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Excmos. e Ihnos. Srs. Académicos
Compaficros. Amigos
Sras y Sres.

En este aclo, tavo lugar la Apertura del Curso Académico en el Salén de Plenos del Excm®
Ayuntamiento de Bilbao, leyéndose la Memoria Preceptiva del Curso  2.006, correspondiendo,
por turno, al Académice Numerario Excme. Sr. Prof. Dr. José Antonio Iriarte Ezkurdia,
Vicepresidente de esta Real Corporacidn, dictar Ja leccidn inaugural, titulada,

TROMBOSIS

PUBLICACIONES

Publicaciones dei Prof, Dr. Manuel Vitoria Ortiz
Tesorero de esta Real Corporacidon

LA RESISTENCIA

desde la ptica de la ciencias aplicadas al entrenamieno deportivo

Autores Profs. Manuel Vitoria Ortiz

Juan Manuel Garcia Manso

Fernando Navarro Valdivieso

Julio César Legido Arce’

Prélogo del Prof. Dr. Juan José Goiriena de Gandarias
Editorial: GRADA - 2006




Publicaciones del Prof, Dr. José Guimén
Académico Numerario
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Publicaciones del Prof. Dr. Miguel Angel Crovetto
Académico Numerario

Egunia A, Uribarmi A, Gay C, Crovetto de la Torre MA y cols: Tumor de células granulares:
Presentacién de 8 casos con localizacion intraoral. Patologia Oral Cirugia Bucal 2006; 11:E425-
428.

PREMIOS

Segundo Premio patrocinado por Solvay-Pharma y concedido por la Sociedad Espafiola de
Otorrinolaringologia y Cirugia Cérvico-Facial al Prol. Dr. Miguel Angel Crovetto de la Torre,
por su trabajo “Stidrome de dehiscencia del cancd semicireular superior. Aspectos embriologicos
¥ quirdrgicos” publicados en el Acra Ororrinolaringoldgica Espaiiola, sobre Otoneurologia y
publicados en www.vértigos.org. Jurado constituido por micmbros de la Sociedad Espaiola de
Otorrinolaringologia.

Publicaciones del Prof. Dr. Jesis Llona Larrauri
Académico Numerario

EL LIBRO DE
“La cocina de Bizkaia”. Placer y Salud
Autores: Jests Llona Larrauri
) Garbifie Badiola
Edita: BBK. Coleccion: Temas Vizcainos.
Pendicnte de publicacion.

- EL LIBRO DE
“Casqueria y Delicatessen” para “el comenzar ¢ del siglo XXI: higado, mollejas, morro,
patas, lengua, carrillera, eté.

Un recorrido por Ia cocina de las Autonomias.
Autores: Jesis Llona Larrauri
Garbine Badiola

Editorial: Asociacion Espaiola de Fundideres de Grasa. Con la colaboracién del Ministerio
de Agricultura. '
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MONOGRAFIAS

SILICIO

por
IM de Gandarias, FI Goiriena de Gandarias, CE Sdnchez, M Barranguero y E Sabino

El silicio es, tras el oxigeno, el segundo elemento componente mds abundante-distribuido
en la naturaleza (v. ap. 1I); donde opera como un oligoelemento esencial tanto para los
MICTOOTZANISMOS come para plantas y animales superiores.

El silicio, Si, fue aislado por primera vez, por el quimico sueco Jins Jakob BERZELIUS
{1779-1848).

El silicio, estd clasificado como meraloide, con: niimero atémico 14; peso atémico, 14;
punto de fusién, 1410 °C: punto de cbullicion 2335 oC; niimere de protones/electrones 14;
mimero de neutrones, 14; estmetura cristalina, cébica.

Is6topos estables: 288i; 298i; 308i,

Y asimismo constituye, ¢l tercer componente mineral como oligoelemento del organismo
humano, asociado principalmente al tejido conjuativo, considerdndolo fundamental para la
formacién y mantemiiiento normal de huesos, vasos sanguineos. estructuras nerviosas, piel y
faneras (pelos, ufias..), donde desesempefia un activo rol metabdlico activando la biosintesis de
coligeno, elastina y glicosaminoglucanos.

El silicio se diferencia del carbono por su extraordinaria versatilidad-facultad para formar
complejos hipervalentes con cinco o seis susliluyenies: los silatranes pentavalentes que
contienen un enlsce mis de silice-nitrégeno son muy reactivos. El Fenilsilatrin, de doble
toxicidad que la estricnina, opera imitando a las reacciones de transicién-transferencia
Tosfor{lizante (Sculimbrene y cols, 2001).

Por su parlc, la restriccién de Si en la dicta dc ratas  Sprague-Dawley genera defectuoso
crecimiento dseo y errdnea formacién del cartilago articular, debido tanto a un notable
descensoien las concentraciones de calcio y magnesio de sus huesos (fémur), vértebras y heridas,

como a la escasez del coldgeno e hidroxiprolina, en ciertas etapas del desarrollo de dichos seres
(Le Muagazine, 2003).

Los datos precitados junto con otros muchos sobre moléculas responsables de la
“BGiomineradizacion del silicie (Tanaka y Kawamoto, 1999; Potera, 2001) han contribuido a gestar
un dres de investigacion interdisciplinaria entre biotecnologia, quiinica del silicio y ciencias de la
salud (Bond y McAuliffe, 2000), abocando al estudio de cémo cursa el procesamiento del silicio

en la biosfera; y hasta la importancia que alcanza la [ormacién enzimdtica entre enlaces silicio-
carbonao,
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Pero, sobre todo, el Si representa ademds, un cxtraordinario componente estructural de
espongiarios, diatomeas y esponjas...Abunda también en las aguas duras vy salobres (Farmer,
1986), asi como en el reino vegetal, particularmente en forrajes, hierbas, hojas, tallos y raices. El
silicio en forma de diéxido silicico (§10,), desempefia misiones relevantes en la naturaleza
(Tanaka y Kawamoto, 1994; Exley, 1998, Morsc, 1999), No obstante, Carlisle (1984) defendid
su escncialidad en nuestra especie, al detectar que su contenido cn la piel y paredes vasculares
disminuye significativamente con el avance de la edad, por lo que en la actualidad viene
alianzandose la idea de que el Si junto con el dcido ascdrbico (vit. €}, calcio, cobre y hicrro,
contribuyen decisivamente a la salvaguarda de la arquitectura y elasticidad del tejido conjuntivo.

Su cualidad de oligoelemento escncial (essential trace element ) resulta significativa para ¢l
desarrollo y crecimiento de la rata (Schwarlz y Milne, 1972); y del pollo (Carlisle (1972).
Experimentalmente, la restriccidn de silicio en la dieta de ratas {Sprague-Dawley) causa un
notable descenso en las concentraciones de calcio y magnesio en los huesos de estos animales
{Seaborn, Nielsen, 2002).

Por otra parte, se atribuye al silicio un rof preventivo-protector contra la aterosclerosis,
ateromatosis, osteoporosis y procesos de envejecimiento, lo que en gran parie se atribuye al
efecto selectivo que este oligoelemento (Anke, 1984), despliega en la biosintesis de
mucopolisaciridos y coldgeno componentes del tejido conjuntivo.

Materiales hibridos Silicio-Carbohidratos

La combinacidn de materiales bdsicos de carbohidratos y silicio configura compuestos
hibridos representando para el futuro un esfuerzo estimulante-esperanzador en los planos
econdmico y cientifico. Estos materiales han sido clasificados en tres grupos: Polimeros y
oligémeros; compuestos nanoestructurales y de pequehas molcculas.

La implantacién de tapones porosos de silica sol-gel en el fémur de cabras ha demostrado,
tras 12 sernanas, la formacién de fosfato cdlcico (Panjian Li, y cols, 2004) tanto en los tapones de
silica como en el interior de los poros de éstos: Los autores interpretan este hallazgo como un
posible efecto catalitico de nucleacién del fosfato cdlcico ejercido por una superficie silicica
altamente hidratada. 5

4

Toxicidad
Enfermedades pulmenares intersticiales crénicas difusas: neumoconiosis y silicosis.
Son procesos pulmonares crénicos {neumoconiosis, silicosis, asbestosis, heriliosis,

caolinosis...) desencadenantes de una grave reaccién patolbgica, que afecta a trabajadores por la
corespondiente-persistente inhalacién de polvo de: carbon, silice, asbesto, berilio, caolin.

5.




Neumoconiosis Titu

opi
Es una enfermedad intersticial pulmonar. crénica, resultante de 1a inhalacidn-acumulacién de : “. Tmi¢
polvo, desencadenante de una grave reaccién patoldgica. Enti
Silicosis
La silicosis es una newmoconiosis intersiicial fibrosante de alta morbilidad-mortalidad, L
producida por inhalacién de silice en polvo inorgénico libre (silice cristaling, Si0;) o cristales _ A
de cuarzo). : fitness .
(3): 17
Publicaciones del Prof. Dr. LUIS CASIS y Colaboradores _
Académico Numerario : E.u
. Expres:
TESIS DOCTORALES - implica
TITULO: Estudio nutricional en futbolistas: implicaciones en cl estrés oxidativo y la rotura
muscular,
DOCTORANDO: Fitima Ruiz Litago. Becaria MEC . :
DIRECTORES: Jon Irazusta y Javier Gil - N
FACULTAD: Medicina y Odontologia. - opioide
UNIVERSIDAD: UPV/EHU : Grupo
FECHA LECTURA: Abril 2006, : :
CALIFICACION: SOBRESALIENTE "CUM LAUDE". - L¢
: motilid
TITULO: “Papel del lactor de crecimiento nervioso (NGF) en el mecanismo de accion la SOCif
troncoencefdlico de los hidrocarburos aromédticos™, :
DOCTORANDO: Jesds Pascual Brazo. : L. }-:
FACULTAD: Farmacia. : de pep!
UNIVERSIDAD: Universidad del Pais Vasco. - Bilbao
FECHA DE LECTURA: Junio 2006, : 5
CALIFICACION: SOBRESALIENTE "CUM LAUDE", (
L C L
PROYECTOS - motilid
S Fertilid
: Tftuio del Proyecto: Funcidn de los receptores opioides en los espermatozoides humanos : i
Tnicio: 2006, Finalizacién: 2000, L. %
Entidad financiadora; Ministerio de Educacién y Ciencia. peplida

Titulo del Proyecto: “Papel de las peptidasas en el cdncer renal”.,
Inicio: Enero 2006. Finalizacién: Diciembre 2006.
Entidad financiadora: Fundacidn Gangoiti Barrera,

.




Titnle dei Proyecto: Mejoras de las técnicas de reproduccion asistida: Funcién del sisterna
opioide.

Inicio: 2006. Finalizacidn: 2007.

Entidad financiadora: Diputacién Foral de Bizkuaia (EKINBERRD.

ARTICULOS

A, Trazusta, S. Gil, F. Ruiz, i. Gondra, A. Jauregi, I. Trazusta, J. Gil. 2006 Exercise, physical
fitness and dietary hubits of first year female nursing students Biological Research for Nursing. 7
(3): 175-186.

E. Agirregoitia, A. Valdivia, .. Casis, J. Gil, N.Subiran. C. Ochoa, J. Irazusta. 2006,
Expression and localization of della, kappa and sue opioid receptors in human spermatozoa and
implications in sperm motility. J Clin Endocrinol Metabolism 91(12):4969-75.

