitual®®.

Se han propuesto diversas escalas diagndsticas, por su sencillez, reproductibilidad y
aplicabilidad en la practica clinica, se utilizan preferentemente dos escalas: la
“Neuropathy Symptom Score” (NSS) que evalua la presencia de sintomas referidos
por el paciente mediante una encuesta de 5 items y la “Neuropathy Disability Score”
(NDS) basada en la exploracion fisica, nos permite cuantificar la gravedad de la
neuropatia y detectar la presencia de neuropatia periférica en aquellos diabéticos

asintomaticos?®.

Por otra parte, la prueba del monofilamento de Semmes Weinstein (SW) es un test
de facil aplicacién en la practica clinica que permite conocer si el paciente tiene
afectada la propiocepcion, y es capaz de identificar a pacientes con PND y con alto

riesgo de ulceracion y futura amputacion®°.

En todos los pacientes con diabetes y PND se deben considerar y descartar otras

causas de neuropatia, incluidas las téxicas (alcohol), los farmacos neurotéxicos
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(quimioterapia), la deficiencia de vitamina B12, el hipotiroidismo, la nefropatia, las
neoplasias (mieloma multiple, carcinoma de pulmén), infecciones (HIV), neuropatia

desmielinizante inflamatoria crénica, neuropatias hereditarias y vasculitis®>*2.

2.4. Causas y mecanismos de PND

Aunque los mecanismos fisiopatoldgicos que la producen no son del todo conocidos,
distintas teorias relacionan factores metabdlicos (hiperglucemia crénica), vasculares

(isquemia nerviosa) y alteraciones en los mecanismos de la reparacién nerviosa®>>.

2.4.1. Factores clasicos

La aparicion de PND esta asociada al control metabdlico y edad de duracién de la

diabetes o tiempo de evolucidn con un control inadecuado de la diabetes.

La teoria patogénica clasica relaciona la hiperglucemia y aumento de los niveles de
HbA1c con una serie de alteraciones que conducen a lesién de los nervios periféricos,
entre ellas estan: el acimulo de sorbitol, alteraciones metabdlicas del mioinositol, el
déficit de sintesis proteica (entre otras de mielina), la glicosilacién de las proteinas,
los productos finales de glicacién avanzada y el estrés oxidativo (figura 2). Las células
nerviosas son propensas a lesiones causadas por hiperglucemia ya que la captacion

de glucosa neuronal se basa en la concentracién de glucosa externa®®.
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Figura 2
Mecanismos lesionales de los nervios periféricos relacionados
con la hiperglucemia

Nsorbitol LeSTi()n

\mioinositol Inflamacién
Hiperglucemia \V proteinas NF:kB

’I‘AGE\ l Activacion PKC

Estrés oxidativo 4T

Pie de figura 2. AGE = productos finales de glicacion avanzada,; PKC = protein quinasa
C; NFkB = factor nuclear kapa B.

— Acumulo de sorbitol en el tejido nervioso (independiente de la insulina), este
acumulo de sorbitol en el nervio produce edema y disfuncién celular, por
efecto tdéxico directo y por efecto osmdtico que produce edema del

nervio>"%,

La hiperglucemia induce un aumento del metabolismo de la glucosa a través
de la via polidlica. En esta se produce la conversidn de glucosa en sorbitol y
fructosa (azlcares polidlicos) a través de la activacion de las enzimas aldosa
reductasa con el cofactor nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NADPH) y sorbitol deshidrogenasa con nicotinamida adenina dinucledtido

(NAD+) como cofactor; respectivamente39.

El aumento de actividad de esta via de los polioles conlleva la acumulacién del
sorbitol en el interior de las células con la consecuente deplecion de NADPH,
por aumento de su consumo. Esto provoca en el interior celular un aumento

de la osmolaridad y edema. A la vez, el agotamiento del NADPH paraliza la

25



Tesis Pilar Ascaso
Introduccion

regeneracién del glutation (GSH) que es una antioxidante natural, impidiendo
la neutralizacién de los radicales oxidantes (ROS) y nitrosilantes (NOS), lo que

supone un aumento de la susceptibilidad celular al estrés oxidativo (figura 3).

Figura 3

Via metabalica de los polioles (Sorbitol)

Aldosa reductasa Sorbitol Deshidrogenasa
Glucosa — > Sorbitol J— Fructosa
NAlfiéH N/;Dp’r NA]S+ NAD:-l +H*
R —

Modificado de Diabetes Metab Syndr 20154, 9(): 373-8

Pie de figura 3. NADPH = Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido;
NADP" = forma oxidada; NAD® = Nicotinamida adenina dinucleétido en su
forma oxidada; NADH = Nicotinamida adenina dinucledtido; GSH = glutation;
GSSG = glutation oxidado

Déficit de mioinositol en plasma y en las células nerviosas, que se normaliza
después de la administracion de insulina, conduce a alteracidn de la actividad
ATPasa y a disfuncién en la conduccidn nerviosa. En general las alteraciones
en el metabolismo del inositol estdn asociadas con la resistencia a la insulina,
asi como con las complicaciones microvasculares, neuropatia y cataratas®®*.
Déficit de sintesis proteica (entre otras de mielina). La degeneracién distal de
las fibras de los nervios periféricos, es consecuencia de la pérdida de mielina

y falta de regeneracion de las fibras nerviosas*’.
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La glicosilacion de las proteinas y el estrés oxidativo (alteraciones tipicas de la
diabetes), estan relacionadas con la activacién de la protein quinasa C (PKC)

1*3. La activacion de la via los

gue es un importante mecanismo lesiona
productos finales de glicacidon avanzada (AGE) que actuan sobre receptores
especificos (RAGE) presentes en monocitos y células endoteliales llevan a la
produccién de citoquinas y de moléculas de adhesion. Se ha demostrado que
los AGE tienen un efecto sobre las metaloproteinasas de matriz y podrian

dafar directamente las fibras nerviosas**'*

. Pueden dar lugar a cambios
estructurales en la matriz extracelular que llevaria a producir alteraciones
funcionales nerviosas, por la glicosilacion de la tubulina que altera el trasporte

axonal

Por otro lado, los AGE producen cambios en las células endoteliales arteriales,
que daran lugar a microangiopatia endoneural*®. Ademas, tras un proceso de
isquemia, por estos cambios estructurales y funcionales producidos por la
presencia de los AGE llevardn a un proceso de neovascularizacién en
pacientes diabéticos que se traduce en la incapacidad de realizar
vasculogénesis compensatoria adecuada en respuesta a eventos vasculares

oclusivos agudos.

Estudios de laboratorio con animales diabéticos encuentran una disminucion
de la densidad vascular tras isquemia en el miembro inferior. Estudios
angiograficos en humanos demuestran menos vasos colaterales en pacientes
diabéticos en comparacion con controles no diabéticos. Clinicamente, la
incapacidad de vasculogénesis compensatoria adecuada en respuesta a la
isqguemia contribuye a un aumento de las tasas de amputacién. Los AGE

parecen desempefiar un papel central en este fracaso®’.

Otra consecuencia del aumento de los niveles de AGE es la activacidon de NF-
kB potente inductor de un estimulo génico que conduce a una importante

respuesta de citoquinas proinflamatorias®.
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El tratamiento intensivo de la diabetes, tanto tipo 1 como tipo 2, ha demostrado
prevenir y retrasar la progresion de la NPD*°, aunque las lesiones largamente
establecidas pueden ser irreversibles a pesar de una mejoria del control metabdlico

y del control de los factores de riesgo vascular.

El factor vascular, esta también relacionado con algunas lesiones nerviosas a través
de la microangiopatia de los “vasa vasorum” de los nervios que produce hipoxia y
alteracién isquémica del nervio®®. Se ha demostrado al examen con microscépica
electrénica vasos ocluidos por plaguetas degranuladas en pacientes cuyo estudio
electrofisiolégico mostré un patrén de denervacién asimétrico y distal predominante
en algunos pacientes, lo que sugiere que la neuropatia, al menos en parte, se

relaciona con multiples infartos de los pequefios vasos'.

El endotelio vascular es un érgano muy activo donde sus células ejercen funciones
qgue van desde la vasodilatacidon y vasoconstriccidon hasta funciones pro y anti
inflamatorias al ser capaz de sintetizar moléculas con multiples funciones vasoactivas
y hormonales, neurotransmisores, citoquinas, factores de crecimiento, factores
.. , ., 49
guimio-atrayentes, moléculas de adhesidn celular y receptores de membrana™ esto
nos explica que la disfuncién endotelial tenga relevancia en las complicaciones
vasculares en la diabetes y a su vez pudiera tener un papel relevante en la

fisiopatogenia de la PND.

La célula endotelial expresa en su membrana receptores especificos para AGE que
unidos a estos aumentaran los radicales libres a la vez disminuirdn los niveles de
antioxidantes intracelulares impidiendo la neutralizacién de ROS y NOS. Si a este
sumamos la accién de los demdas factores metabdlicos, acrecentando el estrés
oxidativo con el consecuente daio celular progresivo favoreciendo esta disfuncién

endotelial.

Otros factores no relacionados directamente con la diabetes. Son factores
neurotoéxicos reconocidos en la poblacién general y pueden afectar también al sujeto

diabético. Los principales son: alcohol, malnutricién, estados carenciales, infecciones,

28



Tesis Pilar Ascaso
Introduccion

factores inmunoldgicos, etc>. Otras complicaciones asociadas a la diabetes tipo 2

como la hipertensién y la dislipemia pueden colaborar en el desarrollo de la PND***°.

2.4.2. Factores nuevos o no clasicos

No siempre existe una buena relacidn entre la presencia de PND y la existencia de los
factores clasicos y otros previamente descritos. Hay pacientes con una importante
hiperglucemia que no desarrollan neuropatia y otros con hiperglucemia leve o

moderada que desarrollan una neuropatia grave.

Los factores etioldgicos clasicos no explican o explican parcialmente algunos casos de
polineuropatia diabética por lo que diversos autores han intentado buscar nuevos
factores que expliquen el desarrollo de neuropatia en algunos casos o que podrian

estar relacionados con todos los casos de neuropatia diabética.
Entre estos nuevos factores podemos incluir:
2.4.2.1. La hiperhomocisteinemia.

La homocisteina o acido 2-amino-4-sulfamil butanoico, es un aminodacido azufrado
importante en la transferencia de grupos metilos en el metabolismo celular y cuyo
metabolismo se encuentra en la interseccién de 2 vias: la remetilacion a metionina
que requiere acido félico y vitamina B12 y la transsulfuracidn a cistation que requiere
vitamina B6, coordinadas por la S-adenosilmetionina que actia como inhibidor
alostérico de la metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) y como activador de la

cistation beta-sintetasa (CBS)*®, figura 4.
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Figura 4 . Metabolismo de la homocisteina

Remetilacion Transmetilacion

THF \/Metionina
. Ciclo de
Ciclo de folato g . ms metioning
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|

Modificado de Nutrients. 2016; 8(2):68 GSSG
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Pie de figura 4. THF = tetrahidrofolato; VB = vitamina B12; MS = metionina sintetasa;
GR = glutation reductasa; GSSG = glutation disulfato u oxidado

Los factores que aumentan las concentraciones plasmaticas de homocisteina, es
decir relacionados con la hiperhomocisteinemia, son multiples y pueden agruparse

en:

— Mutaciones enzimaticas relacionadas con la metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), con la homocisteinametiltransferasa (HMT) y la

cistationina B-sintetasa (CS).
— Deficiencia de folatos, piridoxina y fallos en la absorcidn de la vitamina B12.

— Alteraciones sistémicas como: insuficiencia renal y hepatica, hipotiroidismo,

neoplasias y trasplantes.

— Factores farmacoldgicos y toxicos como el consumo desmesurado de café y

alcohol, tabaquismo, administracién de metionina oral y algunos inhibidores”.
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— Presencia plasmatica de oxisterol, proveniente de la ingesta de alimentos de

origen animal.

La hiperhomocistinemia se considera un factor de riesgo para la enfermedad

| >7->8  Por diversos mecanismos como lesién del endotelio

cardiovascular y rena
vascular mediado por un incremento del estrés oxidativo (EQ) y por la activacién de
mediadores inflamatorios de la pared wvascular. La asociacién de
hiperhomocisteinemia con lesiones tisulares en diversos territorios ha sido también

descrita en sujetos con diabetes tipo 2°°.

Finalmente, algunos autores han relacionado la hiperhomocisteinemia con la PND,

aungque sigue opiniones encontradas.

Recientemente nuestro grupo ha demostrado una asociacién independiente entre

los niveles de homocisteina con la PND.

Se encontré una asociacién independiente de los niveles plasmaticos de
homocisteina con la gravedad de la PND, ademas, se pudo establecer que por cada
incremento de 1 umol en plasma de homocisteina hubo un aumento del 23% del
riesgo de polineuropatia en diabéticos tipo 2. La relacién entre la neuropatia con los
niveles de homocisteina se mantuvo después de corregir los factores de confusidn,

como fueron HbA1c, la duracién de la diabetes y la edad®.