Comunicaciones a Congresos:

N. Subirdn, E. Aguirregoitia, J Irazusia, C. Ochoa, A. Valdivia v L. Casis: "Metabolismao
opicide en liyuido seminal ¥ regulacién de la movilidad espermatica”. X111 reunidn Nacional del
Grupo Uroandroldgico, Bilbao, 2006,

L. Casis, E. Aguirregoitin, N. Subirdn, J. Migica. C. Ochoa y A. Valdivia; “Regulacion de la
moiilidad espermitica mediada por 1a degradacidn de encefatinas”™, XX VI Congreso Nacional de
la Sociedud Espafiola de Fertilidad y IIT Reunién Iheroamericana, Zaragoza, 2006,

L. Blanca, A. Varona, G. Larrinaga, I Ldpez, A. Valdivia v L. Casis: “Posible implicacidn
de peptidasas citosélicas en tumores renales”. XXV Congreso de la SE de Quimica Clinica,
Bilbao, 2006. -

Publicadas:

L. Casis, E Agirregoitiﬁ, N. Subirdn, J. Mugica, C. Ochoa y A. Valdivia: “Regulacion de la
motilidad espermdtica mediada por la degradadeidn de encefalinas”, Revista Iberoamericana de
Fertilidad, Suppl: 294, 2006. -

L. Blanco, A. Varona, G. Larrinaga, J. Ldépez, A. Valdivia y L. Casis: Posible implicacién de
pepiidasas citosdlicas en tumores renales”. Quimica Clinica, 25 (4); 349, 2006,




Publicaciones del Prof. J.V. Martin Zorraquino,
Académico Numerario

ACTIVIDADES Y TRABAJOS REALIZADOS DURANTE EL ANO 2006 POR EL. PROF.
DR. JUAN V. MARTIN ZORRAQUINO, MIEMBRO DE NUMERO DE LA REAL
ACADEMIA DE MEDICINA DEL PAIS VASCO.

- Participacién con la colaboracidn de Dofia Ainhoa Mendivil, en el IV Congreso Internacional
de Prevencién de Riesgos Laborales celebrado en Sevilla del diez al doce de mayo de 2006,
presentando la penencia titulada "La calidad del ambiente Interior en edificios de oficinas dei Pais
Vasco", resultados de una encuesta realizada,

Esta ponencia fue publicada en el ntimero de junio de la revista EL INSTALADOR

- Presentacion de la Guia Técnica Agua Climatizada con agitacién constante en la 1X y en la
X Jomadas Técnicas de Aqua Espufia sobre NUEVAS GUIAS DE PREVENCION Y CONTROL
DE LA LEGIONELLA SEGUN R. D. 865/2003 Realizadas en colaboracién con el Ministerio de
Sanidad y Consumo en los Hospitales San Pablo de Barcelona y Gregorio Marafion de Madrid en
julio 2006.

- Participacidn en el Seminario sobre Calidad Ambiental en Hospitales organizado en Derio
por el Instituto Vasco de Ergonomia, el cinco de octubre, presentando cl tema "Punios de Control
Criticos para Legionella en Centros Hospitalarios”.

- Presentacién del trabajo Guia Técnica sobre Piscinas de Hidromusaje del Real Decreio
- 865/20037 en el X Congreso Nacional de Reales Academias de Medicina de Espaiia, ¢l once de
noviembre en Sevilla.

_ - Publicaci6n en el libro de Actas del 111 Mediterranean Congress of HVAC Enginecring,
Climamed 2006, celebrado en Lyon (Francia) en noviembre de 2006, "Una década de actuaciones
en Bizkaia minimizando los riesgos de legionelosis” Juan V. Martin Zorraquino, Andoni Montero
Sola y:Pedro Gurritxaga Arniza.
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Publicaciones de los Profs.

F.J. Javier Goiriena de Gandarias {Académico Numerario)

b
M. Montserrat Barranquero (Académica Electa)

Comunicaciones a Congresos:

: IV CONGRESO INTERNACIONAL DE RIESGOS LABORALES 10-12 Mayo 2006
- Sevilla
Epidemiologia descriptiva de las lumbalgias causantes de bujas laborales.

DEL HIERRO M., GOIRIENA F.J.,, BARRANQUERQ M., LAFUENTE P. LOPEZ
VALVERDE, M.

Evaluacién del estrés y adaptacion al puesto de trabajo por el GHQ
LEJARZA F., GOIRIENA F.I., BARRANQUERO M., LAFUENTE P.

Determinacion de metahemoglobina en trabajadores agricolas
BASOA G., BARRANQUERO M., GOIRIENA F.] PORTOLES C., LAFUENTE P.

Evalouacion de 1a calidad del aire en el medio laboral
LOPEZ DEL MORAL J., GOIRIENA F.J., BARRANQUERO M., ACHA J.. LAFUENTE P.

+ VI CONGRESO NACIONAL PARA LA PREVENCION DFEI, TABAQUISMO 26-28 Octubre
2006 Logrofio
Influencia del tabaco en pardmetros bioquimicos, estudio caso control

M. DEL HIERRO, F.I. GOTRIENA, M. BARRANQUERO, I.L. ARRANZ, J. LOPEZ DEL
MORAL, P. LAFUENTE.

Boca seca en pacientes fomadores y no fumadores estudio caso contyol

A. GARCIA NOTARIO, M. UCHA DOMINGUEZ, F.J. GOIRIENA, M. BARRANQUERO,
IL. ARRANZ, K. TARANCO.

3rd Europefin Meeting of Agsaciation of Basic Science Teachers in Dentistry 11-13th September
2006 Dublin :

Evaluation of the Immune Réspnnse Capacity in Saliva
M. BARRANQUEROQ, A. GARCIA, F.J. GOIRIENA, R. MANZANARO

Prevalence of Candidosis in Human Immunodeficiency virus (HIV™)
I. GOIRIENA, M. BARRANQUERO, P. CEARRA, J. LOPEZ DEL MORAL.




PEF (Pan European Federation) of TADR Intermational Association for Dental Research) 13-16th
September 2006 Dublin

Analysis of the changes in children dental (reatrnents in Euskadi

M. BARRANQUERO, F.J. GORIENA, I. LOPEZ DEL MORAL, and J.1. SOLER

Study of patterns evolution of children dental services utilization i Lo
F.J. GOIRIENA, M. BARRANQUERQ, C. BENITO, and C. PORTOLES - E Mol
© . niveles

Case-control study of the anovulistatics influence in saliva composition - - Anales:
J. LOPEZ DEL MORAL, J. GOIRIENA, M. BARRANQUERO, and M. VALVERDE ' :
2.7

1 World Congress of Public Health Nutrition and the VII Congreso de la Sociedad Espafiola de © Boverl.
Nutricién Comunitaria 28th-30th September 2006 Barcelona - Antithr
Relacion entre Alimentacion y Salud Oral . . NASPE
GOIRIENA I.. SOLER L, BARRANQUERO M.. LOPEZ DEL MORAL J. Do
3.

Parsitos Intestinales en Vegetarianos y No Vegetarianos, estudio caso control - E Moli
GOIRIENA J.. PORTOLES C., BARRANQULRO M., LOPEZ DEL. MORAL 1. - trombo
- - Enviad:

6 me Journée de Santé-Pablique Dentaire de Créteil 9/11/06 Paris ~ trabajo.
" Relation Between oral Health and Alcohol Consumption 5 g
' A. GARCIA, J. LOPEZ DEL. MORAL, J. GOIRIENA, M. BARRANQUERO f 4.0
¢ EMolir

Candidosis in Human Immunodeficiency virus (HIV+) :
J. GOTRIENA, M. BARRANQUERQ, P. CEARRA, J. LOPEZ DEL. MORAL. - ; 5.0
. .- Lafuent

Case-control study: tobacco-xerostomia : Iriarte.g
M. BARRANQUERQ, C. PORTOLES, G. RODRIGUEZ BACIERQ), J. GOIRIENA, . angina;
‘Participacién en la docencia: R 6.
~Cursos de Educacién para la Salud. Université de Bordeaux (France). L Sdey de
o Martine
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Publicaciones de FIDEC

PUBLICACIONES EN REVISTAS NACIONALES E INTERNACIONALES

l. Y Saez, M Lafita, JP Sdex de Lafuente, I Narvaez, M Vacas, A Magro, JD Sagastagoitia.
E Molinero, JA Iriarte. Correlacion de los perliles lipoproteicos y variables antropoméiricas con
niveles séricos de Lipoproteina (a) en la infancia. Aceptada para su publicacion en la revista
Anales de Pediatria, 2006.64(3):325-8.

2. Pérez-Gomez F, Salvador A, Sumadle J, Iriarle JA, Berjén J, Alegria E, Almeria Cl,
-Boverl R, MD, Dionisio Herrera Cristina Fernidndez, MD, PH D. lor the National Study. Effect of
Antithrombic Therapy in patients with Miwal Stenosis and Atrial Fibrillation. A Sub-analysis of
NASPEAF Randomised Trial. Eurcopean Heart J 2006: 27(8):960-7.

3. JP Saez de Lafuente. Y Sdez. M Vacas, M Lafita, I Narvdez, M Santos, JD Sagastagoitia,

E Molinero, JA Iriarte. Lipoproteina {a) variables antropométricas, parametros lipidicos y

" trombogénicos en la infancia. Clinica e Investizacién en Arteriosclerosis 2006;18(3):82-8.

Enviada para su publicacién a dicha revista a peticion de 1a propia revisla tras haber recibido este
trabajo una Mencion Especial en ¢l XVII Congreso de 1o SEA.

4. JP Sdez de Lafuente, Y Sdez, M Vucas, M Lafita, | Narvdez, M Santos, JD Sagastagoitia,
. E Molinero, JA Iriarte. Clinica e Investigacidn en Arteriosclerosis 2006; 18(3): 82-88.

5. José D. Sagastagoitia, Yolanda Sdez, Muarta Vucas, Idoia Narviez, Jesus P Sdez de
Lafuente, Enrique Molinero, Ana Magro, Manuel Lafita, Ménica Santos, Antonio Escobar, José A
Iriarte. Association between inflammation, lipid and hemostalic factors in patients with stable
angina. Thromb Res 2006; en prensa.

6. José Domingo Sagastagoitia, Marta Vacas, Yolanda Saez, Idoia Narvdez. Jesds Pablu
Saez de Lafuente, Enrique Molinero, Manuel Lafita, Ana Magro, Anlonio Escobar, Begofia

= Martinez, Mdnica Santos, Rosurio Caso, José Anlonio Iriarte. Valor predictivo de la lipoproteina

(@ yla Apolipoproteina A} en pacientes con abstruceidn coronaria valorada angiograficamente.
Med Clin 2006; en prensa.

7. Idota Narvdez, Jos€ Domingo Sagastageitia, Marta Vacas, Yolanda Sdex, Monica Santos,
Manolo Lafita, Jesds Pablo Sdez de Lafuente, Enrique Molinero, Antonio Escobar, José Antonio
Iriarte. Prevalence and biologic profile of aspirin resistance in patients with angiographically
proven coronary artery diseasc. Thromb Res 2006; en prensa.
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COMUNICACIONES PRESENTADAS A CONGRESOS NACIONALES E
INTERNACIONALES

19th International Congress on Thrombosis. Tel Aviv 15-18 Mayo 2006

1. Narvdez I, Sdez Y, Vacas M, Sagastagoitia JD, Lafita M, Sdez de Lafuente JP, Magro A,
Caso R, Martinez B, Molinero E, Iriarle JA. Predictive value of Lipoprotein(a) and apolipoprotein
Al in patienfs with coronary slenosis.

2. Narvaez 1, Vacas M, Saez Y, Sagastagoitia JD, Santos M, Séez de Lafuente JP, Martinez
B, Caso R, Molinero E. Iriarte JA. Aspirin resistance in patients with coronary Heart disease.