En otro trabajo se relacionaron los niveles de homocisteina, microalbuminuria,
HbA1lc en pacientes diabéticos tipo 2 con ulceracidn de pie. Relacionando por cada
aumento de 1 umol en los niveles de homocisteina plasmatica hubo un aumento del

10% en el riesgo de ulceracién del pie diabético®’.

La relacion entre la hiperhomocisteinemia y la PND puede deberse a diversos
mecanismos entre ellos el incremento del estrés oxidativo °> y, en estudios
experimentales y clinicos, se ha postulado que puede afectar la funcién nerviosa por
efecto citotdxico directo o por daio oxidativo de la célula endotelial de los pequenos

vasos de la pared del nervio®*.
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2.4.2.2. Estrés oxidativo

Los factores metabdlicos, anteriormente citados, confluyen en una misma via o
mecanismo de actuacién que es la agresién oxidativa o estrés oxidativo, podemos
decir que hay una relacién entre el aumento de los radicales libres de oxigeno y la
diabetes. Y si sumamos que la diabetes afecta a los mecanismos de defensa
antioxidante esto nos lleva a estrés oxidativo que provoca dafio neuronal. Asi pues,
podemos decir que otro factor implicado en la patogenia de la neuropatia diabética
es el estrés oxidativo. Consideramos estrés oxidativo al desequilibrio entre la

produccién de radicales libres y la capacidad defensiva antioxidante®.

La mitocondria utiliza el oxigeno y los sustratos, principalmente derivados de la
glucosa, para producir energia celular en forma de ATP; de esta manera, los
electrones provenientes de los sustratos oxidados son transferidos al oxigeno, por
una serie de reacciones de reduccidn para generar agua. El oxigeno molecular (02)
se caracteriza por tener dos electrones desapareados, su reduccién se lleva a cabo
en cuatro reacciones seriadas (cadena respiratoria mitocondrial), lo que da lugar a la
formacidn de intermediarios altamente reactivos que son conocidos como especies

reactivas de oxigeno para llegar finalmente hasta la formacién de agua y ATP.

En la diabetes la hiperglucemia es precursora de los mecanismos metabdlicos
descritos anteriormente, estos mecanismos favorecen la formaciéon de ROS en la
cadena respiratoria mitocondrial al producir altas concentraciones de donantes de
electrones como NADH y FADH2, particularmente debido a la via del poliol; la

activacion de la PKC también ayuda a la sobreproduccién de 02-.

El exceso de las especies reactivas de oxigeno, generadas por las mitocondrias, al
acumularse se relacionan con incremento del estrés oxidativo que conlleva la
alteracion en el funcionamiento mitocondrial, procesos apoptéticos, acumulacion de
agregados intracelulares, lesién del DNA mitocondrial y excitotoxicidad con
anomalias en el transporte axdnico y edema en las terminales axdnicas de nervios del

sistema nervioso periférico que llevan a la degeneracion neuronal®®.
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Este proceso dependiente de la mitocondria se postula como un mediador de las
complicaciones por estrés oxidativo de la diabetes. Por otra parte, existe una via
comun que afiade el estrés oxidativo con la microangiopatia para incrementar la
lesion en el nervio. Este factor relacionado con la microangiopatia en el nervio incluye

la alteracién en el flujo sanguineo y la hipoxia endoneural.

La existencia de un punto comuin en el que la disfuncion mitocondrial y el
subsiguiente estrés oxidativo pueden conducir y potenciar los cambios vasculares
que llevarian a generar el dafio vascular responsable de la microangiopatia de la
diabetes. Y que al darse en las células nerviosas podrian considerarse otro factor en

el dafio al tejido nervioso que favorecera la génesis de la neuropatia (figura 5).

Figura 5
Representacion de la interacciéon de la ruta del poliol, la glicosilacién avanzada
y el estrés oxidativo y sus efectos sobre la funcion vascular en diabéticos.

+GSSG «<— GGH
NROS
L itol —— NADPH - NADP — -
N Glucosa Sorbitol ! JUNO
\ / NF-kB
' AGE+RAGE Interlequinas

Mol. Adhesién
Etc

Dano celular
Daio endotelial

Pie de figura 5. GSSG = glutation oxidado; GGH = glutation; ROS = especies reactivas
de oxigeno; NO = dxido nitrico; AGE = productos finales de glicacion avanzada; RAGE
= receptores de los AGE; NADPH = nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; NADP "
= forma reducida

El estrés oxidativo mediado por la hiperglucemia también activa otras vias celulares
como Nrf2 y NFkB. La activacion de la via Nrf2 o factor nuclear derivado de eritrocitos

tipo 2 regula la expresion de proteinas antioxidantes y citoprotectoras que protegen
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de la lesidn y la inflamacion, a través de los mecanismos antioxidantes, esto es un
mecanismo protector, pero la activacion persistente y prolongada mediada por la
hiperglucemia crénica lleva al agotamiento del sistema y a una situacién de
desproteccion, por otro lado, la activacion de NFkB o factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas y su unién a la regién kappa del
genoma, facilita la transcripcién de esta regién kappa del genoma aumentando la

produccién de citoquinas inflamatorias®”®®

. Se sabe qué factores inflamatorios y el
EO confluyen en una via comun de lesién a través de NFkB es un complejo proteico
que controla la transcripciéon del ADN, como respuesta a estimulos celulares

nocivos®®’°.

En estudios anteriores de nuestro grupo encontré un aumento del estrés oxidativo

relacionado con la polineuropatia periférica.

2.4.2.3. Mecanismos de inflamacion cronica

La inflamacién, como respuesta homeostatica de los tejidos vascularizados a un
estimulo nocivo, puede darse para: restaurar la funcién normal de un tejido o para

eliminar un agente nocivo.

Uno de los factores fisiopatoldgicos de la neuropatia diabética esta relacionado con
la incapacidad de regeneracién de la célula nerviosa y esto podria radicar en un
proceso inflamatorio alterado o disfuncional. Cuando este proceso inflamatorio
tiende a perpetuarse convirtiéndose en un proceso cronico, la inflamacién deja de
ser un proceso de restauracion tisular pasando a la destruccién del tejido nervioso

con su consecuente pérdida de funcion.

La inflamacidn crdnica se caracteriza por el infiltrado de linfocitos y macrdéfagos, a la
vez que se da la presencia simultdnea de procesos lesivos y de reparacion. En el
proceso inflamatorio intervienen muchos mediadores; variard en funcién de los
distintos tipos de células de los infiltrados y de la participacién de distintos

mediadores quimicos.
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NF-kB es un importante modulador de la inflamacién ya que desarrolla un papel
central en la expresién de muchos genes clave en la respuesta inflamatoria’’, regula
la transcripcidon de moléculas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-2, TNF-a, entre otras),
moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM, E-selectina) y enzimas (6xido nitrico sintetasa
inducida y la ciclooxigenasa 2)’?, que tienen un importante papel en la regulacién de
la respuesta inmunitaria e inflamatoria. Como consecuencia de la interaccién de
todos estos productos con receptores de membrana especificos se desencadena una
cascada de reacciones bioquimicas en el interior de la célula diana que determina su

accion bioldgica”.

Como hemos mencionado, es necesario conocer nuevos factores que se asocien con
la patogenia de la PND, a fin de facilitar su prevencién y tratamiento. Si conocemos
como se relacionan los fendmenos inflamatorios con la PND, podremos identificar
nuevas estrategias y dianas terapéuticas. Recordemos que no existen tratamientos

especificos para evitar la progresion de la PND.

3. Papel de CXC en la inflamacidn y la angiogénesis

Las quimioquinas son pequenas proteinas no mayores de 8-10 kDa, que forman una
familia de citoquinas quimioatractivas que tras la unién a sus receptores especificos
son capaces de controlar la migracion y residencia de todas las células inmunes, e
intervienen en muy diversas funciones inmunes y no inmunes, participando en
multiples funciones fisioldgicas y patoldgicas. Al inducir la migracién de células
inmunes juegan un papel critico en la inmunidad innata, asi como el desarrollo de
una respuesta inmune adaptativa y el mantenimiento de la inflamacién crénica’”.
Algunas quimioquinas se consideran pro-inflamatorias, y estan relacionadas con
infecciones e inflamacién, mientras que otras se consideran homeostaticas vy
participan en el control de la migracién celular durante el desarrollo de tejidos o

75,76

durante su mantenimiento™’". Actualmente, sabemos que las quimioquinas estan

involucradas en numerosos procesos bioldgicos no bien conocidos, ademas, para
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aumentar su complejidad fisiolégica, conocemos que su funcién in situ puede ser

influenciada significativamente por la formacién de heterodimeros’”.

La importancia fisioldgica de esta familia de mediadores depende de su especificidad,

las principales sub-familias de quimioquinas se clasifican segin la posicién de los 2

primeros residuos de cisteina y son denominadas CXC, CC, Cy CX3C. El subgrupo CXC,

que tiene dos residuos con cisteina separados por otros residuos (C-X-C) es el mayor

y como regla general son quimiotdcticas para los neutréfilos y otras células inmunes

(monocitos y linfocitos)’®. La clasificacion de las quimioquinas CXC y sus funciones

vienen en la tabla 17°.

Tabla 1

Quimioquinas CXC y su funcidn

Quimioquina

Otro nombre

Funcion inmune

CXCL1 GROalfa Trafico de neutrdfilos

CXCL2 GRObeta Trafico de neutrdfilo

CXCL3 GROgamma Trafico de neutrdfilo

CXCL4 PF4 Procoagulante

CXCL5 ENA7B Trafico de neutrdfilo

CXCL6 GCP-2 Trafico de neutrdfilo

CXCL7 NAP-2 Trafico de neutrdfilo

CXCL8 IL-8 Trafico de neutrdfilo

CXCL9 MIG Respuesta de Thl y trafico de Th1, CD8 y NK
CXxcL1o0 IP-10 Respuesta de Thl y trafico de Th1, CD8 y NK
CXCL11 I-TAC Respuesta de Thl y trafico de Th1, CD8 y NK
CXCL12 SDF-1 Médula 6sea

CXCL13 BLC Posicionamiento de cel B y Tfh

CXCL14 BRAK Accidn sobre macrofagos

CXCL15 Lungkine é?

36



Tesis Pilar Ascaso
Introduccion

Tabla 1

Quimioquinas CXC y su funcidn

Quimioquina

Otro nombre

Funcion inmune

CXCL16 5R-PSOX Migracién y supervivencia de NKy ILC
CXCL17 DMC é?

XCL1 SCM-1alfa Presentacion de CD8+

XCL2 SCM-1beta Presentacion de CD8+

CX3CL1 Fractalkina NK, monocitos y migracidn cel T

La mayoria de sus efectos se producen por seiializacidn tras unién a receptores de las

quimioquinas, son receptores acoplados a la proteina G (GPCR), de forma resumida

exponemos la relacién entre quimioquinas CXC y su receptor, figura 6.

Figura 6

Diagrama simplificado de las quimioquinas CXC y su receptor

QUIMIOQUINAS CXC RECEPTOR
CXCL 6,8 CXCR1
CXCL 1,2,3,5,6,7,8 CXCR2
CXCL 9,10, 11 CXCR3
CXCL 4 CXCR3
CXCL 12 > CXCR4
CXCL 13 —> CXCR5
CXCL 16 CXCR6
CXCL 11,12 CXCR7
CXCL 1,2 XCR1
CXCL 1 CX3CR1

Modificado de Zlotnik et al. Genome Biology 2006 y Altara et al. Clin Sci (Lond). 2016

La situacidn es, en ocasiones, confusa, porque las quimioquinas y sus receptores son

promiscuos y con interacciones complejas, una quimioquina puede actuar sobre
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diferentes receptores y un receptor puede ser activado por diferentes ligandos

(quimioquinas)®°

Muchas quimioquinas y sus receptores se agrupan en localizaciones cromosdmicas
definidas. Se han reconocido dos grupos principales que codifican las quimioquinas
inflamatorias esenciales: el grupo CXC, localizado en el cromosoma 4qg12-21, vy el
grupo CC, localizado en el cromosoma 17g11.2. Las quimioquinas que se mapean en
los grupos CXC y CC parecen mantener algunas funciones especificas, que ya hemos
comentado, las quimioquinas del grupo CXC reclutan principalmente neutrofilos
mientras que los miembros del grupo CC tipicamente atraen células

mononucleares’®.