3. Narvdez [, Sdez Y, Vacas M, Sagastagoitia 1D, Caso R, Martinez B, Sdez dc Lafuente JP,
Santos M, Lafita M, Iriarte JA. Biologic profile of aspirin resistance in patients with coronary
heart disease,

XIX Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Arteriosclerosis (SEA). Santander, 7-10
Junio 2006,

1. 1Narvdez, JP Sicz de Lafuente, Y Sdez, M Vacas, ID Sagastagoitia, M Santos, A Magro,
JA Iriarte. Estudio del perfil de riesgo cardiovascular diferencial en dos colectivos de mujeres de
Ia tercera edad.

2. 1 Narviez, JM Gandarias, JP Sdez de Lafuente, Y Sdez, M Vacas, JD Sagastagoitia, JA
Iriarte. Factores de riesgo asociados al accidente cerebrovascular en mujeres de baja condicion
social de la tercera edad.

3. Y Sdez, M Lafita, M Vacas, [ Narviez, JD Sagastagoita, JP Sdez de Lafuente, M Santos,
“E Molinero, A Iriarte. Valores de HDL-colesterol en la infancia y riesgo trombdtico.

4. JP Sdez de Lafuente, A Magro, Y Sdez, I Narviez, M Vacas, JD Sagastagoitia, E
 Molinero, JA Iriarte. Factores de riesgo cardiovascular asociados a hipertensién arterial en
i mujeres. Influencia de la edad.

Congreso d,é la Socicdad Earopea de Arteriosclerosis. Sevilla.17-20 Mayo 2006.

1. B Mﬁﬂincz, E Molinero, R Caso, I Narvdez, Y Sdez, M Vacas, JA Iriarte, JM Gandarias.
‘Role of lipoprolein {a) und apolipoprotein Al in coronary obstruction. Athrerosclerosis 2006; 7
(3):67.

2. R Caso, B Martinez, E Molinero, I Narviez, Y Sdez, M Vacas. JA Iriarte, JIM Gandarias.
Study of biological profile in acute vs. chronic myocardial ischaemia. Athrerosclerosis 2006; 7
~(3): 84.
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ig Congreso de la Sociedad Espafiola de Cardiologia. Mélaga 18-21 Qctubre 2006
!

1. E Melinero De Miguel, B Martinez Andrés, R Caso Jiménez, I Narvdez Gofinondo, Y
Sdez Meabe, M Vacas Rius, JA Iriarte Ezcurdia. JM Gandarias y Bajon. Papel de la lipoproteina
(a) y apolipoproteina Al en la obstruccién coronaria. Revista Espafiola de Cardiologia 2006; 59

i {supl 2): 8.

5;: 2. G Bastos Ferndndez, A Andrés Morist, V Montero Gato, A Rubio Erefio, M Vacas Rius, .
i E Molinero De Miguel. Resistencia al dcido acetil salicilico en cardiopatia isquémica ; Tiene .
verdadera significacion clinica?, Revista Espafiola de Cardiologia 2006; 59 (supl 2): 9.

I

I Congreso Nacional de la Asociacién Espafiola de Hematologia y Hemoterapia/ Congreso
Nacional de la Sociedad Espaiiola de Trombosis y Hemostasia.

I. Ponencia-Reunién Abierta del Comité de Estandarizacién en Hematologfa: Centrol de
calidad de los monitores portatiles de TAQ.

y *  Simposio sobre Trombosis Cardiovascular del Grupo de Trabajo de Trombosis de la
’r Sociedad Espafola de Cardiologia. Madrid, Noviembre 2006.

v

4 1. M Santos, JD Sagastagoitia, M Vacas, Y Sdcz, JP Sdez de Lafuente, A Magro, M Lafita,

E Molinero, JA Iriarte. Asociacién entre pardmetros inflamatorios, lipidicos y hemostdticos en
pacicates con angina estable.

CURSOS IMPARTIDOS 2006

I. Curso tedrico-prictico sobre Tratamiento Antitrémbico. Colegio ATS-DUE, Abril

" *  Curso sobre Anticoagulacién en el colegio de médicos de Bizkaia. Octubre.

j *  Curso impartido semanalmente en FIDEC: “Cileulo del riesgo individual de padecer
' erfermedad cardiovascular y conocimiento del tratamiento anticoagulante v antiagregante.

2 * 'ORGANIZACION Y DIRECCION TECNICA DE LA “XV SEMANA DE
: PREVENCION DE LA ARTERIOSCLERQSIS Y ENFERMEDADES
i CARDIOVASCULARES”. Bilbao, Marzo 20086,

i

’;

v

}
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REAL ACADEMIA DE MEIMCINA DEL PAIS VASCO/
EUSKAL HERRIKO MEDIKUNTZAREN ERREGE AKADEMIA
DEPARTAMENTOS DE FISIOLOGIA Y ENFERMERIA DE LA UPEV/EHU
LIGA MEDITERRANEA CONTRA LA ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA

XV SEMANA DE PREVENCION DE LA ARTERIOSCLEROSIS Y ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Considerando la alta incidencia de enfermedades cardiovasculares acusada por la O.M.S,
resulta ineludible instruir a la poblacién sobre el riesgo de ciertos habitos higiénico-dietéticos para
contraer o agravar, en su caso, alguna(s) de estas patologias (infarto de miocardio, accidentes
cerebrovasculares, arteriopatias periféricas, etc.).

Con esta finalidad, la REAL ACADEMIA DE MEDICINA y los DEPARTAMENTOS de
FISIOLOGIA Y ENFERMERIA de la UPV desarrollaron en Bilbao, del 14 al 18 de marzo de
2006, esta XV SEMANA, que al igual que las precedentes alcanzo rescnante éxito, tanto por el
contenido tecrico-instructive como por su realizacidn-demostracion practica. Y todo ello, gracias:

1) Al funcionamiento coordinado de Unidades de Consulta, encargadas de :

a) las encuestas sobre antecedentes familiares y personales.

b) las mediciones de pese y talla para cdlculo de obesidad.

c) las tomas de tensidn arterial.

d) la dosificacion de colesterol en sangre, y

e} la orientacion de las personas cuyos resultados clinico-analiticos fueran anormales para que
congctaran, al respecto, con su Servicio médico y si no dispusieran de esta posibilidad, que
supieran como podrian acudir a nuestras instalaciones, en orden a profundizar en la investigacién
de su patologia; y establecimiento, en su caso, de un tratamiento adecuado.

2) A la excelente acogida dispensada por la poblacién, cuya asistencia a las Consultas
alcanzd ia cifra de 774 personas. En cuanto a las conferencias de divulgacion, el publico llend los
locales en que se dictaron, estimandose su asistencia en mas de 3400 personas.

3) A la colaboracion entusiasta de equipos técnicos integrados por médicos y enfermeras
universitarias-diplomadas, pertenecientes a Cursos Universitarios de Especialistas en
Arteriosclerosis y Trombosis, dirigidos por los Profs. Drs. J.M. de Gandarias y J.A. lriarte, de los
Departamentos de Fisiclogia y Enfermeria de |la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Uniberisitatea.

4) Al nivel cientifico de las Conferencias y Mesas redondas, en las que participaron los
siguientes Profesores: J.M. de Gandarias (Bilbao), J. A. Iriarte (Bilbao), V. Sosa (Madrid), E.
Molinero (Bilbao), I. Narvdez (Bilbao), E. Sabino Sabino (Bilbao) y J.P. Sdez de la Fuente (Bilbaa).

5) A |a valiosa contribucién de diversas Instituciones: Excmo. Ayuntamiento de Bilbao, por el
extraordinario apoyo del Excm? Sr. Prof. Dr. Ifiaki Azkuna, Alcalde la Villa y Miembro de la Real
Academia de Medicina del Pais Vasco; a la Sociedad Espafiola de Arteriosclerosis {SEA);
Fundacion Espanola de Arteriosclerosis (FEA): asi comoe al gran apoyo del Igualatorio Médico-
‘Quirdrgico de Bilbao y de empresas como AGRA, S.A..

- 8) Y de modo especial, al Gobierno Vasco/Eusko Jaurlaritza, cuyo Consejero de Sanidad vy
Consumo Excm? Sr. Prof. Dr. Gaby Inclan Iribar, nos animé en todo momento, prestandonos su
pleno y valioso apoyo.
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- Muestreo de 436 personas: 488 mujeres (63,035%) v 286 hombres(36,95 %)

- Factores y hiabitos de riesgo hallados:

a .- Colesterol :

Total Hombres
< 200 mg/dL = 350 (45,4 %) 164 { 57,75 %)
> 200<240 mg/dl. = 277 (35,93 %) 85 (29,93 %)
= 240 mg/dL = 144 (18,68 %) 35 (12,32 %)

b .- Hiperiension : Presidn arterial sistolica

Total Hombres
> 160 mmHg= 100 (12,94 %) 39 (13,68 %)
140-160 mmHg = 283 (36,61 %) 115 {40,35%)
< 140mmHg = 390 (50,45 %) 131 (45,96 %)

Presidn arterial diastélica

Total Hombres
<90 mmlig= 638 (82,54 %) 236 (82,81 %)
90-94mmHg=  100(12,94 %) 35 (12,28 %)
295 mmHg= - - 35(4,52%) 14 (4,91 %)
c.- Indi;ée de Quetelét '

| Total Hombres
530 = 153 (19,87 %) 58 (2049 %)
25.29= 387 (50,26 %) 169 (59,72 %)
<25 = 230(2987 %) 56 (19,79 %)
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Mujeres
186 (38,19 %)

192 (39,43 %)

109 (22,38 %)

Mujeres
61 (12,5 %)
[68 (34,43 %)

259 (53,07 %)

Mujeres
402 (82,38 %)
66 (13,32 %)

21 (4,30 %)

Mujeres
95 (19,51 %)
218 (44,76 %)

174 (35,73 %)




d .- Tabaguismo :

No fumadores =
Ex-fumadores =

Fumadores =

e .- Ejercicio fisico:

- Moderado =

- Intenso =

- Nulo =

Total
572 (74,48 %)
152 (19,79 %)

44 (5,72 %)

Total
490 (63,39 %)
207 (26,78 %)

76 (9,83 %)

Hombres
140 (48,95 %)
113 (39,51 %)

33 (11,54 %)

Hombres
198 (68,53 %)
75 (26,22 %)

15 (5,24 %)

Asistentes a las Conferencias més de 3.480 personas.

fmado: J.M. de Gandarius

Majeres
432 (89,63 %)
39 (8,09 %)

11 (2,28 %)

Mujeres
294 (69,37 %)
132 (27,1 %)

61 (12,53 %)

Bilbao 21 de Marzo de 2007

fmado: J.A. Iriarte
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ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES BIOQUIMICAS
PRODUCIDAS POR LA NEUROPATIA DIABETICA
AUTONOMA.

POSIBLE TRATAMIENTO MEDIANTE DERIVADOS
VITAMINICOS INDUCTORES DE LA EXPRESION DE
NEUROTROFINAS Y DE SUS RECEPTORES

LECCION INAUGURAL DEL CURSO ACADEMICO 2007

a cargo del

‘I IIm®. Sr. Prof. Dr. Ernesto Casis Saenz

Académico Numerario. Jefe Servicio Bioquimica Hospital Donostia




Discurso de Apertura por el Excmo. 5r. Prof. Dr. Ernesto Casis Saenz,
Académico Numerario. Jefe Servicio Bioguimica Hospital Donostia

Excme. Sr. Presidente,
Excmos. & Imos. Srs. Académicos,
Sras. y Sres,

En esta ocasion nos corresponde, por turno, pronunciar et correspondiente
Discurso de Apertura ds esta Real Corporacion, cuyo titulo es

DEFINICION

La Diabetes Méllitus forma parte de un grupo de alteraciones metabdlicas, genética y
clinicamente heterogéneas, en el que la alteracién de la tolerancia a la glucosa es el comun
denominadar, pero que difieren en su etiopatogenia, historia natural y respuesta ai tratamiento.
Caracterizado por la hiperglicemia es un sindrome debido a una insuficiencia absoluta o relativa
en la secrecidn y/o accién de la insulina que afecta a todo el metabolismo, hidratos de carbono,
proteinas, grasas, agua, vitaminas y minerales, que si se abandona a su libre evolucién conduce
a complicaciones agudas como cetoacidosis, coma y muerte, y que a largo piazo , esta
asaciada a disfuncién o insuficiencia de diferentes organcs especialmente de ojos, rifiones,
sistema nervioso, y aparato circulatorio.

CLASIFICACION.

Los criterios diagndsticos y la clasificacion de la diabetes fueron propuestos por el National
Diabetes Data Group {NDDG} en 1979 vy aceptados, con algunas modificacienes, por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en documentes publicados en 1980 y 1985, En el afio
1997, la American Diabetes Association (ADA) propuso un nuevo sistema actualmente vigente de
diagndstico y clasificacién de la enfermedad, basado en los informes y conclusiones de un comité
interngcional de expertos semejante al del NDDG. Posteriormente, en 1998, los expartos de la
OMS han aceptado con ciertos matices los cambios propuestos por la ADA.

La nueva clasificacién de la Diabetes Mellitus se basa actualmente en la etiopatogenia de la
enfermedad y tiene en cuenta las causas y los mecanismos que originan la alteracién metabdlica.
Tambien considera [os estadios evolutivos de la diabetes segun la gravedad de la hiperglucemia y
las pautas terapeuticas para controlarla. Asi, incluye 4 categorias de pacientes y un quinto grupo
de individuos que tienen glicemias anormales que condicionan un alto riesgo de desarrollo
diabetes y algunas de sus complicaciones.
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1. Diabetes Meliitus tipo 1

2. Diabetes Mellitus tipo 2

3. Otros tipos especificos de Diabetes

4. Diabetes Gestacional

5. Intolerancia a la glucosa y glicemia de ayunas alterada

DIABETES PRIMARIAS

Diabetes Mellitus tipo 1:

Caracterizada por una destruccién de las células beta, deficiencia absoluta de insulina,
tendencia a la cetoacidésis y necesidad de tratamiento con insulina para sobrevivir
(insulinodependientes). Se distinguen dos subgrupos :

Diabetes autoinmune: En el desarrollo de la Diabetes Mellitus tipo 1 autoinmune estan

implicados tanto factores genéticos como ambientales, E canceplo tradicional es que factores
ambientales tales como agentes microbianos y quimicos pudieran actuar como disparadores de la
respuesta inmune contra la célula beta en un fenotipo genéticamente predispuesto al desarrollo de
diabetes. Es una enfermedad inmunoinflamatoria cronica debida a la destruccion de las células
beta productoras de insulina por parte de células mononucieares autorreactivas que
especificamente infiltran los islotes (insulitis) antes y poco tiempo después del desarrolio de la
misma. Esta enfermedad, en la que s6lo la célula beta es dastruida por la respuesta inmune
constituye el paradigma de la autoinmunidad organcespecifica. Con marcadores positivos en un
B85-95% de los casos, anticuerpos antiislotes (ICAs), antiGADs {decarboxilasa del ac. glutdmico),
anti tirosina fosfatasas 1A2 e 1A2 beta, que en concentraciones elevadas y persistentes, unidas a
un deterioro de la respuesta de la fase rapida de secrecion de insulina permiten predecir la
aparicion de la enfermedad. Esta forma también se asocia a genes HLA (DQA y B, en especial
DRB).
. Esdecir que el riesgo de desarrollar una Diabetes Mellitus tipo 1 esta en relacién con los alelos
del HLA, en especial los alelos HLA DR y DQ, estando asociado el efecto dominante al DQ. El
95% de los pacientes tienen DR3 o DR4. También aumentan la susceptibilidad HLA-DR1, DR3 6
DR16. El genotipo de mayor riesgo es el dal haplotipo DR3 comlin con el haplotipo DRA4,
DQA1*0301, DQB1*0302 (con DRB1*0401, 0402 & 0404 pero no 0403). Para que ello ocurra se
requierede otros facteres ambientales como virus, téxicos u otros factores inmunogeénicos.

Tambien hay alelos que se asocian a una proteccidn frente a la diabetes, es el caso de HLA-
DR11 6 HLA- DR15 y el DQA1* 0102, DQB1* 0802 en persanas con HLA-DR2. Este (ltimo

proporciona una proteccion dominante frente a la DM 1 en todas las poblaciones estudiadas hasta
la fecha,

. Diabetes idiopética: Solo incluye a una minoria de pacientes con diabetes tipo 1, la mayoria
son de origen africano o asidtico. Tiene un cardcter fuertemente hereditario. Gon igual
comportamiento metabélico, pero sin asociacion con marcadores de autoinmunidad ni de HLA.

Diabetes Mellitus tipo 2:

La diabetes melfitus tipo 2 es un sindrome metabgiico causado por una combinacién variable
de deficiencia de insulina y de falta de respuesta a los efectos hipoglucemiantes de la misma es
decir insulinorresistencia. La enfermedad aparece cuando la reserva secretora de los islotes estd
también deteriorada y no puede producirse la hiperinsulinemia compensadora. El desarrollo de
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insulinotresistencia precede a Ia aparicion de diabetes franca y puede aumentar en relacién con la
mayor hiperglucemia, de tal forma gque un tratamiento intensivo para disminuir la glucosa puede
mejorar la sensibilidad a la insulina. Por tanto, la hiperglucemia desempefia un papsl en la génesis
de Ja resistencia insulinica, y la hiperinsulinemia puede afectar la funcion de la célula beta. Esta
compleja relacién provoca en la mayoria de los diabéticos insulinorresistencia y menor secrecion
de insulina, Dilucidar cudl de los procesos ocurre en primer lugar y tiene mas importancia en el
desarrollo de |a diabetes es complicado, ambos fendmanos coexisten en la mayoria de los cases.
La Asociacion Americana de diabetes (ADA) dice que en la diabetes mellitus tipo 2 coexisten
ambos defectos, predominande uno u otro segun los casos.

Hablamos pues de un grupo muy heterogéneo de pacientes, la mayoria obesos con
distribucion de grasa predominantemente abdominal, fuerte predisposicién genética no bien
definida (multigénica). La agregacion familiar, la alta concordancia en la aparicién de gemelos
monocigoticos (90%) y las diferentes prevalencias en los distintos grupos étnicos son los
argumentos gue apoyan el componente genético en el origen de la diabstes mellitus tipo 2.

La descripcion de formas monogénicas con herencia definida como la diabetes tipo MODY
{maturity onset diabetes of the young), y la diabetes mitocondrial, ambas figadas a defectos
genéticos de la célula beta, ha puesto las bases para la investigacion de posibles genes
implicados en este tipo de diabetes. En el caso del MODY se han observado, en los diferentes
tipos, mutaciones en el gen de la glucoquinasa, factor nuclear hepético 1 y 4 y el factor promotor
de la insulina 1. En el caso de la digbetes mitocondrial se producen varios sindromes gue se
heredan por via materna.

Sin embargo, el estudio genético de la diabetes mellitus tipo 2 muestra grandes dificultades y
los progresos realizados hasta ahora han sido escasos. Esto se debe como ya queda dicho, a que
se trata de una enfermedad poligénica, con combinaciones de genes que dan lugar a diabetes con
distintos patrones como son los defectos en la insulinosecrecidn, la insulinorresistencia y la
obesidad. Son pacientes con niveles de insulina plasmatica normal o elevada, sin tendencia a |a
acidosis, responden a dieta e hipoglicemiantes crales, aungue muchos con el tiempo requieren de
insulina para su control, pero no es indispensable para preservar la vida.

DIABETES SECUNDARIAS:

Diabetes gestacional:

Se caragteriza por una aiteracién de la reguiacién de la glucosa, que aparece en el curso del
embarazo. Se asocia a mayor riesgo en embarazo y parto y de diabetes clinica a largo plazo. La
diabetes gestacional puede desaparecer al término del embarazo o persistir como intolerancia a la
glucosa o diabetes clinica

Otros tipos especificos de diabetes:

Incluyen pacientes con defectos genéticos que modifican la accién bioclégica de la insulina a
nivel receptor o post-receptor como la ya mencionada MODY y otros con paiologias pancreaticas
{pancreatectomia, pancreatitis aguda, pancreatitis cronica, neoplasia del pancreas,
hemocromatosis) 0. con endocrinopatias (Cushing, acromegalia, feocromocitema etc.). También
pueden producir diabetes secundaria algunos farmacos o toxicos {corticoides, acido nicotinico, L-
asparragina, interferdn alfa, pentamidina); virus (Rubeola congénita, coxsachie B,
citomegalovirus, parotiditis) y, algunos otros Sindromes Down, Kleinefelter,Turner, enfermedad de
Stiff-man y Lipoatrofias.
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Intolerancia a la glucosa y glicemia de ayuna alterada:

La Intolerancia a ia glucosa queda definida por una respuesta anormal a la sobrecarga oral
de glucosa. Conlleva una mayor prevalencia de patologia cardiovascular y riesgo de desarrollar
diabetes clinica (5-10% por afio).

Glicemia de ayuno alterada. Su hallazgo evidencia la necesidad de una sobrecarga oral de
glucosa.

Para sl diagnostico de Diabetes Mellitus e} paciente debe cumplir con alguno de estos 3
criterios, que deben confirmarse en dos ocasiones para asegurar el diagnéstico.

1. Glucemia {en cualquier momento} > 200 mg/dl, asociada a sintomas clasicos (poliuria,
polidipsia, baja de peso}

2. Dos o mas glucemias > 126 mg/ dl.

3. Respuesta a la scbrecarga a la glucosa alterada con una glucemia a los 120 minutes post
sobrecarga > 200 mg/dl.

Existe Intolerancia a la glucosa: cuando el sujeto presenta una glucemia de ayuno < 126
mg/dl y a los 120 minutos post sobrecarga oral de glucosa entre 140 y 199 mg/dl.

Cuando ura persona muestra una giucemia de ayunas entre 110 y 125 mg/dl, estamos ante
una Glicemia de ayuno alterada que serd conveniente estudiar con una sobrecarga oral de
glucosa.

POLINEUROPATIA DIABETICA

Una de las complicacianes de la diabetes mellitus de tipos | y Il es la neuropatia diabética.

La Polineuropatia Diabética es una enfermedad que dafa los nervios periféricos producto de
un alto nivel de glucosa en la sangre. Se establece en la diabetes mellitus tipo |
(Insulinodependiente) y en |a diabetes mellitus tipe Il (No Insulinodependiente}.

Es una complicacién muy incapacitante, que se manifiesta al unir factores individuales con
factores de predisposicién genética. Es una enfermedad que se desarrolla a lo largo de varios
afos de hiperglicemia, ya que, la diabetes produce lesiones histolégicas en diverses tejidos, que
pueden cbservarse a los cinco afios de evolucion de la enfermedad y manifestarse clinicamente,
alrededor de los diez afios, especialmente en los pacientes crénicos mal controlados.

Cuando existe hiperglicemia en los pacientes con diabetes descompensada, la sangre muestra
una.alta viscosidad lo que induce lesiones endoteliales en los vasos sanguinecs que irrigan los
nervios periféricos, esto conlleva una disminucion en el flujo sanguineo, produciéndose hipoxia
endoneural.