Algunos miembros de la familia CXC presentan otra diferencia estructural el
denominado ELR, se trata de una secuencia de tres aminoacidos Glu-Leu-Arg que
precede a la primera cisteina, y que condiciona su capacidad para actuar como
moléculas angiogénicas, es decir, para promover la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de otros existentes. CXCL8 (IL-8) y CXCL1 (Gro-a) son ejemplos de
guimioquinas con ERL que acttan a través del receptor CXCR2. Para las quimioquinas
sin ERL, como CXCL4 (PF4), CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-10) y CXCL11 (ITAC), que actian
a través del receptor CXCR3, se ha descrito actividad angiostatica, es decir, capacidad
de bloquear la formacién de nuevos vasos®' . Estas quimioquinas despiertan un
especial interés dado que suman su accion angiostatica con la de la migracién celular

en procesos inflamatorios.

En general, las quimioquinas CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCL8 son
clasificadas como inflamatorias; CXCL12 y CXCL13 como homeostaticas. CXCL9,

CXCL10, CXCL11 y CXCL16 como duales con funcién inflamatoria y homeostatica®?.

Sin embargo, su papel no estd totalmente aclarado, por ejemplo, la CXCL13 parece
ser el principal determinante para el reclutamiento de células B en el sistema
nervioso central en diferentes enfermedades neuroinflamatorias. Por lo tanto, los

niveles elevados de CXCL13 en liquido cefalorraquideo reflejan mdas bien una
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importante respuesta inmune humoral en el compartimento en entidades

especificas®.

4. Grupo de quimioquinas ligandos del receptor CXCR3

El grupo de quimioquinas CXCL9/MIG (Monokine induced by gamma interferon),
CXCL10/IP-10 (Interferon gamma-induced protein 10), CXCL11/I-TAC (Interferon
gamma-induced protein 9) son, como hemos expuesto, son los ligandos del receptor
CXCR3, y representan un grupo diferenciado de quimioquinas inflamatorias vy
angiostaticos. Compiten con diferentes factores angiogénicos como “vascular
endothelial growth factor” (VEGF) y el “basic fibroblast growth factor” (FGF2)

uniéndose a los proteoglicanos presentes en las células endoteliales.

El receptor CXCR3, al contrario que otros receptores de quimioquinas, estd regulado
por un gen situado en el cromosoma X, en la regién q13%*. Este receptor se expresa
en diferentes células del sistema inmune y en otras células no inmunes. La expresién
también varia por la existencia de diferentes variantes de CXCR3. En la mayoria de las
células, incluyendo los leucocitos, la forma predominante es la CXCR3A, en contra en
las células endoteliales la variante que expresan es CXCR3B, estas formas explican la
diferencia de actividad de los ligandos. Posteriormente se describié en humanos una
tercera forma CXCR3-alt. Los ligandos actuan uniéndose a diferentes formas del

receptor (figura 7).
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Figura 7
Receptor humano CXCR3 y sus ligandos

CXCL4 CXcCL4L1 CXCL9 CXCL10 CXCL11
S~ ™
“‘ \ >

|
[ N
\2

W YA
T Gy g [

Proteoglicanos

CXCR3- Alt CXCR?7

G = proteina G unida al receptor

Modificado de Van Raemdonck et al. Cytokine & Growth Factor Reviews 2015

Pie de figura 7: CXCR3 = receptor de quimioquinas tipo CXC tipo 3; CXCR3A, CXCR3B,
CXCR3-Alt = subtipos A, B y Alt del receptor CXCR3; DARC = Receptor para la
quimioquina tipo 4 o CXCL4; CXCR7 = receptor de quimioquinas tipo CXC tipo 7, CXCL4
CXCL4L1, CXC 9, 10y 11 = quimioquinas del grupo CXC.

Los efectos de estas quimioquinas, como hemos comentado, se deben a la activacion
del receptor CXCR3 que se expresa en la superficie de diferentes células, se ha
descrito en linfocitos T activados, células dendriticas, células “natural killer”,

fibroblastos, células epiteliales, células de musculo liso y en células endoteliales®.

La activacion de los receptores de las quimioquinas induce una serie de vias de
sefializacion, asi como la activacidn de integrinas, quinasas relacionadas con
proteinas G y la unién de beta-arrestina®. La quimioquina CXCL10 ha mostrado
actividad agonista completa regulada por sefial extracelular ERK 1/2 fosforilacion y

actividad agonista parcial para el reclutamiento de beta-arrestina®.

Los ligandos de este receptor (CXCR3) y sus variantes son producidos por diferentes

células tras ser inducidos por diversos factores (tabla 2).
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Tabla 2
Ligandos del receptor humano CXCR3: CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11
CXCL4 CXCL9 CXCL10 CXCL11
Ptlnupales Plaguetas Células Células Fibroblastos
células . endoteliales de | endoteliales de .
Monocitos ~ ~ Astrocitos
productoras pequefios pequefios vasos
Linfocitos T Célul
INTocitos Vasos Fibroblastos eiuias
Macréfacos mononucleares
& Monocitos periféricas
celles Linfocitos T
mononucleares
periféricas Células cutaneas
Inductores Trombina IFN-gamma TNF-alfa TNF-alfa
(plaquetas) (fibroblastos) (fibroblastos)
Linfocitos T IFN-alfa, IFN- Ib e,
IFN-beta
beta, IFN-gamma

Dado su naturaleza pleiotrépica, los ligandos de CXCR3, el grupo de quimioquinas
CXCL10, CXCL9 y CXCL11 son inflamatorias y angiostaticas® . Juegan un papel
importante en la inmunidad y la angiogénesis y por lo tanto desempefian un papel
fundamental en la salud y en diversas patologias relacionadas con la angiogénesis y
con alteraciones inmunolégicas (autoinmunidad, infecciones, cancer) y la actuacion
sobre estos factores se ha establecido como posibles tratamientos de estas

patologias.

Estudios sobre la funcidn de estas quimioquinas, indican que el receptor CXCR3
activado por sus ligandos CXCL10 y CXCL9 puede activar distintas vias inflamatorias,
mientras que CXCL11 predominantemente podria inducir fisioldgicamente Ia
internalizacion de CXCR3’*. Como hemos expuesto en la tabla 1 las quimioquinas
CXCL9, CXCL10 y CXCL11 participan en la respuesta de las células inflamatorias Thl

(linfocitos cooperadores), CD8 (linfocitos citotoxicos) y NK (linfocitos destructores de
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la célula diana o “natural killer”). La accién de las quimioquinas sobre la activacién de

linfocitos T CD4+ (células Th) viene en la figura 8.

Figura 8
Quimioquinas CXCL 9, 10 y 11 y su funcidn sobre los linfocitos T CD4+

Agentes que
estimulan

CXCL11 CXCL9

CXCL10

Célula CXCL10

secretora

Th2
Q Relacionados con Ia.lnflamauon y oxcLit
enfermedades autoinmunes

CXCL11
Q Funcién desconocida

Modificado de Karin et al. Frontiers in Inmunology. 2015

Pie de figura 8. CXCL = quimioquina del grupo CXCL; Thnp = precursor de Th; Thl =
linfocitos T helper que activan los macrofagos e inflamacion; Th2 = linfocitos T helper
con efecto transcriptor génico y controlador del efecto de Th1; Th17 = linfocitos helper
relacionado con enfermedades inflamatorias y autoinmunes; Trl = linfocitos con
funcion en el mantenimiento de la autotolerancia.

Indicando la modulacién de estas quimioquinas sobre los linfocitos Th y las funciones

y patologia con ellos relacionada.

Recientemente, los ligandos de CXCR3 han demostrado efectos diferentes y
podriamos considerar a CXCL9 y CXCL10 una accion proinflamatoria, ejercida a través
de que inducen a las células Thl / Th17 efectoras para promover la inflamacion, esta
accién inflamatoria se ha demostrado incluso en ratones transgénicos carentes de
CXCR3, y se han relacionado con la gravedad de diferentes enfermedades
autoinmunes, incluyendo la diabetes mellitus tipo | y la encefalomielitis autoinmune
experimental. La CXCL11, con una afinidad de unién relativamente mayor a CXCR3,

impulsa la inhibicién de esta via y por lo tanto, podria amortiguar la inflamacién. Por
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lo que CXCL9 / CXCL10 activa una cascada de sefializacidon diferente de CXCL11, a
pesar de la uniéon al mismo receptor, CXCR3, lo que resulta en estas diversas

actividades bioldgicas®.

5. El sistema CXCL9, CXCL10 y CXCL11 y su receptor CXCR3 y su relacion con

multiples enfermedades:

La CXCL10 y su unién al receptor CXCR3 parecen contribuir a la patogénesis de
muchas enfermedades autoinmunes organoespecificas, como diabetes tipo 1, la
enfermedad de Graves y la oftalmopatia de Graves) o sistémicas como lupus
eritematoso sistémico, crioglobulinemia mixta, sindrome de Sjogren o esclerosis
sistémica. La secrecidon de CXCL10 por CD4 +, CD8 +, y natural “killer” es dependiente
de IFN-y. El aumento de los niveles plasmaticos de CXCL10 es un marcador de una
respuesta inmune agresiva > . La patologia relacionada con el sistema de

guimioquinas relacionadas con el receptor CXCR3 vienen en la tabla 3.

Tabla 3
Patologias relacionadas con el sistema CXCL9, 10y 11 / CXCR3

Cancer Carcinoma y sarcoma

cancer de mama, melanoma, colon, eséfago,
renal, ovario.

Leucemias, linfomas y mielomas

Trombocitopenia

E. autoinmunes Diabetes tipo 1
organoespecificas Hepatitis crénica autoinmune
Enfermedad de Graves. Oftalmopatia de Graves

Tiroiditis de Hashimoto
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Tabla 3

Patologias relacionadas con el sistema CXCL9, 10y 11 / CXCR3

E. autoinmunes
/inflamatorias
sistémicas

Artritis reumatoide
Lupus eritematoso sistémico
Crioglobulinemia mixta

Sindrome de Sjogren

E. cardiovascular

Arterosclerosis
Hipertensién
Hipertrofia cardiaca

Insuficiencia cardiaca

E. inflamatoria

Enfermedad de Crohn

intestinal .
Colitis ulcerosa
S. nerviosos Encefalomielitis autoinmune
Esclerosis multiple
Enfermedad de Alzheimer
Sindrome de Opsoclonus-mioclonus
Otras Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

HIV
Dermatosis inflamatorias. Psoriasis
Malaria

Rechazé de trasplantes

Estas quimioquinas estimulan los factores inflamatorios en diversas patologias, tan

diferentes como: La enfermedad pulmonar obstructiva crénica”’; la hepatitis crénica

autoinmune®! y estan relacionadas con su evolucién®; también se han relacionado

con la carga viral mantenida en pacientes con HIV®*; con algunas dermatosis

inflamatorias®*: e incluso con rinitis aIérgicas95. Por otro lado, se han relacionado con

la psoriasis, buscando la posibilidad de inhibir el eje CXCR3/CXCL10 para controlar

esta enfermedad®®.
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La artritis reumatoide ha sido relacionada con este sistema de quimioquinas, y en
estos pacientes se ha encontrado un aumento del reclutamiento de células T que
expresan CXCR3 en el tejido sinovial inflamado, con un aumento de CXCL9 y CXCL10
en el liquido sinovial y en el tejido articular®’. Encontrando también lesiones

endoteliales en esta patologia inflamatoria.

La enfermedad inflamatoria intestinal ha sido también relacionada con alteracién
del sistema controlado por CXCR3 tanto la enfermedad de Crohn como la colitis
ulcerosa. Se ha encontrado aumento de los niveles de CXCL4 y de CXCL10 en los
brotes de estas enfermedades inflamatorias, con acumulo en mucosa intestinal de
células inflamatorias®®. Considerando que estas quimioquinas inducibles por IFN-
gamma podrian contribuir a la progresidn de la enfermedad inflamatoria intestinal y

podrian desarrollarse nuevas estrategias terapéuticas basadas en este eje®.

Neoplasias. Estas quimioquinas se han relacionado con gran variedad de carcinomas
y sarcomas. Ademas, la angiogénesis tiene un importante papel en el crecimiento y
extension de las neoplasias'®. Posiblemente este sistema quimioquinas-receptor
puede intervenir en la extensién tumoral y, por otro lado, algunos ligandos pueden

suprimir la angiogénesis y actuar como agentes antitumorales'®*.,

Se han relacionado con muchos tumores humanos y con mal prondstico en pacientes
con cancer de mama, melanoma, cancer de colon y neoplasias renales. Otras
neoplasias hematopoyéticas que afectan a los leucocitos y sus progenitores como la
leucemia, linfomas y mielomas estan también relacionadas con estas

quimioquinasloz.

De las tres variantes del receptor CXCR3 (CXCR3-A, CXCR3-B y CXCR3-alt). Las dos
primeras CXCR3-A y CXCR3-B pueden tener funciones fisiolégicas opuestas, mientras
CXCR3-A, la forma predominante en las células hematopoyéticas, parece mediar la
proliferacién celular, la invasién y las metdstasis; la CXCR3-B, parece mediar la

sefializacion de parada del tumor, es decir la supresidn del crecimiento, la apoptosis
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y laiinvolucién vascular. Como vemos, faltan muchos datos para conocer bien el papel

fisiologico y en patologia de este sistema tan complejo'®.