Factores que preducen Polineuropatia Diabética:

1. Hiperglicemia, en diabéticos cronicos mal contiolados, produce polineuropatia diabética
después de varios afios de mantener asta condicion,

" 2. Edad avanzada

3. Predisposicion genética. EI mecanismo por el cual, esta pradisposicion interviene en el
desarrollo de polineuropatia es desconocido.

4. Dafio estructural y funcional de los microvasos endoneurales que produce isguemia o
hipoxia capaces de dafiar la fibra nerviosa.
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5. Alteraciones metabdlicas. Acumulacién de sorbitol y fructosa en las células nerviosas, que
produce turgencia y disfuncion celular, por efecto toxico directo o por efecto csmdtico.

6. Sistema inmunitario. Su incidencia en el desarrcllo de la polineuropatia diabética esta poco
claro, aungue existen pruebas de la presencia de anticuerpos contra LDL glicosiladas en pacientes
con diabetes. También se ha mostrado la presencia de infiltrados inflamatorios adyacentes a los
nervios y ganglios autdnomos y un aumento en ei nimero de linfocitos T activados.

7. Otros factores: Activacion del Sistema de Complemento, acumulacion de proteinas con
afinidad por metales pesados (coma cobre y/o hierra), v disminucion de factores neurotréficos

Por tanto, la polineuropatia diabética es una enfermedad de naturaleza muitifactorial en la que
el agente dominante es la Hiperglicemia.

Cuando existe diabetes mal controtada y se produce hiperglicemia se desencadenan una serie
de acontecimientos, como alteraciones metabdlicas, glicosilacién no enzimatica, isquemia e
hipoxia endeoneural {producida por la disminucidn del flujo sanguineo), atrofia axonal, también se
observa desmielinizacion y remielinizacién segmentaria y paranodal (provocando pérdida de fibras
mielinicas y amislinicas), etc., todo esto provoca degradacion de la estructura nerviosa con el
consiguiente retardo de la velocidad de conduccién motora y sensitiva y aumento del umbral de
percepcion vibratoria y térmica, entre otras cosas.

Es importante dejar claro que, a pesar de toda la informacion que se maneja y los estudios que
se han realizado sobre esta complicada enfermedad, sus causas aun son poco claras y por ello
nos hemos propuesto revisar cuales son los principales mecanismos que fa producen
centrandonos en las alteraciones que se producen por afectaciones del sistema nervioso
auténomo. Para ello hemos inducido diabetes mellitus en ratas, y hemos estudiado el nivel de
catecolaminas en distintos érganos, viendo como variaba su concentracidn, y compardndolas con
un grupe contral.

PATOGENESIS DE |.A POLINEUROPATIA DIABETICA

Las lesiones estructurales mas frecuentes se caracterizan por ia pérdida de fibras nerviosas y
atrofias.

La secuencia de fenémenocs patogénicos comienza con tumefaccién nodal y paranodal,
pérdida progresiva de los complejos axogiiales, desmielinizacién y formacién de nueva mielina
intercalada, lo gue produce la aparicion de nodos escasamente miglinizados.

Se ha visto diferencias estructurales en las lesiones de la polinguropatia en relacién con el tipo
de diabsetes.

Funcionalmente se han observado varias alteraciones en el metabolismo nervioso:

1.- Incremento de la via de los polioles.

- 2.- Disminucién del mioinesitol.

3.- Alteracidn del metabolismo de los fosfoinositidos.

4.- Alteraciones de la actividad de la enzima ATP asa Na+K+,

Estudios experimentales sugieren la asociacién de las alieraciones estructurales y funcionales, y la

disminucion de la velocidad de conduccion nerviosa en modelos animales de polineuropatia diabética.
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FISIOPATOLOGIA

La polineuropatia diabética (PNP) se caracteriza por pérdida de las unidades funcionales nivel
de fibras nerviosas mielinizadas. Las fibras nerviosas que no han sido dafadas, presentan un
grosor disminuido, al compararlas con las de los sujetos ne diabéticos de igual edad.

En las fibras nerviosas mielinizadas, los impulsos nerviosos son generados en el nodo de
Ranvier, y se propagan a través del axén internodal. Por lo tanto, la presencia de una velocidad de
conduccidn nerviosa {VCN) normal depende, basicamente, de la integridad funcional y estructural
del nodo de Ranvier y del segmento internodal. Las lesiones nerviosas demostradas en estudios
experimentales se caracterizan por la pérdida de fibras nerviosas, atrofia y lesiones estructurales
aspecificas, denominadas la triada de la PNP diabética.

La secuencia de fendmenos patogénicos comienza habitualmente por tumefaccion nedal y
parancdal. En seres humanos, dicha tumefaccion parece ser consecuencia de la acumulagion
intraxonal de Na+. Postericrmente, se inicia la pérdida progresiva de los complejos axiogliales, con
desprendimiento de las fibras mielinicas terminales entrelazadas del axolema. Esto ocasiona una
desmielinizacién paranodal con ensanchamiento de la regién nodal. La desmielinizacion es
reparada por el organismo, mediante la formacién de nueva mielina intercalada, lo cual condiciona
la aparicién de nodos escasamente mielinizados.

En ratas y pacientes diabéticos, estan constituidas por la pérdida progresiva de los complejos
axogliales, lo cual origina migracién de los canales da Nat en el axolema internodal. La
disminucion en la densidad de los canales de Na* se correlaciona con la pérdida o disminucion en
la generacién del impulso nervioso en el nodo de Ranvier.

La atrofia axonal constituye otra lesion caracteristica de ta PNP diabética. La degeneracion
axonal y la Walleriana siguen a |a airofia del axdén, y provocan un incremento neto en la pérdida de
unidades funcionales del nervio diabético.

MECANISMOS METABOLICOS

Las alteraciones del metabolismo nervioso constituyen una atractiva explicacion a las lesiones
propias a la PNP cbservada en |a diabetes mellitus.

Alteraciones en la "via de los polioles"

“En presencia de un exceso de glucosa se produce una saturacion de la hexoquinasa, por lo
cual la enzima aldosa reductasa convierte la glucosa en sorbitol y, posteriormente, en fructosa, por
accidh de la sorbitol deshidrogenasa. El incremento del sorbitol dafia los tejidos gque necesitan
insulina.

Disminucion del micinositol

La hiperglicernia y la acumulacion del sorbitol intracelutar producen depleccién de mioinositol.
Estudios experimentales confirman que la exposicién de células a un ambiente hiperosmolar
provoca un incremento significativo en el sorbito! intraceluiar, y reduce la concentracion de
mioinositol.
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Metabolismo de los fosioinositidos y actividad ATP asa NatK+

La depleccian de mioinositel se acompafia de una disminucién en su incorporacién a los
fostoinositides. La actividad de la ATP asa Na*K* en el nervio diabético disminuye
ostensiblemente como consecuencia de la deplaccién de micinositol, probablemente por la via del
mecanismo de la proteinquinasa C9. La ATP asa NatKt se localiza primariamente en la regidn
nodal y paranodal de las fibras largas mielinizadas. La reduccion de la actividad ATP asa
incrementa la concentracién de Na+ aproximadamente 4 veces, con tumefaccién nodal y
parancdal, disminucion del potencial de membrana de la célula nerviosa y bloqueo selective de la
conduccion nerviosa en las fibras largas mielinizadas.

Schmidt et al. (1989 b) vieron que en ratas tratadas con STZ aumentaban los niveles de
sorbitol en ganglios cervical y mesentérico superior, junto con una disminucion de los niveles del

micinositol, y también una disminucion en la actividad de la ATP asa Na*K+*. Esto sugiere que los
desordenes de ia via del poliol pueden contribuir a la neuropatia diabética. También se vio que la
inhibicién de la aldosa reductasa reducia, pero no normalizaba, |a distrofia neuroaxonal.

OXIDO NITRICO

Se ha pensado que el ¢xido nitrico tiene un papel de unién entre la hipotesis vascular y
metabolica en la produccion de neuropatia.

El dxido nitrico es un factor relajante derivado del endotelio. En la vasodilatacién desempefa

una importante funcién como mensajero neuronal dentro del sistema nervioso central, con
funciones de neuroiransmisor inhibitaric.

El 6xido nitrico reguia |a actividad de la enzima ATP asa NatKt, por lo que puede modular fa
funcion nerviosa.

MECANISMOS INMUNOLOGICOS
Los factores de crecimiento son esenciales para el crecimiento y la supervivencia de los
nervios simpaticos. Los anticuerpos antiinsulina se comportarian de igual forma que los
" anticuerpos antifactor de crecimiento nervioso, provocando severos dafios en las fibras nerviosas
simpaticas.
Se ha bbservado la deteccién de anticuerpos dependientes del complemento contra
estructuras del tejido nervidso: anlicuerpos antiganglios simpaticos, antimédula adrenal, ...

ALTERACIONES CARDIACAS

Frecuencia cardiaca

La frecuencia cardiaca esta influenciada por lesiones simpéticas y parasimpaticas.
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Hipotension postural

Los mecanismos de adaptacion durante el paso del dectibito a la posicion de pie producen una
disminucién en el retorno venoso al corazdn. Los mecanismos compensatorios que impiden el
fienado venoso v la disminucidn del gasto cardiaco inciuyen la activacion del sistema simpatico
iniclado en el baroreceptor y mediado por el sistema nervioso simpatico con incrementos de la
resistencia vascular periférica y vasoconstriccidn, por la liberacion de noradrenalina. Esto provoca
un aumento y aceleracion de ia frecuencia cardiaca.

La respuesta de la noradrenalina plasmatica en la bipedestacion es variable, aunque la
maycria de los pacientes muestran una disminucién, fenémeno conocido como hipotensién
hipoadrenérgica. Esta se ha asociado a la neurapatia autonoma vascular simpatica, mientras que
la variante hiperadrenérgica se considera una respuesta adrenérgica compensatoria a la
contraccion del velumen intravascular, o fendmeno de resistencia hormonal vascular a la accion
de |a noradrenalina endégena.

En los diabéticos con hipotensién postural por neuropatia simpética, la produccion y secrecion
de noradrenalina se encuentra disminuida.

Denervacién hipersensiliva

Es debida a la expresién de la degeneracidn nerviosa simpatica. Debido a que la noradrenalina
se encuentra dentro de las terminales simpaticas, la hipersensibilidad vascular a las catecolaminas
es primeramente determinada por una captacion neuronal reducida para las catecolaminas, mas
que por un aumento en la sensibilidad del alfaadrenorreceptor vascular postsinapiico.

Disfuncion ventricular izquierda

El blogueo auténomo con medicamentos reduce significativamente la funcién ventricular
sistdlica y diastdlica, io cual reafirma la hipdtesis sobre la contribucién de la neurcpatia auténoma
en la génesis de la disfuncién ventricular.

_Infartos e isquemia miocardica silente

: Se ha visto una gran incidencia de infartos silentes en pacientes diabéticos, lo cual se ha

: Vat‘ifibuido a la presencia de dafio simpdtico aferente en las fibras que inervan el miocardio.

B

* 8e han hecho estudios con is6topos para cuantificar de forma directa la inervacién simpatica
del corazén. Estos estudios estan basados en que la estructura neuronal del miocardio ventricutar
estd constituida por fibras nerviosas simpaticas, que van a través de la superficie subepicardica,
siguiendo a los vasos coronarios, y progresan desde la base del corazon al apex, penetran
gradualmente al miocardic e inervan el endocardio por los plexos terminales.

El metayodo ~ benzil — guanidina es un analoge no metabolizable de la noradrenalina, que
pafticipa en la captacién de noradrenalina a nivel de las neuronas simpéticas postganglionares.
Diversos estudios han demostrado una disminucién en la captacion a nivel del miocardio.
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Alteraciones sudomotoras

La disfuncién autdnoma es la responsable de las alteraciones de 1a sudoracién en diabdticos
con neurapatia periférica.

Se produce una degeneracion de los axones postganglionares desmielizados, lo que provoca
anhidrosis, sequedad en fa piel y tendencia a la aparicion de fisuras y Ulceras.

Factores neurotréficos

En los dltimos afios, se ha visto que la expresién de ciertas neurotrofinas esta reducida en
pacientes diabéticos. Existe un déficit en la produccion de NGF por parte de diversos tejidos
inervados por el sistema nervioso simpdtico, como glandulas salivares, corazén, piet y masculo,
estando asociado este déficit con la presencia de neuropatia. Por otro lado, también se ha descrito
en estos pacientes una disminucidn en la expresién de genes que son estimulados por NGF,
alteracién que revierte tras tratamiento con NGF.

El déficit de NGF puede ser responsable de parte de las alteraciones producidas en la
neuropatia diabética, pero no de todas. Asi, también se ha descrito un déficit en ia produccion de
NT3 y en los niveles de su RNA mensajero. Otros trabajos describen que no solo estan reducidos
los niveles de NT3, NT4 y BDNF, sino que la diabetes también reduce claramente la expresion de
los receptores TrkA, TrkB, TrkC y p75. En estos animales el tratamianio con NT3 mejora la
velocidad de conduceion en los nervios afectados .

Las neurotrofinas son una familia de péptidos producidos por los érganos diana, que
promueven la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de diferentes poblaciones neuronales
durante e! desarrollo. Estimulan |a aparicién y desarrollo de axones y dendritas, cambian las
propiedades electrofisiolégicas de ciertas neuranas y dirigen el destino de ciertas poblaciones
neuronaies, por ejemplo si seran neuronas colinérgicas o noradrendrgicas. Sin embargo, el papel
de estos factores neurotrdficos no se limita al desarrollo, ya que en el sistema nervioso maduro
activan respuestas adaptativas, promuseven la plasticidad neuronal ¥ la regeneracién de nervios
dahados, y son necesarios para la supervivencia de distintas poblaciones neuronales.

El primero de estos factores en ser descubierto y aistado fue el Nerve Growth Factor o NGF. El
NGF actla sobre ciertas poblaciones neuronales como las neuronas simpaticas y aigunas
subpoblaciones de neuronas sensoriales en ol SNP y sobre algunas neuronas colinérgicas
septales’y estriatales en el SNC. Sin embargo, el hecho de gue no tuviera efecto sobre otros
grupos neuronales hizo pensar en un principio que tendria gue haber multitud de neurotrofinas que
actuasen sobre neuronas especificas. Tras unos pocos afios de estudio se vio que en realidad
exista un numero muy [_imitado de neurotrofinas, y que la complejidad de las conexiones y
respuestas del sistema nervioso se deben mds bien a una compleja interaccion de distintas
neurotrofinas actuando sobre las mismas células. En mamiferos, la familia de las neurotrofinas
estd compuesta por el ya mencionado NGF, el BDNF o Brain Derfved Neurotrophic Factor, la NT3
o neurotrophin-3 y fa NT4/8 o neurotrophin-4/5. Un ejemplo de actividad combinada de
neurotrofinas es la interaccion de la NT3 y el NGF sobre las neuronas del sisterma nervioso
simpatico. La NT3 es necesaria para el desarrollo, diferenciacion y proyeccién de las neuronas
simpaticas sobre sus érganos diana. Una vez alcanzados estos, las neuronas simpéticas dejan de
responder a la NT3 y se vuelven dependientes del NGF producido por el érgano diana para su
supervivencia, e incluso la aparicidn de los receptores para el NGF (TrkA) es dependiente de un
correcto aporte de NT3.




Las neurotrofinas ejercen sus efectos sobre las neuronas tras unirse a receptores de
membrana. Los receptores de neurotrofinas son proteinas de membrana con actividad tirosin
kinasa intrinseca, y se denominan Trks (tyrosin kinase), Cada neurotrofina se une a receptores
relativamente especificos. Asi, el NGF se une al receptor TrkA, el BDNF se une al TrkB, y la NT3
se une al TrkC. La NT4/5 también se une al TrkB, sin embargo, se ha viste que las celulas son
capaces de discriminar entre BDNF y NT4/5, ya que aunque las dos se unen al TrkB, ambas
neurotrofinas producen efectos diferentes en la misma célula. Por tltimo, todas las neurotrofinas
se unen a un receptor llamado p75. Este receptor parece no ser esencial para que las diferentes
neurotrofinas Hleven a cabo su funcién, y su papel hasta este momento no estd totalmente
clarificado. Una de las primeras hipotesis fue que la unidn de una neuroctrofina a este receptor
aumenta la afinidad del receptor realmente funcional, el Trk. Esta hipotesis ya ha sido demostrada
tanto para la unién del NGF al TrkA como de la NT3 al TrkC.

TRATAMIENTO DE LA NEUROPATIA DIABETICA

Estas Gltimas observaciones hacen suponer que un tratamiento con neuratrofinas podria
prevenir las alteraciones morfoldgicas, funcionales y bioquimicas que se producen en estos
pacientes. En este sentido, empiezan a aparecer trabaios que describen mejoras en la expresion
genética, en el umbral de nocicepcidn y en la velocidad de conduccion tras tratamiento con NGF.
Por otro lade, el tratamiento con NT3 mejora la neuropatia sensorial. Basandose en estos
prometedores resultados, tanto el NGF como otras neurotrofinas ya estan siendo probadas en
ensayos clinicos para el tratamiento de fa neuropatia diabética .

Sin embargo, por desgracia el tratamiento con neurotrofinas no esta exenta de problemas. En
condiciones fisioldgicas, las neurotrofinas son ofrecidas a las neuronas por los drganos diana en
puntos cancretos y a concentraciones muy concretas y bajas. El tratamiento sistémico hace que
las neurotrofinas alcancen los nervios a concentraciones inadecuadas, ademas de que alcanzan
todos los nervios, incluso los no afectados por la neurcpatia. Todo esto puede hacer gue
aparezcan efectos secundarios no deseados como una disminucion generalizada del umbral del
dolor y alteraciones mas graves en el lugar de inyeccion. Esto afiadido a |a desventaja que supone
el hecho de que [as actuales neurotrofinas deben ser administradas por via intravenosa.

Una alternativa seria el tratamiento con farmacos que estimulen la produccién de neurotrofinas
enddgenas o de sus receptores. Este tratamiento tiene |a ventaja de que se estimula el efecto de
las neurotrofinas en el lugar adecuade. En este sentido, se han identificado una serie de
sustancias presentes de manera habitual en el organismo humano que estimulan la expresion de
neurotrofinas y de sus receptores in vitro. Uno de los mas potentes inductores de la expresion de

~NGF es la 1,25 dihidroxi vitamina D3. Sin embargo, este compussto no puede ser utilizado in vivo,

ya gue la dosis necesaria para inducir la sintesis de NGF es lstal debido a la hipercalcemia

" provocada por sus efectos sobre el hueso. Por ello, en los Cltimes tiempos se han desarrollado

analogos de la Vitamina D3 que no tengan ese electo, como el 22-oxa-calcitriol, calcipotriol,
CB1093, CB1267, etc..

Por su parte, los mas polentes inductores de la expresion de Trks parecen ser el acido
retincico y sus derivados. Estas sustancias inducen la expresidn de TrikA, TrkB, TrkC y p75 en
distintos tipos celulares in vitro, aunque parecen ser mas selectivos o mas eficaces en la induccidn
de TrkC en neuronas simpdticas, las cuales parecen no desarrcllar respuesta al NT3 si
previamente no han sido expuestas al acido retinoico. De hecho, se ha propuesto que los
retinoides podrian actuar como reguladores del desarrollo morfologice de las neuronas simpaticas
postganglionares .
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Coma hemos dicho hasta ahora, tanto los niveles de neurctrofinas como la expresion de sus
receptores estdn reducidos en la neuropatia diabética. También hemos explicado que la sintesis
de neurotrofinas es estimulada por la vitamina D3 y sus derivados, y la expresién de. Trks es
estimulada por el 4cido retinoico y sus detivados. En este sentido, hay que hacer notar también
que los niveles plasmaticos tanto de retinol como de vitamina D3 estan reducidos en pacientes
con diabetes.

Por todo ello, creemos necesario estudiar el posible tratamiento de |la neuropatia diabética con
estos derivados vitaminicos, por ver si en el futurc este pudiera ser un tratarmiento para estos
pacientes.

HIPOTESIS

Hay evidencia de los cambios en la funcion del sistema nervioso autdnomo en ratas tratadas
con estreptozotocina (STZ), aungue muchos trabajos que estudian las variaciones de
catecolaminas en fa neuropatia diabéticas con STZ resuiten conflictivos.

Belai et al. (1988) sugirieron que algunos hallazgos de aumento de los niveles de
noradrenalina pueden estar refacionados con la degeneracioén neuronal temprana.

Por otra parte, hay estudios en los que se ha visto una menor liberacion de noradrenalina en
los terminales simpaticos, por lo que se deduce que los efectos de la STZ sobre los niveles de
noradrenalina en plasma y iejidos dependen de la severidad y duracion de la diabetes.

Queremos estudiar si la actividad del sistema nervioso simpatico se ve aumentada o
disminuida, por lo que vamos a estudiar los niveles de noradrenalina y adrenalina en diferentes
regiones de ratas diabéticas, asimismo estudiaremos los efectos que sobre tres grupos de ratas
diabeticas pueden tener el analogo de la vitamina D3 MC1288 y el trans Retinol, en una dosis
diaria de 0,01, 0,17 y 1 ?g Kg- de peso de MC1288 v de 0,1 y 1?g Kg de trans Retinol. La
determinacion de catecolaminas de cada zona se realiza con cromatografia Hquida de alta
resolucién (HPLC).

La determinacion de catecolaminas se realiza en estas regionas:

- Suero.

- Veiitriculo izquierdo: esta inervado por el sisterna nervioso simpatico.

- Gangllio estreilado: ganglio simpatico.

- Médula espinal: se localizan aquf los somas de las neuronas presindpticas en los niveles de
T3, T4y T5, y de agui van al ganglio estrellado.

- Médula suprarrenal.

- Trdnco del encéfale: protubarancia y mesencéfalo.

- Cerebro: nlcleo estriado.

Se han elegido estas zonas parg ver como afecta la diabetes al sistema nervioso simpatico a
nivel de la sintesis o liberacién de catecclaminas, por ser zonas representativas de dicho sistema
nervioso.

Vamos a estudiar el ganglio estrelladd y al tronco del encéfalo, porque en estas zonas esta el
soma de las neuronas simpaticas, sintetizéndose a este nivel las catecolaminas.

-11-




También estudiarermos ofras zonas donde llegan los terminales nerviosos, como el corazon,
médula tordcica y ganglic estrellado. En estos terminales se almacenan las catecolaminas, por lo
que debido a la afectacion del sistema nervioso simpatico deberia haber una disminucion en su
sintesis (a nivel del soma), y una dificultad en su liberacion, aumentando a nivel periférico
(terminales nerviosas).

Por otro lado, tenemos interés en comprobar si un tratamiento con derivados del acido
retinoico, con derivados no hipercalcemiantes de la vitamina D3 6 un tratamiento combinadc con
ambos tipos de farmacos normaliza total o parcialmente las alteraciones bioguimicas secundarias
a la neuropatia diabética auténoma.

MATERIAL Y METODOS

Vamos a estudiar los efectos de la diabetes mellitus sobre el sistema nervioso simpatica, asi
como el posible tratamiento de estos efectos con un analoge no hipercalcemiante de ia vitamina
D3, MC 1288, y con trans-Tetinol Este estudio lo vamos a realizar en ratas a las que inducimos la
diabetes mediante una sustancia denominada estreptozotocina.