Otro estudio'®, encuentra una relacién entre alta expresion de CXCL10 con el
desarrollo de tumores y puede afectar el pronéstico en varios canceres. En este
estudio se encontré que CXCL10 fue un factor prondstico independiente y se pudo
predecir con una supervivencia general favorable a 5 afios. Concluyendo, que el
aumento de la expresidon de CXCL10 es un factor prondstico independiente en el
carcinoma esofdgico. Recientemente CXCL9 y 10 se han relacionado con inhibicién

106

en el cancer de ovario*®, y con las metdstasis en el cdncer de mama~ ", Asi como con

la evolucion de multiples tumores.

Algunos autores encuentran implicaciones clinicas potenciales para la terapia de
autoinmunidad en la enfermedad de injerto contra huésped y en multiples tipos de

cancer'?’.

Parece que también pueden intervenir en el dolor del cancer éseo, a través de la

induccién y mantenimiento del dolor'®®

. Siguiendo estas lineas se han desarrollado
pequeiias moléculas antagonistas CXCR3 y esta en investigacion su papel

terapéutico®.

Enfermedades endocrino-metabdlicas. Las funciones de las quimioquinas siguen
siendo investigadas, se ha postulado el posible papel de CXCL10 en la facilitacién de

10 Muchos estudios han

la autoinmunidad y en el desarrollo de la diabetes tipo 1
sugerido que los receptores de quimioquinas CXCR3, CXCR5, CXCR6 y CXCR7 son
determinantes en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1, especialmente en la
autoinmunidad y la destruccidon de las células B. En particular, los niveles circulantes
de CXCL10 es alto en pacientes DM1, lo que sugiere que CXCL10 podria ser un
candidato para un marcador predictivo y que el bloqueo del eje CXCL10 / CXCR3 en

la fase inicial de la diabetes parece que podria ser una estrategia para el tratamiento

de la DM1*%,
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Las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, a través de la activacidn del sistema PPAR
se ha descrito que podrian contribuir en el desarrollo de patologia tiroidea como es
la tiroiditis autoinmune y la enfermedad de Graves y, ademas, podrian contribuir al
desarrollo de la oftalmopatia de Graves. Los agonistas de PPAR-y muestran un fuerte
efecto inhibidor sobre la expresion y liberacidn de quimioquinas ligandos de CXCR3,
se ha demostrado in vitro, en diversos tipos de células, tiroideas, en fibroblastos

orbitarios, preadipocitos y mioblastos de pacientes con oftalmopatia de Graves'*2.

Patologia cardiovascular. Las quimiocinas que activan el receptor CXCR3, se han
relacionado con alteraciones inmunitarias e inflamatorias en el musculo liso vascular
y en las células endoteliales y tienen una importante funcién vascular fisiolégica. En
la dltima década, la evidencia de estudios preclinicos y clinicos ha revelado la
participaciéon de CXCR3 y sus ligandos en multiples enfermedades cardiovasculares
(ECV) de diferentes etiologias*?, incluyendo aterosclerosis, hipertensién arterial,
cardiopatia hipertréfica y en la insuficiencia cardiaca. Ademas, pueden tener utilidad

114

como biomarcadores diagndsticos y prondsticos . Se han relacionado incluso con

los mecanismos del rechazo cardiaco tras trasplante*”.

El eje CXC se ha implicado en patologias frecuentes como la aterosclerosis. De hecho,
se ha observado una mayor infiltracion de linfocitos T activados en la placa

116

aterosclerdtica en respuesta a las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11™™". Estos

hallazgos demuestran que ligandos de CXCR3, a través de diferentes mecanismos,

contribuyen a la progresion de la arteriosclerosis!="or Marcador no definido. 117

Las quimioquinas modulan la respuesta inflamatoria en pacientes con
arteriosclerosis, interviniendo en la vulnerabilidad de la placa y en el infarto cerebral.
Asi como en el proceso post-isquémico cerebral, las quimioquinas intervienen tanto
en la lesibn como en la reparacién, modulan procesos cruciales, como el
reclutamiento y la activacién de las células inflamatorias, la supervivencia neuronal y
la neoangiogénesis. Por otro lado, las quimioquinas CXC también podrian modular las

células madre, favoreciendo asi la reparacién tisular''®, estos conocimientos han
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abierto un nuevo campo en el desarrollo de nuevos tratamientos en este campo de

la isquemia cerebral.
Sistema nervioso central

En la esclerosis multiple la activacién de la microglia y de los macréfagos desempefian
un papel importante en el desarrollo de la desmielinizacidn, pero los factores
desencadenantes son mal conocidos. Las quimioquinas y especialmente CXCL10
incrementan la liberacién de TNF-q, IL-6, IL-12, IL-1B y especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno. Altos niveles de CXCL9, CXCL10, CXL11 se expresaban selectivamente en
infiltrados inflamatorios en dreas de desmielinizacién'*®, faltan estudios para conocer
a fondo el papel de las quimioquinas y las posibilidades terapéuticas basadas en la

intervencion sobre esta via.

En la enfermedad de Alzheimer también se ha demostrado que los astrocitos
segregan multiples quimioquinas que pueden producir un trastorno inflamatorio
crénico del sistema nervioso central. El nivel de quimioquinas y sus receptores en
suero, liquido cefalorraquideo y tejido cerebral se ha visto significativamente
alterado en pacientes con enfermedad de Alzheimer. Se ha estudiado la participacién
de las quimioquinas y sus receptores en la enfermedad de Alzheimer, entre las
implicadas estan MCP-1/CCR2, fractalkine/CX3CR1, SDF-10/CXCR4, MIP-1a/CCRS5, IP-
10/CXCR3, IL-8/CXCR1, CXCR2, RANTES/CCR1, CCR3, CCR5, para algunos autores
estos conocimientos proporcionaran una nueva estrategia y objetivos mas

especificos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer®°.

Estas quimioquinas se han relacionado, también, con el sindrome de Opsoclonus-
mioclonus (OMS) infantil, trastorno neuroinflamatorio asociado remotamente con el

cancer y esta relacionado con estas quimioquinas**.

Como hemos comentado en cada patologia inflamatoria relacionada con los ligandos
de CXCR3, se abre unas nuevas posibilidades terapéuticas basadas en la prevencién
o detencién de la progresidn de estas enfermedades, modificando la expresién de los

ligandos o del receptor CXCR3, todas las posibilidades, como inhibicién de la
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activacion de CXCR3 o administracion de péptidos (ligandos) no estimulantes y que

bloquen al receptor, estan actualmente siendo investigadas.
Sistema nervioso periférico

Estas quimioquinas y particularmente la CXCL10, modulan la quimiotaxis, la
apoptosis, la angiogénesis y el crecimiento celular. Sobre la posible participacién de
las quimioquinas en la neuropatia y fundamentalmente en el dolor neuropatico, ha
sido estudiado en el modelo animal, en ratones con diabetes experimental tras
estreptozotocina, donde el aumento de los niveles espinales de quimioquinas, tras
inyeccién intratecal, aumenta el dolor neuropatico, los autores de este estudio
concluyen que la neuropatia es un trastorno neuroinflamatorio, y debe estudiarse el

papel de las quimioquinas**.

Un trabajo de 2013'? estudiando células humanas periféricas demostré que la
hiperglucemia se relaciona con un aumento de la expresidon de CXCR3 en los linfocitos
activados CD8'T activando la via p38MAK-Kinasas e induciendo apoptosis en las
células de Schwann, indicando que estas células pueden ser tdxicas para estas células

y producir neuropatia.

Las quimioquinas CXCL9, 10 y 11, ligandos de este receptor, son inducidas por
citoquinas inflamatorias (IFN-y y TNF-a) y la activacién de CXCR3 activa a su vez en
los linfocitos By T, células NK y endoteliales y podrian jugar un papel en la neuropatia

periférica.

Sin embargo, el papel del receptor CXCR3 y sus ligandos (CXCL10, CXCL9, CXCL11) en
la neuropatia de la diabetes no ha sido explorado y puede tener un papel importante

en el desarrollo de las lesiones neuropaticas.

Por ello el estudio de los niveles de las quimioquinas, CXCL10, CXCL9, CXCL11 en
plasma puede contribuir a mejorar el conocimiento de las casusas de la PND. Estas
guimioquinas, como hemos descrito, se relacionan con la angiogénesis y la regulacién

inflamatoria local vascular. Esto hace pensar que podrian tener un papel en el
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desarrollo de las lesiones microvasculares que afectan a la mielina y el axén en la

PND.
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Hipotesis de trabajo

Con las premisas antes comentadas, y no teniendo datos previos, nos planteamos la
siguiente hipdtesis de trabajo: En los pacientes diabéticos tipo 2 con neuropatia
periférica diabética (NPD) deben tener un aumento de factores inflamatorios
(CXCL10, CXCL9, CXCL11) relacionados con la via de activacion de la inflamacion

(NFkB) y la angiogénesis.
Objetivo principal

Estudiar la asociacion de diferentes factores inflamatorios CXCL10/1P-10, CXCL9/MIG,
CXCL11/I-TAC con la presencia de neuropatia periférica en una cohorte de pacientes

con diabetes tipo 2.
Objetivo secundario

Conocer si el grado de inflamacidn crénica se relaciona con la gravedad de la PND.

Este objetivo intenta demostrar, si el objetivo 1 encuentra la relacion de estas
guimioquinas con la PND, que a mayor grado de inflamacién deberia existir mayor

grado de PND. Reforzando asi la hipdtesis planteada.
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Sujetos y métodos

1. Tipo de estudio

Estudio preliminar de casos / controles. Considerando casos a los diabéticos con
polineuropatia diabética (PND) y controles a diabéticos sin PND. Apareados ambos
grupos por edad, pardmetros antropométricos, control de la diabetes y tiempo de

evolucién de la diabetes.

2. Sujetos

La poblacién estudiada son los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), y como
poblacién de estudio los pacientes que acuden a la Unidad de Diabetes del Hospital

Clinico de Valencia.

La seleccidon de los pacientes se realizdé por muestreo aleatorio simple, con la misma
posibilidad de ser elegidos entre todos los presentados, segln técnica por tablas de

muestreo aleatorio™**.
Criterios de inclusion

1.- Sujetos con diabetes mellitus tipo 2, segun criterios de la ADA-2016.
2.- Edad mayor o igual a 40 y menor de 70 afios.
3.- Hombre o mujer.

Criterios de exclusion

1.- Diabetes mellitus tipo 1, MODY vy diabetes secundarias.
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2.- Edad menor de 40 anos o mayor de 70 afios.
3.- Amputacion bilateral en miembros inferiores
4.- Enfermedad avanzada:

— Cardiaca (insuficiencia cardiaca NYHA grado Il o superior).

— Renal (aclaramiento de creatinina <30 mL/min/1,73%).

— Hepadtica (cirrosis o GPT >2 veces el limite superior de la normalidad).
— Hipotiroidismo o TSH >5 pU/L.

— Neumoldgica (EPOC).

— Neurolégica (neuropatias de otro origen o antecedentes personales de
neuropatia previa a la diabetes o antecedentes familiares de
neuropatia).

— Enfermedades neoplasicas.

— Enfermedades inflamatorias de cualquier tipo.
5.- Consumo de alcohol superior a 20 g dia en el hombre o0 15 g dia en la mujer.
6.- Artropatia de Charcot o amputaciones.

Todos los pacientes mantuvieron durante el estudio su tratamiento habitual para la

diabetes y para los factores de riesgo asociados.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de nuestro centro y todos los
pacientes que cumplieron los criterios de inclusién y ninguno de exclusion se les
explicé la finalidad del estudio y firmaron el consentimiento informado para

participar en el mismo.

3. Parametros clinicos

Se realizé una entrevista y exploracion clinica para la recogida de factores clinicos y

antropomeétricos. Entre estos destacan:
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Edad y sexo.

Habito tabaquico.

Consumo de alcohol.

Ejercicio fisico.

Tiempo de evolucidon de la diabetes.

Enfermedades cardiovasculares.

Factores de riesgo cardiovascular asociados: hipertension y dislipemia.
Tratamiento habitual.

Peso en kilogramos (kg) mediante una bascula electrénica, la talla en metros

(m) y el calculo del indice de masa corporal (IMC) kg/m?>.

Perimetro de cintura abdominal: medido en el punto medio entre la espina
iliaca anterosuperior y el margen costal inferior con una cinta métrica
graduada en centimetros (cm) estando el sujeto en bipedestacién y los brazos

en posicidn anatdémica.

Determinacidn de la presidn arterial tras 10 minutos de reposo en posicidon
sentado, utilizando el valor medio de 3 mediciones separadas 5 minutos

realizadas con un esfigmomandmetro de mercurio.

Deteccién de enfermedad arterial periférica (EAP) sintomatica y realizacion
de la prueba indice tobillo brazo (ITB): cociente entre presion arterial sistélica
en tobillo y arteria braquial medidas con esfigmdgrafo de mercurio y un eco-

doppler (Bi-directional Smartdrop™ 20) tras 5-10 minutos de reposo.

La EAP fue definida por un ITB < 0,9 en cada pierna, considerando grave si los
valores eran inferiores a 0,5. Una ratio superior a 1,2 se deben posiblemente

arigidez arterial y fueron excluidos del andlisis estadistico.
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Todas las mediciones fueron hechas por personal sanitario de la Unidad de
Investigacidn, previamente entrenado y con un protocolo definido y similar en todas

las exploraciones.

4. Estudio de la neuropatia periférica

La afectacion de neuropatia periférica se establecié con la prueba del monofilamento
tal y como se detalla en Gonzalez R et al®' y la gravedad y criterios clinicos atendiendo
a la clasificacién internacional basada en las escalas: NDS “Neurogical Disability
Score” o indice de alteraciones neuroldégicas y NSS “Neuropathy Sympton Score” o

indice de sintomas neuroldgicos**>.
Prueba del monofilamento

La presencia de neuropatia se establecid con la pérdida de sensibilidad a la presion
determinada mediante el test del monofilamento de 5,07 mm de SW que ejerce una
fuerza constante al presionarlo sobre la piel de 10 g. Con el paciente en decubito y
con ojos cerrados, se presioné con el filamento durante 1 a 1,5 segundos y se

pregunto al paciente si sentia o no su contacto.

Se evaluaron 3 puntos en cada pie: cara dorsal del primer dedo, y base de cabeza de

primer y quinto metatarsiano, evitando areas de hiperqueratosis.

Se asignd una puntuacion de 1 si el paciente percibia la presidn aplicada en al menos
2 de 3 intentos en cada punto y cero si no habia percepcién. Si tenemos en cuenta
que la exploracidn se realizé en 3 puntos en cada pie, la puntuacién maxima para un
paciente fue de 6. Agrupamos los resultados en 2 categorias, la primera con valor de
0 para una puntuacién de 0 a 4, que seria patoldgica, y la segunda con valor 1, cuando

la suma de todos los puntos fue de 5y 6, que consideramos normal.

La exploracion neuroldgica general se basé en pruebas estandarizadas por nuestro

grupo™?®:
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a) Sensibilidad superficial.

Se inicid por la zona mas distal (pulpejos de los dedos de los pies) y se exploré:

La sensibilidad tactil se exploré con el paciente tumbado y con los ojos

cerrados usando una torunda de algoddn.

La dolorosa utilizando una aguja con punta roma.

La térmica por la discriminacién al comparar al contacto con metal (frio) y

pldstico (calido).

b) Sensibilidad profunda.

Prueba del monofilamento de Semmes Weinstein. Descrita arriba, la pérdida
de la sensacidn a la presién con el monofilamento de didmetro 5,07, indica
afectacién neuropatica y en estos casos el riesgo de lesiones en pie se
multiplica por 10, con una sensibilidad entre el 88 y 100%. El monofilamento
se aplica en las zonas antes descritas y en diferentes zonas de la planta y del
dorso del pie, como hemos descrito en un trabajo anterior de nuestro

grupo™’.

Prueba de la sensibilidad vibratoria con diapasén de 128 Hz o graduado de
Rydel-Seiffer, la percepcion de la sensibilidad vibratoria, habitualmente es la
primera que se afecta en el paciente diabético y, por tanto, esta prueba es
muy sensible para detectar precozmente la alteracidn de la sensibilidad. Se
aplica sobre la articulacion interfalangica del primer dedo y siempre en zona
libre de callosidades, se considera patoldgico cuando el paciente deja de notar

la vibracién por debajo de 6.

Reflejo osteotendinoso aquileo: se percutio con un martillo de reflejos sobre
el tenddén de Aquiles, estando el paciente relajado en declbito supino,
sentado o arrodillado en la camilla, debiendo apreciarse una contraccion del

triceps crural y la flexidn plantar del pie. Si el reflejo estaba ausente, se repetia
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con maniobra de refuerzo, como la maniobra de Jendrassik que consiste en

tirar fuertemente una mano contra la otra con los dedos flexionados*?%,

La gravedad de la neuropatia se establecié con las escalas NDS y NSS'*°. El indice NDS
“Neurogical Disability Score” o Indice de alteraciones neuroldgicas se establece por
el resultado de la exploracidn en ambos miembros inferiores con estudio de la
sensibilidad dolorosa, vibratoria, térmica y la respuesta de los reflejos aquileos. El
indice NSS “Neuropathy Sympton Score” o indice de sintomas neuroldgicos se
establece por la clinica que presenta el paciente basado en sintomas como cansancio,
calambres, dolor, quemazén, adormecimiento y hormigueos, en su localizacién vy

situacion en la que empeoran o mejoran estos sintomas, tablas 4y 5

Tabla 4

Indice NDS “Neurogical Disability Score” o indice de alteraciones neurolégicas

Izquierda Derecha
Sensibilidad Normal Anormal Normal Anormal
Dolorosa (aguja) 0 1 0 1
Vibratoria (128 Hz) 0 1 0 1
Temperatura (frio metal) | 0 1 0 1
Reflejos aquileos Presente PCR Ausente | Presente PCR  Ausente
0 1 2 0 1 2

indice=(0-10)
Sumando las puntaciones: 3-5 PND leve, 6-8 moderada, 8-10 grave
La sensibilidad se explora sobre el dorso de la primera articulacién metatarso-falangica

PCR = Positivo con maniobra de refuerzo
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Tabla 5

Indice NSS “Neuropathy Sympton Score” o Indice de sintomas neuroldgicos

PUNTOS
Cansancio, calambres, dolor 1
Quemazdn, adormecimiento, hormigueos 2
Sintomas anteriores En pie 2
En pierna 1
Aumentan Por la noche 2
Durante el dia y noche 1
Mejoran Al caminar 2
Con la bipedestacion 1

Suma de puntos de 0O a 9
Neuropatia leve 3-4 puntos
Neuropatia moderada 5-6 puntos

Neuropatia grave 7-9 puntos

5. Parametros bioquimicos

Los estudios bioquimicos se realizaron a todos los pacientes incluidos en el estudio,

tras un periodo de 10 horas de ayuno nocturno, la extraccién se realizé en la Unidad

de Pruebas Funcionales de nuestro Servicio en condiciones dptimas: sentado, con

puncidn en la vena antecubital y en una situacidn sin estrés fisico o emocional con

una branula de plastico, con uso de torniquete (menor de 1 minuto) para evitar

cambios en el pH sanguineo, recogiéndose en los tubos adecuados para cada

determinacién (EDTA, heparina, seco,...) y las muestras fueron analizadas en el

Laboratorio Central de nuestro Hospital y en el Instituto de Investigacién — INCLIVA.

Incluyendo los siguientes pardmetros, las determinaciones se realizaron con

metodologia previamente descrita por el grupo**:
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— Hemograma (recuento y formula leucocitaria), estdndar de coagulacidn,
enzimas hepdticas, creatinina (métodos enzimaticos), filtrado glomerular,

glucemia.

— Colesterol total y triglicéridos (métodos enzimaticos), colesterol-HDL (cHDL)
(precipitacién con polianiones), Apo B y Al (inmunoturbimetria). Acido urico

(método enzimatico fotocolorimétrico).

— HbAlc mediante HPLC, método estandarizado y certificado segin National

Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)*°.

— Determicacion de microalbuminuria.

6. Niveles de las quimioquinas circulantes

Los niveles de CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 y CXCL11/I-TAC en el plasma de los

pacientes diabéticos con y sin PND, se determinaron mediante ELISA.

Las quimioquinas humanas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 se midieron usando pares de
anticuerpos de R & D Systems (kits ELISA Duoset, Abingdon, Reino Unido). Después
de revestir las placas durante la noche con el anticuerpo primario, los sitios de unién
no especificos se bloquearon con BSA al 3% durante 1 h. Se afadieron plasma vy
patrones a PBS / 0,5% / BSA / azida de sodio al 0,05% durante 2 h. Se afadieron
anticuerpos detectores biotinilados durante 2 h, seguido de neutravidina-HRP
durante 1 h. Todos los lavados en placas se llevaron a cabo en cuatro ciclos con PBS
recién preparado / Tween20 al 0,2%. Se afiadié substrato de tetrametilbenzidina K-
Blue mejorado durante 30 miny la reaccién enzimatica se detuvo por adicidn de dcido
sulfurico 0,19 M. La absorbancia se leyé a 450 nm. Los resultados se expresan como

quimioquinas pg/mL en el plasma.

Se realizd la determinacion en un grupo de sujetos no diabéticos, no obesos y sanos

para tener valores de referencia.
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7. Métodos estadisticos

El tamano muestral se ha calculado en 70 sujetos diabéticos, 35 con PND y 35 sin PND

con similar edad, distribucién de género, control glucémico y funcidn renal.

La distribucidn normal de las variables se estudié mediante la prueba de Kolmogorov-

Smirnov.

Las medias de las variables cuantitativas se comparan entre grupos con la prueba t
de Student para datos no apareados para variables con distribucién normal y con
pruebas no paramétricas para las variables de distribucién no normal con la prueba
de Kolmogorov-Smirnov y la de Wilcoxon para 2 muestras independientes. Para el
estudio de tres variables se utilizé la prueba de la varianza o con la prueba anova de

una via.

Para estudiar la asociacidn entre variables cualitativas se empleard la prueba de Chi-
cuadrado, utilizandose la prueba exacta de Fisher cuando las condiciones de la

muestra lo requirieren.

Las variables se expresan como media * desviacién estdndar. Se considerd
estadisticamente significativo una probabilidad menor al 5%. Los analisis estadisticos

se realizaron con el paquete estadistico SPSS v.12.1.3 (SPSS Chicago, IL).

8. Aprobacién del Comité de Etica

Este trabajo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
Clinic Universitari de Valéncia en fecha 25 de febrero de 2016. Acordando que retine
las caracteristicas adecuadas referentes a informacién a los pacientes y cumplimiento
de los criterios éticos para la investigacion médica y biomédica establecidos en la

Declaracién de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica

62



Tesis Pilar Ascaso
Sujetos y métodos

Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio, Japdn), (Octubre 1983, Ve necia,
Italia), (Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sudafrica),
(Octubre 2000, Edimburgo), (Octubre 2008 Seul, Corea) y (Octubre 2013 Fortaleza,
Brasil) y en la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos del
Hombre de la UNESCO y los acuerdos del Protocolo Adicional del Consejo de Europa
para la proteccion de los Derechos del Hombre y de la dignidad del ser humano frente
a la aplicaciones de la biologia y de la medicina (Paris 12-1-1998, ratificado el 23-7-

1999).
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Poblacion estudiada.

Se estudiaron setenta y tres sujetos con diabetes mellitus tipo 2, 47 hombres y 26
mujeres, con una edad de 63,5+10,9 afios y con un tiempo de evolucion de la diabetes
de 11,7410,2 afios. El IMC del grupo estudiado fue 31,3+5,3 y el perimetro de cintura
107,7+11,3 cm para ambos sexos. La presion arterial sistdlica fue de 148,7+£20,2 mm
Hg vy la diastdlica de 82,9+12,8 mm Hg. Eran fumadores el 35,6%. Estaban tratados
con diferentes pautas terapéuticas: dieta, antidiabéticos orales (ADO), insulina o

combinacién de insulina y ADO.

Al dividir el conjunto de los 73 sujetos diabéticos incluidos en el estudio, por genero
(hombres y mujeres) vemos las caracteristicas generales: edad, afios de evolucién de
la diabetes, IMC, perimetro de cintura (cm), presiéon arterial sistélica y diastdlica,
control de la diabetes (glucemia basal y HbA1lc) y el filtrado glomerular estimado, que

estdn recogidas en la tabla 6.

No hubo diferencias significativas entre los principales pardmetros de control de la
diabetes, tiempo de evolucién de la misma vy filtrado glomerular, principales
pardmetros de la evolucion de la diabetes que podian influir en la presencia de
neuropatia, por lo que tratamos a hombres y mujeres como un grupo Unico, como
habiamos previsto en el disefio, y consideramos adecuado el nimero de sujetos

diabéticos incluidos en el estudio.
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Tabla 6
Caracteristicas generales del grupo estudiado

Hombres Mujeres
N 47 26
Edad 63,4+11,3 64,9+10,4 NS
Anos de evolucién DM 12,5+10,7 10,749,1 NS
IMC 33,315,6 30,3%4,9 p 0,034
Perimetro cintura (cm) 108,4+10,9 106,6+11,1 NS
PAS 149,6+16,9 147,0+£25,3 NS
PAD 83,3%13,5 82,4+11,7 NS
Glucemia basal (mg/dL) 160,3149,7 160,9+50,9 NS
HbA1c (%) 7,6+1,6 7,9+1,7 NS
FGe (mL/min/1,732) 105,2+47,1 94,7+50,9 NS

DM = diabetes mellitus; IMC = indice de masa corporal, PAS = presion arterial
sistolica y PAD = presion arterial diastdlica; HBA1c = hemoglobina glicosilada; FGe =
filtrado glomerular estimado.