ESTREPTOZOTOCINA (STZ)

La estreptozotocina (8TZ) es una nitrosurea natural; es un antibiético extraido del
Streptomyces achrormogenes, que ejerce su citotoxicidad por medio de la liberacién de restos
alquilantes y carbamoilantes. Puede actuar a través de fa ruptura de las cadenas de DNA en las
células b del pancreas, por la alquilacion de fas bases del DNA.

la STZ es capaz de inhibir la sintesis de DNA en microorganismos y células de mamiferos;
afecta a todas las etapas del ciclo celular de los mamiferos. Estudios biogquimicos han revelado
también potentes efectos inhibidores sobre los nucledtidos de la pirimidina, y sobre enzimas
claves, que intervienen en la glucogénesis,

Se usa para producir estados diabéticos en animales de experimentacion, y es clinicamente
il para el tratamiento de tumores gue secretan insulina, como el carcinoma metastasicos de
células de los islotes del pancreas.

‘Cuando se inyectaba STZ a ratas, se encontraron cambios histoldgicos en las céiulas b del
pancreas después de 1 h. A las 7 — 10 h., se producia necrosis y degranulacion masiva de las
células b, asociadas con un aumento de los niveles de insulina del suero y de hipoglucemia. A
esto lg sigue una reduccion de los niveles de insulina.

- El Efecto diabetogeno de la STZ es dosis-dependiente, variando de una diabetes benigna a un
estado cetoaciddtico, que conduce a la muerte, segiin la dosis administrada.

‘Cuando las ratas son tratadas con una dosis intermedia, de entre 55 y 65 mgr. {son las usadas
- en la mayoria de los estudios), dejan de ganar peso, y & nivel de glucosa en la sangre aumenta
hasta 3 o 4 veces lo normal. Las ratas son capaces de sobrevivir sin suplemente de insulina, y no
desarrollan cetonuria.
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Los estudios histoldgicos no revelan ninguna evidencia de efecto téxico de la STZ en el higado
b en el rindn, por to que se ha visto que dicho efecto téxico de la STZ es selectivo para las células
b pancredticas.

Las ratas tratadas con STZ presentan muchas de las caracteristicas vistas en personas con
diabetes mellitus, camo hiperglucemia, polidipsia, poliuria y pérdida de peso.

En las ratas tratadas con STZ se producen una serie de cambios en la hormeostasis
cardiovascular, entrande en juego muchos factores endocrines, renales, hepaticos, nerviosos,
cardiacos y vasculares. También se han visto efectos de la STZ en el sistema nervioso central,
pudiendo influir estas alteraciones a nivel cardiovascular.

INDUCCION DE LA DIABETES MELLITUS EN LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplean ratas Sprague-Dawley, jévenes, de ambos sexas Y pesos equivalentes (entre 200
y 250 grs.), separadas en dos grupos: un grupo control, de ratas sanas, y un grupo experimental
compuesto por ratas a las que se les induce diabetes mellitus tipo | mediante |a aplicacion de una
dosis Unica de Estreptozotacina (STZ) por via intravenosa.

La concentracién de estreptozotacina empleada es de 65 mg por cada 1000 g de rata, (el peso
medio de las ratas, subespecie Sprague-Dawley, utilizadas es de unos 200 g, a lo que
corresponde 13 mg de STZ aproximadamente).

Dos dias después de la inyeccion, los primeros sintomas de |z diabetes tipo I, como poliuria vy
polidipsia, empiezan a ser evidentes, seguidos de polifagia y perdida de peso.

TRATAMIENTO
Analogo de vitamina D3 MC1288 y trans Retinol, en una dosis diaria de 0,01,0,1 y 1 ?7g Kg- de
peso de MC1288 y de 0,1y 17g Kg de trans Retinol por via intraperitoneal.

CONDICIONES DE LAS RATAS

Los grupes se mantuvieron en las mismas condiciones de |uz y oscuridad con alimento y agua
ad libitum.

La cantidad de agua que van a consumir es muy elevada, debido a que al aumentar la
concentracion de glucosa en sangre, el tubulo contorneado proximal de las nefronas no es capaz
de reabsorber tafl cantidad dé glucosa, por lo que ésta aparece en la orina (fenémeno denominado
glucosuria) y'como conseciiencia también aumenta el volumen de agua expuisado (poliuria),
debido al gradiente osmdtico creado,

Las ratas fueron sacrificadas a las 4 semanas. Para ello, fueron anestesiadas con una
inyeccion intraperitoneal de pentotal sddico (35 mg/kg), y sacrificadas mediante dislocacién
cervical, respetando las ndrmas del Real Decreto 223/1988 sobre ia proteccion de animales
utilizados para expetimentacion {BOE 18 marzo de 1988).
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OBTENCION DE MUESTRAS
ZONAS A EXTRAER
- Suero sanguineo.

- Ventricule izquierdo: fragmentos de endocardio y epicardio de la parte central del ventriculo,
intentando que el tejido no sea ni de la base ni de a punta.

- Ganglio estrellado izquierdo {en principio el ganglio con un fragmento de
cadena simpatica).

- Médula toracica: el fragmento correspondiente a los segmentos T3, T4y T5.
- Glandula suprarrenal: s¢lo una de las glandulas supratrenales.
- Tronco del encéfalo: se extraen protuberancia y mesencéfalo.

- Cerebro: nucleo estriado.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El tgjido extraido debe estar en todo momente a 4°C, por lo que las muestras se mantendrén
en hielo.

Introduccién de 0,5 ml de Acido perclérico 0,4 N en cada uno de los tubos excepto el del suero.
Se anestesia la rata de {a misma forma que cuando se hizo diabélica (hidrato de cloral al 6% piv).

~ Preparacion del liquido de perfusién (9 mg de NaCl tamponados con 2,5 ml de buffer fosfato
-acido, pH= 5).

a} Preparacion del suero

. ~Después de que el animal esté anestesiado se extrae el maximo de sangre posible del
corazén. Inmediatamente después centrifugamos a velocidad 5000 G durante 15 minutos.
‘Extraemos el sobrenadante con una pipeta Pasteur (sin decantar} y se congela.

" b} Preparacion del resto de las muestras

Una vez extraldas las muestras de suero, se comienza la perfusién. Para ello metemos la
“punta de una jeringuilla de 60 ml con suero acido por el ventriculo izquierdo y lo hacemos pasar
"lentamente. Se corta la auricula derecha para que el liquido de perfusién pueda salir. Cuando se

acaba la primera jeringuilla se introducen otras dos mas, sin retirar la aguja del ventriculo. Cuando
el liquido que sale por la auricula derecha es transparente indica que la perfusidn ha sido
realizada correctamente. Las muestras se diseccionan en fresco y sin congelar.
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inmediatamente después de extraer cada muestra deben secarse con cuidado para pesarlas
posteriormente. Es fundamental conacer el peso exacto de cada muestra, ya que los resultades de
cantidad de catecolaminas se referiran a gramos de tejido.

Una vez pesadas se trocean lo maximo posible para favorecer la homogeneizacién y se
colocan en sus respectivos tubos. La homogeneizacién sera realizada con un Elvehjem-Potter a
méxima velocidad.

Centrifugamos a 40.000 G durante 15 minutos. Por Gitimo se extrae, de nuevo, el
sobrenadante con una pipeta para congelarlo a —80°C.

Las muestras se transportan en nieve carboénica al laboratorio donde son analizadas para
determinar Ia cantidad de catecolaminas. El andlisis bioguimico det contenido de catecolaminas se
realiza mediante cromatografia liquida de alta precision (HPLC), empleando Kits comerciales para
determinacién de catecelaminas en suero.

MEDICION DE CATECOLAMINAS POR HPLC

Kit de catecolaminas en plasma de BIO-RAD (Catalog N 195 — 6078)
Cromatégrafo HP 1100

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) mediante deteccion electroguimica nos
permite separar y detectar pequehas cantidades de catecolaminas.

HPLC es un sistema de separacién en el cual una Fase liquida movil perfunde a través de una
columna. La columna contiene pequefias particulas sobre las gue queda retenida la denominada
Fase estacionaria.

Ei establecimiento de un equilibrio diferencial entre los compuestos a analizar (Adrenalina, NA
y D}, y las fases mévil y estacionaria, produce la separacién de estos.

La columna que utilizamos es de intercambio iGnico; esta basada en la interaccion de las
cargas del compuesto a anafizar (en nuestro caso, catecolaminas) con grupos cargados de signo
opuesto unidos al soporte cromatografico.

El registro de los parametros en funcion del tiempo de retencién se denomina cromatograma.

Para cuantificar las catecolaminas, relacionamos la altura del pico con la concentracion de la
variable analitica en la mueétra.

Utilizamos un standard interno, que sirve para corregir las pérdidas y las imprecisiones de la
inyeccion. Se afiade la misma cantidad de standard interno a todas las muestras, incluso a
calibradores y controles; ya que cualquier pérdida o variacion en el andlisis que ocurra afecta de
forma equivalente al compuesto analizado y al standard interno.

Este standard interno puede ser utilizado para conirolar ia calidad del cromatograma, ya que la
altura del pico debe ser la misma en todos los cromatogramas.




El standard debe cumplir las siguientes caracterfsticas:

1.- Tiene que ser eluido cerca de la sustancia analizada.

2.- Debe comportarse de forma similar a la sustancia analizada.
3.- No debe estar presente normalmente en la muestra.

4.- Debe ser obtenible de forma pura comerciaimente.

5.- Debe ser agregado de forema liquida.

El detector que se utiliza es electroguimico.

Son detactoras amperimétricos. En {a celda amperimétrica, el efluente de la cofumna
fluye a través de un electrodo, al cual se le aplica un voltaje, que en nuestro caso es de + 0,5 V.

La molécula analizada en la interfase entre el electrodo y la solucién, puede donar
electrones y resultar oxidada. El movimiento neto de electrones causa un flujo de corriente, y esta
es proporcional a [a concentracién del compaenente analizado en la interfase.

El material de los electrodos depende de la sustancia a analizar. La pasta de carbon y el
carbon vitrificado tienen un intervalo potencial de utilidad para la oxidacion de compuestos tales
como las catecolaminas.

Para los procesos oxidativos, la deteccién amperométrica es muy sensible, pudiéndose
detectar cantidades de catecolaminas pequefias en picogramos.

PREPARACION DE LA MUESTRA
1.- Descongelar las muestras en un bafoa 37 0 C

2.- Preparar los tubos, y utilizar una cucharilla para transferir la alamina a cada tubo;
aproximadamente 30 — 40 mgr.

3.- Ahadir a cada tubo 2 ml, de calibrador, control, muestra... Después echamos 200 ml de
star?da!,rd interno, seguido de 1 ml. de TRIS buffer.
: Tapar los tubos y agitarios horizontalmente durante 5 minutos.
4.- Centrifugar los tubos a 2.500 r.p.m. durante 5 minutos.
5.- Eliminar el sobrenadante, sin alterar la allimina.

A continuacion, vamos a lavar la alimina, para eliminar impurezas de la muestra.

6.- ARadir 1 ml. de agua de HPLC en cada tubo, y mezclar en vortex durante 15 segundos.

- 16 -
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7.- Centrifugar los tubos a 2.500 r.p.m. durante 5 minutos, Eliminar todo el sobrenadante
posible.

8.- Volver a lavar la altimina, repitiendo los pasos 6 y 7.

8.- Afiadir 150 ml de fosférico 0,1 M a cada tubo y mezclar en vortex durante 30 segundos. De
esta forma podemos extraer las catecalaminas de la alimina.