Los sujetos con diabetes tipo 2 fueron divididos, segtn los criterios definidos en

este estudio, por la presencia o ausencia de neuropatia periférica, diagnosticada

por la exploracidn con el monofilamento.

Estudio con el monofilamento

Monofilamento 0 = grupo de sujetos con alteracién o perdida de sensibilidad,

considerado grupo con neuropatia

Monofilamento 1 = grupo de pacientes diabéticos con sensibilidad conservada o

grupo sin neuropatia
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Los pacientes estudiados fueron distribuidos en 2 grupos: 36 pacientes diabéticos con
neuropatia (22 Hy 14 M) llamado monofilamento 0 y 37 sin neuropatia (25 Hy 12 M)
grupo monofilamento 1. No hubo diferencias significativas en la distribucién por

numero y sexo entre ambos grupos (tabla 7).

Las caracteristicas generales: edad, afios de evolucion de la diabetes, indice de masa
corporal, perimetro de cintura, presién arterial sistélica y diastélica, de ambos grupos
de sujetos diabéticos con y sin neuropatia periférica, vienen expuestas en la tabla 7,
observando solo diferencias estadisticamente significativas en la edad expresada en
afos, 68,5+7,9y 59,4+11,6, en los grupos con y sin neuropatia, respectivamente, con
p <0,001. Como hemos comentado no hubo diferencias estadisticamente

significativas en el resto de pardmetros.

Por lo que consideramos que ambos grupos fueron comparables, para estudiar los

factores asociados a neuropatia.

Tabla 7

Caracteristicas de ambos grupos de sujetos con diabetes tipo 2 con y sin
neuropatia

CON NEUROPATIA | SIN NEUROPATIA

Monofilamento 0 | Monofilamento 1
N 36 37 NS
Hombres (N) 22 25 NS
Mujeres (N) 14 12 NS
Edad (afios) 68,5+7,9 59,4+11,6 p <0,001
Afos de evolucion DM 13,6+10,8 9,819,4 NS
IMC 30,614,6 31,945,8 NS
Perimetro cintura (cm) 106,719,6 108,7+12,7 NS
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Tabla 7

Caracteristicas de ambos grupos de sujetos con diabetes tipo 2 con y sin
neuropatia

CON NEUROPATIA | SIN NEUROPATIA

Monofilamento 0 Monofilamento 1

PAS (mm Hg) 151,7+20,5 145,7+19,7 NS

PAD (mm Hg) 80,7+12,7 85,2+12,6 NS

DM = diabetes mellitus; IMC = indice de masa corporal, PAS = presion arterial
sistdlica y PAD = presion arterial diastdlica

Los pardmetros bioquimicos de los grupos con y sin neuropatia se incluyen en la tabla
8. No hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar glucemia basal,
hemoglobina glicosilada y creatinina. Encontramos diferencias en el filtrado
glomerular estimado, FGe 87,5+35,4 y 115,4+55,7 (p 0,013), en los grupos con y sin
neuropatia, respectivamente. También hubo diferencias significativas en las enzimas
hepaticas (AST/ALT) pero encontrandose en limites de la normalidad, en ambos
grupos. Al comparar los niveles lipidicos en plasma (CT, TG, cHDL, cLDL y apoB)

tampoco se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

Tabla 8

Parametros bioquimicos y leucocitos en ambos grupos de sujetos con diabetes tipo
2 con y sin neuropatia

CON NEUROPATIA | SIN NEUROPATIA

Monofilamento 0 Monofilamento 1

Glucemia basal (mg/dL) 162,5+48,6 158,6+51,6 NS

HbA1lc (%) 7,9%1,6 7,5%£1,6 NS
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Tabla 8

2 con y sin neuropatia

Parametros bioquimicos y leucocitos en ambos grupos de sujetos con diabetes tipo

CON NEUROPATIA | SIN NEUROPATIA

Monofilamento 0 | Monofilamento 1
Creatinina (mg/dL) 0,98+0,36 0,91+0,31 NS
FGe (mL/min/1,732) 87,5135,4 115,4+55,7 0,013
CT (mg/dL) 191,1+37,0 185,5+46,4 NS
TG (mg/dL) 151,4+71,3 144,1+89,3 NS
cHDL (mg/dL) 49,6x13,3 47,6111,3 NS
cLDL (mg/dL) 112,1+28,6 109,4+42,5 NS
ApoB (mg/dL) 91,7+19,1 89,3126,1 NS
AST (U/L) 19,3+6,5 23,849,0 0,022
ALT (U/L) 20,3+13,1 29,3+9,0 0,010
GGT (U/L) 31,9+19,5 40,3141,2 NS
Leucocitos x10%/pL 7,742,1 8,3+2,2 NS

HBA1c = hemoglobina glicosilada; FGe = filtrado glomerular estimado; CT = colesterol
total; TG = triglicéridos, cLDL = colesterol de las lipoproteinas de baja densidad; cHDL
= colesterol de las lipoproteinas de alta densidad; apoB = apolipoproteina B; AST =
aspartato aminotranferasa; ALT = alanina aminotranferasa;, GGT= gamma glutamil
transpeptidasa.

En la siguiente tabla se encuentran las diferencias entre ambos grupos, con y sin
neuropatia (tabla 9) respecto a los factores de riesgo (tabaco, consumo de alcohol,
sujetos con hipertensién y aquellos tratados, y sujetos con dislipemia y con
tratamiento hipolipemiante), nimero de sujetos con enfermedad cardiovascular y el

tipo de tratamiento de la diabetes.
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En la figura 9 se incluyen los factores de riesgo relacionados con la neuropatia en

ambos grupos y en la 10, se expone graficamente el tipo de tratamiento que llevaban

estos pacientes.

Tabla 9

diabéticos tipo 2 con y sin neuropatia

Factores de riesgo cardiovascular y de neuropatia en ambos grupos de sujetos

CON NEUROPATIA

Monofilamento 0

SIN NEUROPATIA

Monofilamento 1

N 36 37 NS
Hombres (N) 22 25 NS
Mujeres (N) 14 12 NS
Tabaco (n) Fumadores 4 10 NS
Exfumadores 18 15
No fumadores 14 12
Consumo de alcohol (n) no 34 31 NS
Si 2 6
HTA (n) No 9 13 NS
Sl 27 24
Tratamiento de la HTA (n) 26 23 NS
Dislipemia (n) No 10 8 NS
Si 26 29
Tratamiento dislipemia (n) 22 25 NS
Antecedentes ACV 10 (27,8%) 4 (10,8%) p 0,06
Antecedentes IAM 18 (50,0%) 12(32,4%) NS
ITB 0,850,2 0,880,2 NS
Tratamiento diabetes p=0,021
Dieta (n) 2 3
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Tabla 9
Factores de riesgo cardiovascular y de neuropatia en ambos grupos de sujetos

diabéticos tipo 2 con y sin neuropatia

CON NEUROPATIA | SIN NEUROPATIA

Monofilamento 0 Monofilamento 1

ADO (n) 15 27
Insulina (n) 9 2
Insulina + ADO (n) 10 5

ADO = antidiabéticos orales o no insulina; HTA = hipertension arterial; ACV =
accidente cardiovascular; IAM = infarto agudo de miocardio; ITB = indice tobillo
brazo

Monofilamento O = sujetos con neuropatia, falta de respuesta al monofilamento y

monofilamento 1 = respuesta normal, sujetos sin neuropatia

No encontramos diferencias en el consumo de tabaco (61% en el grupo con
neuropatia y 57% en el grupo sin neuropatia), ni en el consumo de alcohol (5,5% y
16%, con y sin NP, respectivamente) aunque el consumo fue bajo por los criterios de
inclusidon (<20 g dia en H y <15 g dia en M). Tampoco hubo diferencias en el
porcentaje de sujetos hipertensos (75% y 64,8%, en los sujetos con y sin NP,
respectivamente) y aquellos con tratamiento hipotensor. No encontramos
diferencias en el porcentaje de sujetos con dislipemia 72,2% vy 78,4%,

respectivamente, ni en aquellos con tratamiento hipolipemiante.

Hubo diferencias en el tratamiento en ambos grupos (p 0,021) con mayor proporcién
de sujetos tratados con insulina en el grupo de sujetos con neuropatia (52,7%),

respecto con grupo sin NP (18,9%).
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Figura 9
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Al comparar los sujetos con neuropatia, clasificados por alteracién en la exploracion

con el monofilamento (tabla 10), con la encontrada con las escalas NDS y NSS hubo

diferencias significativas con la clasificacién con NDS y NSS (figura 11). Encontrando
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una buena relacién entre la clasificacién segin respuesta al monofilamento y los

indices NDS y NSS.

Tabla 10

Comparacion de ambos grupos de sujetos con diabetes tipo 2 con y sin neuropatia,
con las escalas NDS y NSS

CON NEUROPATIA | SIN NEUROPATIA
Monofilamento 0 Monofilamento 1
NDS 0 10 (27,8%) 29 (78,4%)
1 11 (30,6%) 7 (18,9%)
P <0,001
2 12 (33,3%) 1(2,7%)
3 3(8,3%) 0 (0,0%)
NSS 0 19 (52,8%) 32 (86,5%)
1 6 (16,7%) 3(8,1%)
p <0,001
2 3 (8,3%) 2 (5,4%)
3 8(22,2%) 0 (0,0%)
Figura 11

Relacidn entre la clasificacidon de neuropatia diagnosticada con
monofilamento y las escalas NDS y NSS
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Pie de figura NDS escala “Neurological Disability Score”
NP = neuropatia diabética

NDS 0 =no NP,; 1 = NP leve; 2 NP moderada; 3 NP grave;
123 Todo el grupo con NP

Pie de figura NSS escala “Neuropathy Symptom Score”
NP = neuropatia diabética

NSS 0 =no NP,; 1 = NP leve; 2 NP moderada; 3 NP grave;
123 Todo el grupo con NP
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Quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en poblacion control

Para conocer los valores de las quimioquinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 y su

reproductibilidad con nuestro método en poblacion sana, se estudié un grupo de

sujetos libres de cualquier enfermedad, no diabéticos y no obesos. Cuyas

caracteristicas antropométricas y parametros bioquimicos vienen expuestos en la

tabla 11.
Tabla 11
Poblacion control, no diabética, no obesa
N 25(10Hy 15 M)
Edad (afios) 44,9+10,5
Indice de masa muscular (IMC) 23,1+2,4
Perimetro de cintura (cm) 81,618,7
Glucosa plasmatica en ayunas (mg/dL) 85,2+5,9
HbAlc % 5,1+0,2
Colesterol total (mg/dL) 85,2+23,1
Triglicéridos (mg/dL) 74,6133,8
Valores de quimioquinas
CXCL9 (pg/mL) 135,0+78,8
CXCL10 (pg/mL) 48,8+27,6
CXCL11 (pg/mL) 46,7+39,9
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Tras este analisis, comparamos los valores de las quimioquinas referidas en el grupo
de controles sanos con el conjunto de los sujetos diabéticos estudiados en esta tesis,
encontrando diferencias estadisticamente significativas (p 0,01) entre ambos grupos,
con valores superiores en el grupo de sujetos diabéticos, para los valores de CXCL9 y

CXCL11 (tabla 12). No encontramos diferencias en los valores de CXCL10.

Tabla 12

Comparacion de los valores de quimioquinas entre controles y diabéticos.

Controles Diabéticos p
CXCL9 (pg/mL) 135,0+£78,8 240,4+247,4 0,01
CXCL10 (pg/mL) 48,8+27,6 52,1+36,3 NS
CXCL11 (pg/mL) 46,7+39,9 88,3190,6 0,01

Posteriormente estudiamos, como era el objetivo de esta tesis, la relacion de estas
guimioquinas incluidas en este trabajo CXCL9, CXCL10, CXCL11, entre los sujetos
diabéticos con y sin neuropatia, segun respuesta al estudio con el monofilamento,

tabla 13 y figura 12.

Encontramos diferencias significativas entre los sujetos con neuropatia y aquellos sin
neuropatia para los valores plasmaticos de CXCL10 57,6438,3 pg/mL en el grupo con
NP y 38,14+33,4 pg/mL en el grupo sin NP, p 0,034. Aunque hubo una tendencia a
aumentar en los pacientes con NP respecto a los que no tenian esta complicacion con
la quimioquinas CXCL9 y CXCL 11, no alcanzaron significacién estadisticamente

significativa.
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Tabla 13

Quimioquinas plasmadticas CXCL ligandos del receptor CXCR3 en ambos grupos de
sujetos con diabetes tipo 2, divididos en aquellos con y sin neuropatia

CON NEUROPATIA

Monofilamento 0

SIN NEUROPATIA

Monofilamento 1
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. p 0,034
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CXcL10
B CONNP HSINNP

NP = neuropatia

Factores inflamatorios (CXC) en el grupo de DM2 con y sin

100
NS

CXCL11
B CONNP HSINNP

N 36 37

CXCL9 (pg/mL) 251,7+168,9 210,04+305,8 NS

CXCL10 ( pg/mL) 57,6138,3 38,1+33,4 0,034

CXCL11(pg/mL) 77,6193,4 72,1+83,7 NS
Figura 12

Reanalizando estos datos y excluyendo valores extremos (tabla 14 y figura 12bis), se

mantuvo las diferencias significativas entre ambos grupos para la quimioquina

CXCL10, para la CXCL9 aumentaron las diferencias sin alcanzar significacion
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estadistica (p0,06). En la figura 12bis se observa graficamente esta tendencia, que

no alcanzé significacion.

Tabla 14

valores extremos)

Quimioquinas plasmadticas CXCL ligandos del receptor CXCR3 en ambos grupos de
sujetos con diabetes tipo 2, divididos en aquellos con y sin neuropatia (excluidos

Monofilamento 0

Monofilamento 1

N 32 N 32
CXCL10 (pg/mL) 57,6+38,3 38,1+33,4 0,034
Monofilamento 0 | Monofilamento 1
N 27 N 33
CXCL9 (pg/mL) 188,1+72,7 150,4+83,6 0,06
Monofilamento 0 | Monofilamento 1
N 33 N 32
CXCL11 (pg/mL) 59,0+50,8 43,0+36,5 NS

Monofilamento O = sujetos con neuropatia, falta de respuesta al monofilamento y
monofilamento 1 = respuesta normal, sujetos sin neuropatia
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Figura 12 bis

Factores inflamatorios (CXC) en el grupo de DM2 con y sin
neuropatia (excluyendo valores extremos)
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NP = neuropatia

El segundo objetivo o secundario fue ver la relacién de las quimioquinas con la
gravedad de la polineuropatia, para ello dividimos los sujetos segun los resultados

de los indices NDS y NSS.

A) Para el estudio de la gravedad de la PND se utilizé la escala NDS “Neurological

Disability Score”, con lo que se dividieron los sujetos estudiados en 3 grupos:
0 = no neuropatia
1 = neuropatia leve (3-5 puntos de la escala NDS)
2 = neuropatia moderada-grave (6-9 puntos de la escala NDS)
segun los criterios expuestos en la tabla 2.

Las caracteristicas generales de los pacientes agrupados segun los grupos clasificados
con la escala NDS vienen en la tabla 15, observando solo diferencias significativas en
la edad y afios de evolucidn de la diabetes, no en el resto de parametros estudiados
(IMC, perimetro de cintura, presién arterial sistélica y diastdlica, porcentaje de

fumadores y de bebedores (<20 g dia en hombre y <15 g dia en mujeres).
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Tabla 15
Caracteristicas generales de los sujetos divididos por escala NDS
Sin neuropatia Con neuropatia
Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica
N (H/M) 39 (26/13) 18 (12/6) 16 (9/7) NS
Edad (afios) 60,9+12,6 67,817,2 66,81+8,0 p 0,040
Anos evolucién DM 8,5+7,0 14,5+12,3 16,2+11,7 p 0,020
IMC 31,2+5,4 33,3+4,8 29,4+4,8 NS
PC (cm) 107,2+11,5 112,5+9,7 103+11,1 NS
PAS (mm Hg) 146,7+19,6 155,9+21,3 | 145,2+19,6 NS
PAD (mm Hg) 85,4+12,8 81,4+13,4 79,2+11,4 NS
Fumadores (%) 33,3 33,3 43,8 NS
Alcohol >20g dia (%) 15,4 11,1 0 NS

diastolica.

Pie de tabla: Grupo 0 = no neuropatia; grupo 1 = neuropatia leve (3-5 puntos de la
escala NDS) y grupo 2 = neuropatia moderada-grave (6-9 puntos de la escala NDS)

N = nimero; H = hombres; M = mujeres; IMC = indice de masa muscular; PC =
perimetro de cintura; PAS = presion arterial sistdlica; PAD = presion arterial

Los pardmetros bioquimicos estudiados en los grupos divididos segun escala NDS

vienen en la tabla 16, no observando diferencias entre grupos.
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Tabla 16
Estudio de los parametros bioquimicos en los sujetos divididos por escala NDS

Sin neuropatia Con neuropatia

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica
N (H/M) 39 (26/13) 18 (12/6) 16 (9/7) NS
Glucemia B (mg/dL) 149,6t44,7 171,2+58,0 174,7+48,3 NS
HbA1c (%) 7,6+1,6 8,1+1,8 7,7+1,6 NS
Creatinina (mg/dL) 0,910,3 1,1+0,5 0,910,4 NS
CT (mg/dL) 190,2+46,6 186,4+38,9 187,4+34,3 NS
TG (mg/dL) 148,7+91,8 148,0+83,9 145,1+42,3 NS
cHDL (mg/dL) 48,9114,3 49,019,7 47,519,9 NS
cLDL (mg/dL) 111,6+42,9 108,4+26,4 111,3+28,7 NS
ApoB (mg/dL) 90,5+27,0 88,8+17,9 91,1+17,1 NS
AST (U/L) 23,549,1 19,5+7,7 18,8%4,0 NS
ALT (U/L) 29,5+17,7 20,8+10,0 18,1+6,9 NS
GGT (U/L) 37,7+40,6 35,8+20,2 32,5+20,1 NS
PCR,s (mg/dL) 3,8%+3,3 8,918,5 11,9+28,9 NS

Pie de tabla: Grupo 0 = no neuropatia; grupo 1 = neuropatia leve (3-5 puntos de la

escala NDS) y grupo 2 = neuropatia moderada-grave (6-9 puntos de la escala NDS)

Glucemia B = glucemia basal; HBAlc = hemoglobina glicosilada; FGe = filtrado

glomerular estimado; CT = colesterol total; TG = triglicéridos, cLDL = colesterol de

las lipoproteinas de baja densidad; cHDL = colesterol de las lipoproteinas de alta

densidad; apoB = apolipoproteina B; AST = aspartato aminotranferasa; ALT =

alanina aminotranferasa; GGT= gamma glutamil transpeptidasa; PCRas = proteina

C reactiva de alta sensibilidad.
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No se observaron diferencias en las quimioquinas CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG,

CXCL11/I-TAC, estudiadas en los grupos divididos seguin escala NDS (tabla 17 y figura

13).
Tabla 17
Valores de quimioquinas en los sujetos divididos por escala NDS
Sin neuropatia Con neuropatia
Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica

N (H/M) 39 (26/13) 18 (12/6) 16 (9/7) NS
CXCL10 (pg/mL) 44,7+24,7 47,8145,4 51,4+23,9 NS
CXCL11 (pg/mL) 69,7+80,6 76,7161,4 84,7+126,3 NS
CXCL9 (mg/mL) 193,1+103,5 235,1+295,5 | 265,9+240,5 NS

Pie de tabla: Grupo 0 = no neuropatia; grupo 1 = neuropatia leve (3-5 puntos de la
escala NDS) y grupo 2 = neuropatia moderada-grave (6-9 puntos de la escala NDS)

Figura 13
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B) Para establecer los grupos de sujetos diabéticos clasificados segun la presencia o

ausencia de sintomatologia de polineuropatia, escala NSS.

Clasificados segun los criterios NSS (0 = normal, 1 = clinica neuropatica leve, 2 = clinica

moderada-grave).

Las caracteristicas generales en los grupos segun escala NSS vienen en la tabla 18, no
observando diferencias entre grupos en los parametros estudiados (edad, afios
evolucidon de la diabetes, presion arterial sistdlica y diastdlica, porcentaje de

fumadores y bebedores moderados de alcohol).

Tabla 18
Caracteristicas generales de los sujetos divididos por escala NSS

Sin neuropatia Con neuropatia

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica
N 49 9 15 NS
Edad (afios) 61,9+11,3 62,618,3 63,9+10,9 NS
Aiios evolucion DM 11,3+10,4 10,6x10,7 11,7+10,2 NS
IMC 31,1+5,4 32,2+3,2 31,345,9 NS
PC (cm) 107,3+11,5 109,4+8,7 106,1+12,2 | NS
PAS (mm Hg) 146,7£19,6 155,9+21,3 | 145,2+19,6 | NS
PAD (mm Hg) 85,4+12,8 81,4+13,4 79,2+11,4 NS
Fumadores (%) 33,3 33,3 43,8 NS
Alcohol >20g dia (%) 15,4 11,1 0 NS
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Tabla 18

Caracteristicas generales de los sujetos divididos por escala NSS

Sin neuropatia

Con neuropatia

Grupo 0

Grupo 1

Grupo 2

estadistica

Grupo 0 = sin clinica de neuropatia; grupo 1 = clinica neuropatica leve; grupo 2 =

clinica moderada-grave). Clasificados segun los criterios NSS (tabla 3)

N = nimero; H = hombres; M = mujeres; IMC = indice de masa muscular; PC =

perimetro de cintura; PAS = presion arterial sistdlica; PAD = presion arterial

diastolica.

Los parametros bioquimicos estudiados (glucemia, HbAlc, creatinina, pardmetros

lipidicos, enzimas hepaticas, GGT y proteina C reactiva) en los grupos divididos

segln escala NSS vienen en la tabla 19, no observando diferencias entre grupos en

ninguno de los pardmetros estudiados.

Tabla 19
Parametros bioquimicos de los sujetos divididos por escala NSS
Sin neuropatia Con neuropatia
Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica

Glucemia B (mg/dL) 157,7148,8 165,8+57,3 | 166,6151,2 NS
HbA1lc (%) 7,8+1,7 7,1+0,7 7,911,6 NS
Creatinina (mg/dL) 0,97+0,4 0,99+0,3 0,86%0,2 NS

CT (mg/dL) 188,6+46,4 189,1+28,3 | 188,2+33,8 NS

TG (mg/dL) 147,5+92,7 135,7+63,2 | 147,7180,4 NS
cHDL (mg/dL) 49,5+13,1 48,0+13,6 45,818,2 NS
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Tabla 19

Parametros bioquimicos de los sujetos divididos por escala NSS

Sin neuropatia Con neuropatia
Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica

cLDL (mg/dL) 109,9+38,9 114,1+33,2 | 111,3%£29,9 NS
ApoB (mg/dL) 90,1+25,9 89,0+16,5 92,5+14,2 NS
AST (U/L) 21,3+8,3 23,0+9,5 20,5+6,9 NS
ALT (U/L) 25,2+15,6 25,3+17,9 22,8+10,8 NS
GGT (U/L) 38,3+36,8 29,6+15,8 32,5+21,8 NS
PCR,s (mg/dL) 4,71+4,6 7,410,3 12,6128,6 NS

C reactiva de alta sensibilidad.

Grupo 0 = sin clinica de neuropatia; grupo 1 = clinica neuropatica leve; grupo 2 =

clinica moderada-grave). Clasificados segun los criterios NSS (tabla 3)

Glucemia B = glucemia basal; HBAlc = hemoglobina glicosilada; FGe = filtrado
glomerular estimado; CT = colesterol total; TG = triglicéridos, cLDL = colesterol de
las lipoproteinas de baja densidad; cHDL = colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad; apoB = apolipoproteina B; AST = aspartato aminotranferasa; ALT =

alanina aminotranferasa; GGT= gamma glutamil transpeptidasa; PCRas = proteina

Las quimioquinas del sistema CXCL (CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, CXCL11/I-TAC), tabla

20y figura 14, estudiados en los grupos divididos seglin escala NSS vienen en la

tabla abajo insertada, no observando diferencias entre grupos.
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Tabla 20

Quimiocinas en los sujetos divididos segun la escala NSS

Sin neuropatia Con neuropatia
Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 estadistica

CXCL10 (pg/mL) 49,3141,2 43,7127,8 45,6127,8 NS
CXCL11 (pg/mL) 66,8+73,6 88,1+74,1 93,7+131,2 NS
CXCL9 (mg/mL) 237,5+272,3 182,0+42,9 | 236,1+228,9 NS

Grupo 0 = sin clinica de neuropatia; grupo 1 = clinica neuropatica leve; grupo 2 =

clinica moderada-grave). Clasificados segun los criterios NSS (tabla 3)

Figura 14
Quimioquinas CXC en el grupo de DM2 seguin escala NSS
250 Ns 60 Ns 100 NS
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0 0 0
CXCL9 CXCL10 CXCL11
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Pie de figura: Grupo 0 = sin clinica de neuropatia; grupo 1 = clinica neuropatica leve; grupo 2 = clinica
moderada-grave). Clasificados segun los criterios NSS (tabla 3)
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El nimero de casos estudiados no es muy elevado (n 73) lo que puede haber influido
en los resultados, pero se trata de un estudio preliminar, para conocer si existe
relacion entre la quimioquinas mencionadas y la polineuropatia diabética, ya que
hasta el momento de hacer la revisién no habia ninguna referencia bibliografica en

Pub-Med, por lo que consideramos un estudio original y novedoso.

Los sujetos incluidos en el estudio con diabetes tipo 2, se dividieron como estaba
protocolizado en 2 grupos con y sin neuropatia, siendo ambos grupos comparables,
en cuanto a los factores que podian influir en el desarrollo de neuropatia, similar
control metabdlico, sin diferencias en el tiempo de evolucidn de la diabetes, ni en la
funcién renal o el consumo de alcohol. No hubo diferencias entre sexos por lo que
estudiamos al grupo de diabéticos sin separacidén por género, como teniamos

proyectado en nuestro trabajo.

En un estudio del registro de diabetes del sistema Catalan de Salud**' con 343.969
diabéticos en 2013, entre 30 y 90 aiios, el valor medio de la hemoglobina glicada
(HbA1c) fue de alrededor del 7,2%. Nuestro grupo tenia una HbAlc media de 7,7%.
En este grupo de sujetos diabéticos del sistema Catalan de Salud un 18,6% no seguian
tratamiento farmacoldgico, en nuestro estudio estaban tratados solo con dieta el
6,8%, y recibieron tratamiento farmacolégico con diferentes antidiabéticos,
diferentes de insulina, el 61,6% e insulina sola o en combinacién con otros
antidiabéticos el 20%. En nuestro grupo el 57,5% recibian tratamiento farmacolégico
no insulinico y el 35% tratamiento con insulina sola o asociada a otros antidiabéticos.
La poblacién estudiada por nosotros tiene unas caracteristicas que podemos

considerar similares a las de la poblacién general con diabetes.
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El establecimiento de diagndstico de neuropatia se basé en la respuesta al
monofilamento, como ha sido aceptado y publicado por nuestro grupo y otros

29132134 £ nuestro trabajo se correlaciond significativamente (p <0,001) con

autores
los indices propuestos por la mayoria de sociedades cientificas (NDS y NSS) (tabla 7),

por lo que mantuvimos este método como sensible y adecuado para este estudio.

Otros autores'®, han encontrado datos similares estableciendo una alta relacién
entre la exploracién con el monofilamento realizada en varios puntos y el indice NDS,
con una elevada sensibilidad y especificidad de la exploracidn con monofilamento

para el diagndstico de neuropatia. Mason et al**®

reportan una sensibilidad del 92%
y una especificidad diagnostica del 100% cuando se explora con el monofilamento en
10 puntos. Sin embargo, Baraz et al*** mantienen que con la exploracién de 3-4
puntos es suficiente, manteniendo una alta sensibilidad y especificidad diagndstica,

coincidiendo con la exploracién realizada en nuestros pacientes.

Al estudiar los niveles de quimioquinas CXCL9/MIG, CXCL10/1P-10, CXCL11/I-TAC,
entre los sujetos con neuropatia y aquellos sin neuropatia (monofilamento),
encontramos diferencias estadisticamente significativas (p 0,034) en CXCL10
57,6%38,3 en el grupo con neuropatia y 38,1+33,4 pg/mL en el grupo sin neuropatia.
No hubo diferencias estadisticamente significativas en CXCL9 251,7+168,9 y
210,0£305,8 pg/mL, ni en CXCL11 con 77,6+93,4 y 72,1+83,7 pg/mL en los grupos
con y sin neuropatia, respectivamente. Encontramos una gran variabilidad con

algunos valores extremos.

Al suprimir los valores extremos de las quimioquinas CXCL9 y CXCL11. Para la CXCL9
no se alcanzé significacion estadistica con valores de 188,1+72,7 pg/mL en sujetos
con neuropatia y 150,4+83,6 pg/mL en los que no tenian neuropatia, con una p de
0,06. No alcanzando significacidn estadistica, pero se encontré una mayor tendencia,
posiblemente la falta de diferencias significativas pudo deberse al nimero de sujetos
estudiados. La CXCL11 también se mantuvo sin diferencias significativas, aunque
hubo una tendencia con 59,0+50,8 pg/mL en los sujetos con neuropatia (N 33) y

43,0436,5 pg/mL en aquellos sin neuropatia (N 32).
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Podemos decir que los sujetos con neuropatia tienen un aumento significativo de

CXCL10 y una tendencia a aumentar CXCL9 y CXCL11.

Cuando estudiamos la relacion de estas quimioquinas con la gravedad de neuropatia
estudiada con las escalas NDS y NSS, no encontramos diferencias significativas, sino

de nuevo una tendencia.

La quimioquina CXCL10 se clasifica funcionalmente como una quimioquina
inflamatoria y parece tener un papel fundamental en el desarrollo de la diabetes
mellitus tipo 1. La quimioquina CXCL10 ha sido relacionada con la destruccion de

137 " Las lesiones

células beta, mediada por linfocitos T, en la diabetes tipo 1
encontradas en el pancreas de los sujetos con diabetes tipo 1, se caracterizaron por
niveles elevados de CXCL10 e infiltracidon de linfocitos que expresan el receptor
CXCR3 de esta quimioquina, considerandose que esta quimioquina tiene un
importante papel en la inflamacién que conduce a la insulitis y la destruccién de las

células beta, independientemente de la infeccién viral local**®.

Esta quimioquina CXCL10 puede desempenar un papel activo en el
desencadenamiento de la destruccion de las células B, la apoptosis y la pérdida de
funcién y por ello, puede tener un importante papel en el desarrollo de la diabetes
mellitus tipo 1y 2. Muchos estudios demuestran cémo las citoquinas y quimioquinas
tienen un papel activo en el desencadenamiento de la respuesta inmune contra la
poblacién de células B, estos conocimientos pueden abrir nuevos enfoques

terapéuticos para combatir el inicio y la progresion de la enfermedad diabética'®.

Un estudio que incluye pacientes con diabetes tipo 2 compara los niveles circulantes
de CXCL1 y CXCL10 en pacientes diabéticos de tipo 2 y controles sanos, encontrando
un aumento de los valores séricos de CXCL1 y CXCL10 en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 en comparacidn con los controles, planteando que los niveles elevados
de CXCL1 y CXCL10 podrian usarse como un marcador de inflamacién vy

angiogénesis/angiostasis en la diabetes tipo 2.

89



Tesis Pilar Ascaso
Discusion

Estudios realizados en sujetos con diabetes tipo 2 que tienen lesiones
microvasculares de la piel, encontraron que la inflamacién inducida a través de la
guimiotaxis CXCL10 conduce a la formacidén de vasos disfuncionales con capacidad
reducida del drenaje linfatico. Los vasos linfaticos con crecimiento aberrante podrian
conducir a una disminucién del drenaje de lipidos, pequenas moléculas y células
inmunitarias. Asi persistiria la inflamacidon que dificultaria la regeneraciéon de la

I**1. El bloqueo especifico de las citoquinas condujo a la regulacién de un conjunto

pie
de genes que llevo a una mayor movilidad de células y macréfagos, mejorando la

inflamacién de la piel.

Se ha descrito que las quimioquinas inducibles por interferén, como son CXCL9 y
CXCL10 son potentes inhibidoras de la angiogénesis e inductoras de la migracién de

7142 por o que se ha estudiado su papel

linfocitos T activados y células natural “killer
en la retinopatia diabética, en un estudio se demostré el aumento de estas
guimioquinas en el vitreo de pacientes con retinopatia proliferativa vy
neovascularizacion activa. Los niveles de VEGF se correlacionaron positivamente con
los de CXCL10. También, en estudios experimentales se encontré un aumento de la
expresién génica de CXCL10 en las retinas de ratas diabéticas. Estos hallazgos
sugieren una relacién positiva entre la expresion de VEGF y quimioquinas en
pacientes con retinopatia diabética proliferativa y también apuntan que CXCL10

podria estar asociada con la promocion de la fibrosis y el desarrollo de la

retinopatia’®.

Buscando el papel de estas quimioquinas se estudid en la encefalomielitis
autoinmune experimental y la diabetes espontanea en roedores la posibilidad de
disminuir la gravedad de ambas situaciones bloqueando las quimioquinas con
inmunoterapia. Estos datos dan paso a la posibilidad de la proteccion de diferentes

enfermedades inflamatorias y tumorales con vacunas™*.

Otro importante papel de estas quimioquinas esta en relacion con la diabetes tipo 2,
diversas citoquinas y quimioquinas, que incluyen CXCL10 y CXCL 11, se asocian

negativamente con la fetuina A. La fetuina-A, también conocida como glicoproteina
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a-2 Heremans-Schmid (AHSG), es una glicoproteina expresada en varios tejidos
fetales, en el adulto se expresa fundamentalmente en el higado, siendo una proteina
de secrecion hepatica. Tiene multiples funciones bioldgicas y patoldgicas que
incluyen la inhibicién de la calcificacidn vascular, la regulaciéon del metabolismo éseo,
el control de la actividad proteasa, de la resistencia a la insulina, la migracién de
gueratinocitos y la sefalizacion proliferativa de células tumorales de mama. La
fetuina-A actua uniéndose a la subunidad B del receptor de insulina para inactivar el

receptor tirosina quinasa que modula la sefializacién de la insulina®.

No se han relacionado estas quimioquinas CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, CXCL11/I-TAC
gue se caracterizan por ser el ligando fisioldgico del receptor CXCR3 con la neuropatia
diabética. En nuestro trabajo encontramos una asociacion con la neuropatia
diabética en la diabetes tipo 2, lo que abre una nueva via de estudio con posibilidades
de conocer mejor los mecanismos productores de la neuropatia y una posible via
terapéutica de gran interés, ya que actualmente no existe un tratamiento efectivo
para revertir o prevenir la neuropatia, diferente a un adecuado control metabdlico®®,

gue en ocasiones no es suficiente para controlar la neuropatia y evitar su evolucién.

La ADA recomienda, con un elevado nivel de evidencia, que en la diabetes tipo 1, el
buen control metabdlico, con glucemia casi normal, reduce de forma muy importante
la incidencia de polineuropatia simétrica distal. Pero en pacientes con diabetes tipo
2 con enfermedad mads avanzada y multiples factores de riesgo y comorbilidades, el
control metabdlico (glucemiay HbA1C) intensivo, por si solo, es modestamente eficaz
en la prevencién de la polineuropatia simétrica distal y los objetivos deben centrarse

en la prevencidn en el estado de prediabetes y en otros factores no bien conocidos**°.
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En la diabetes mellitus tipo 2

1. La polineuropatia diabética se relaciona con un aumento significativo de la
guimioquina CXCL10. Cuando suprimimos los valores extremos la quimioquina CXCL9
aumenta en los sujetos con polineuropatia sin alcanzar valor estadisticamente
significativo. Por lo que el papel inflamatorio y angiostatico de estas quimioquinas

puede ser relevante en el desarrollo de la lesién neuropatica.

2. En nuestro estudio los valores de las quimioquinas CXCL10, CXCL9 y CXCL11
ligandos del receptor CXCR3 no se relacionaron con la gravedad de la polineuropatia

diabética medida por las escalas NDS y NSS.

Se confirma la HIPOTESIS 0 que la quimioquina CXCL10 estd relacionada con la

neuropatia en la diabetes tipo 2.
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Fortalezas

Se trata de un trabajo preliminar para conocer la relacidon entre el sistema de
guimioquinas ligandos del receptor CXCR3, las quimioquinas CXCL10, CXCL9, CXCL11,
relacionadas con la inflamacién, quimiotaxis, apoptosis, angiogénesis y el

crecimiento celular y la neuropatia periférica.

Abre diferentes vias de investigacién:

— Confirmar estos datos con un amplio nimero de sujetos.

— Conocer, con trabajos basicos, si estas quimioquinas estdn relacionadas con

la etiopatogenia de la neuropatia.

— Estudiar trastornos del receptor CXCR3 (polimorfismos) y su relacion con la

diabetes y neuropatia.

— Entre otras.

Debilidades

EL trabajo ha sido realizado con un pequefio nimero de sujetos, y probablemente la
falta de resultados positivos con las quimioquinas CXCL11 son debidas al bajo

numero, ya que hay una tendencia casi significativa.

Con el aceptable control de los pacientes diabéticos incluidos, no hay neuropatia
clinicamente grave en un numero elevado de sujetos lo que podria explicar la falta

de correlacidn entre la gravedad de la neuropatia y los niveles de quimioquinas.
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