10.- Centrifugar a 2.500 r.p.m. durante 2 minutos.
11.- Recoger el extracto y traspasarlo a un vial.

Una vez preparadas ias muestras, se inyectan, y se produce la separacién ¥
cuantificacion de las catecalaminas.

Célcuio
1.- Identificamos la A, NA y D y Standard interno (S1) por sus tiempos de retencién.

2.- Medimos la altura de los picos de A, NA y Dy SI. Verificar que ia altura def pico del 8) para
cada muestra es, al menos, del 75% de la altura del pico Sl para los calibradores.

3.- Calcular los indices de altura de A/S|, NA/SIy D/SI para cada muestra.

4.- Determinar las conecentraciones de A y NA para los controles y las muestras, usando la
siguiente férmula:

Concentracion de A en el calibrador (pg/ml)
F =

Indice de altura del pico A/SI para
el calibrador

5.- Para determinar la concerdracion de la muestra, multiplicamos F por la aitura del pico de la
Mmuestra A/S1,'y esto equivale a la concentracion de A en la muestra.

RESULTADOS
Aparécen diferenciagas tanto la adrenalina como la noradrenaling, distinguiendo el
contenido de ambas en el sistema nervioso central (mesencéfalo, nicleo estriado, puente y
médula T3-5) y en distintas regiones periféricas (suero, ganglio estrellado, glandula suprarrenal y
ventriculo izquierdo). :

Adrenalina
A nivel periférico, en ralas diabéticas, vemos una disminucién de adrenalina en el ganglio
con p < 0,0001, en suero con p = 0,000, y en el ventriculo izquierdo con p = 0,01. Sin embargo, a

nivel suprarrenal se ve un aumento de adrenalina con p=0,01
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La concentracion de esta catecolamina en las distintas regiones estudiadas del sistema
nervioso central aparece practicamente inalterada, excepto en los segmentos T3, T4 y T5 de la
médula tordcica que se encuentra disminuida sensiblemente {p= 0,04} en los animales diabéticos.

Noradrenalina

La noradrenalina presenta algunas diferencias en la variacién de su contenido sn animales
sanos y diabéticos con respeclo a la adrenalina.

Su concentracion en las zonas periféricas correspondientes a ganglio, ventriculo izquierdo v
suero tambien se ve disminuida, pero lo hace de forma menos acusada (p= 0,001, p= 0,04 y p=
0,009 respectivamente), mientras que en la glandula suprarrenal no se producen cambios
significativos,

Por otra parte, en ninguna de las cuatro regiones del sistema nervioso central estudiadas se
aprecian cambios destacables en el contenido de noradrenalina presente en animales sanos y
diabéticos.

Los resultados obtenidos figuran a continuacion en cuatro tablas y cuatro graficos. Estan
expresados en ng de adrenalina o noradrenalina por gramo de tejido.

En los gréficos vamos a expresar en el eje de abscisas las regiones estudiadas, y en el gje de
ordenadas el contenido de adrenalina y noradrenalina.

Tabla 1: Niveles de adrenalina en distintas regiones periféricas en ratas sanas y diabéticas.

Adrenalina Ganglio Suprarrenal Suero Vent, lzq.
i rt vl 2
Sanas 530,6+56 262338+46594 6201+1596 124136
" 94 96
Diabéticas 52,2+18 425816+36530 845184 18,4+6,1
p<0,0001 30 p=0,009 p=0.01
p=0,01
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Tabla 2: Niveles de adrenalina
ratas sanas y diabéticas.

Scprarrenat

Suara Vent Izdo.

en distintas regiones del sistema nervioso central {SNC) en

Adrenalina Puente Médula T3-5 Mesencéfalo Nicleo estriado
!
Sanas 33,817 709,578 75,5+p4 15+6
Diabéticas 30+23 399,4+91 42,819,5 16,5+2,9
p=0,04

i

Tabla 3: Niveles de noradrenalina en distintas regiones periféricas en ratas sanas y diabéticas,

Noradrenalina Ganglio Vent. Izq. Suprarrenal Suero
I 1 l
Sanas _ ' 8706,.-3?1597 318+41 99486+21445 3B43+565
Diabéticas 1709+513 470,8+52 107878113119 1420276
p=0,001 p=0,04 p=0,009
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Tahla 4: Niveles de noradrenalina en distintas regiones del sistema nervioso central (SNC) en
ratas sanas y diabéticas.

di
K

Neoradrenalina  Puente Meédula T3-5 Mesencefalo Estriado
Sanas 372,665 377,5+88 512,277 284 ,7+56
Diabéticas 338,2+45 310,4+40 556,2+44 253 6+36
- 20 -
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Seglin nuestra hipétesis, a nivel periférico tendria gue haber un aumento de catecolaminas,
debido a que, a pesar de que se sintetizan menos, hay una dificultad en Ia liberacién, por lo que,
poco a poco, se irlan acumulando en al terminal nervioso.

Vemos claramente que, a nivel de la médula suprarrenal estd aumentada la adrenalina, debido
a que aqui se sintetiza y se almacena, y disminuida en el suero, que es donde se libera, por lo que
se confirmaria la hipdtesis de la dificultad de la liberacidn.

Hay trabajos en los que se describe una dificultad en la liberacion de catecolaminas desde tos
terminales nerviosos, Io que refuerza nuestros resultados.

En cuanto a ia noradrenalina, vemos que en el ganglio estrelfado, su concentracidn esta
disminuida. Sin embarge, en el ventriculo izquierdo, donde estan los terminales nerviosos, la
concentracion de noradrenalina est4 aumentada.

Hay trabajos que también describen esta disminucién en la fabricacion de catecolaminas en
otras regiones, como ganglio estrellado e higado .

Otros trabajos también describen el aumento de catecolaminas en corazon, rifén y médula
suprarrenal .

A nivel del sistema nervioso central, se han visto en algunos trabajos niveles de neradrenalina
aumentados en animales diabéticos tratados con STZ en distintas regiones como corteza cerebral,
tdlama, hipotdlame y mesencéfalo.

También se han cbservado niveles de noradrenalina elevados en Cuerpo estriado y tronco del
encéfalo.

En el estudio que hemos realizado de las distintas zonas, como son puente, meéduia,
mesencéfalo y estriado, no hemos encontrado diferencias significativas en los niveles de
noradrenalina entre las ratas diabéticas y sanas.

En cuanto a la adrenalina, vemos que disminuye significativamente en médula en las ratas
diabéticas.

A pesar de que nuestros resultados indican una disminucién de de la sintesis y un aumsnto del
almacenamiento de catecolaminas, los niveles de las mismas en plasma y tejido solo proporcionan
una pequefia informacién sobre la actividad de! sisterna nervioso simpatico, porque esta depende
de un gran ndmero de factores,; como sintesis, captacion vy liberacién de catecolaminas en los
tejidos. .

RESULTADQS DEL TRATAMIENTO

El estado diabético de cuatro semanas da fugar a un gran aumento de la glucosa en plasma,
desde 165.5 del mg dl-1 £ 7 en las ratas control a 651.5 + 14.8 mg dl-1 en los animales diabéticos
{p<0.0001, figura 1A). Los pesos corporales de las ratas diabéticas en las cuatro semanas

disminuyeron gl 39%, de 260 4 7 g a 157 = 5 g, en ratas control y diabéticas respectivamente
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igjido.

(p<0.005, figura 1B). Estos resultados coinciden con otros publicados previamente (Gallego y
otros., 2000; 2003). E! tratamiento con MC1288 o con trans-Retincl redujo los niveles de manera
dosis dependiente, pero MC1288 se mostrd mas potente en la disminucion de glucosa plasmatica.
La pérdida de peso corporal fue reducida perceptiblemente por ambas drogas. Los animales
diabéticos tratados con MC1288 a una dosis de 0.01 ¢ 0.1 ?g Kg-t o con trans-Retinol 0.1 0 17g
g Kg-1 aumentaron su peso corporal de una manera similar al grupo de control (figura 1A, B}, El
grupo que recibia MC1288 a dosis de 1 g Kg-1 fue interrumpido rdpidamente debido a su alfa
mortalidad. Solamente una rata alcanzé 30 dias de tratamiento, Como pueds verse en la figura
1B, todos los animales de este grupo murieron alrededor del noveno dia del tratamiento, después
de una pérdida dramatica del peso. Para explorar la posible causa de la muerte, medimos los
niveles del calcio en plasma en todos los grupos experimeniales. Ni la diabetes ni el tratamiento
con Retinol produjo cambio en los niveles de calcio {figura 1C). Sin embargo, el MC1288 causo un
aumento dosis-dependiente del calcio plasmético. Aunque ta dosis mas baja, 0.01 ?g Kg-1, no
tenia ningun efecto en niveles del calcio después de 30 dias del tratamiento, la dosis de 1 79 Kg-1
causé hipercalcemia severa que probablemente fué la causa de [a muerte en estos animales
después de 5-10 dias del tratamiento. Las dosis de 0.01 y 0.1 ?g Kg-1 no causaron ninguna
mortalidad. La accién sobre los niveles de noradrenalina fueron diferentes segin la zona. Asi,
aungue se redujeron en el ganglio estriado y en suero, hubo un aumento dsl contenido de
noradrenalina en ventriculo cardiaco de animales diabéticos, con respecio a las ralas sanas.
Ninguna de las dos dosis de trans-Retinol afectd al contenido del noradrenalina en el ganglio
estriado de ratas diabéticas, sin embarge, tratamiento con MC1288 indujo una recuperacion dosis-
dependiente de los niveles del noradrenalina en este tejido. En suero y ventriculo cardiaco, el
tratamiento con ambas drogas recuperd los niveles del noradrenalina de manera dosis-
dependiente {cuadro 2). El contenido del Noradrenalina no se vié alterado en gldndula suprarrenal
0 en las dreas del sistema nervioso central estudiadas, ni por la diabetes ni por los tratamientos. El
contenido de adrenalina en las glandulas suprarrenales no vari¢ ni por la diabetes ni por el trans-
Retinol & MC1288. Sin embargo, los niveles de la adrenalina en suero descendieron claramente
en animales diabéticos al compararlos con las ratas control; y esta reduccion fue revertida por el
trans-Retinol y MC1288 {cuadro 3). El contenide de adrenalina no cambié en ningun otro tejido
central o periférico por la diabetes o por el tratamiento. El contenido de dopamina fue reducido
por la diabetes en el sistema nigroestriatal, en mesencéfalo y estriado pero no se modifico tras el
tratamiento con trans-retinol. Sin embargo, el tratamiento con MC1288 restaurg el contenido de
dopamina de una manera dosis-dependiente en ambos tejidos (cuadro 4). La diabstes, el trans-
Retinol y MC1288 no causaron ningun efecto sobre contenido de la dopamina en ningan otro
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DISCUSION

En nuestro trabajo, e! trans-Retinol y MC1288 mejoran La sintomatologia diabética, reduciendo
la pérdida del peso y la glucosa en plasma. Sin embargo, en el caso de la neuropatia autonémica
gstas drogas muestran efectos distintos. Ambas recuperan jos niveles de catecolaminas en los
tejidos periféricos donde son afectados por la diabetes, MC1288 es siempre méas potente.
Solamente MC1288 recupera los niveles de dopamina en la via nigroestriada. Puesto que la
sintesis enzimatica de catecolaminas sigue un camino comdn, a pariir de la dopamina, y acaba en
la adrenalina, no es demostrable un efecto especifico de estas drogas en niveles det noradrenalina
o de la adrenalina, sin efecto sobre la dopamina. Asf, la ausencia de efecto del trans-Retinol en la
via dopaminergica es mas probable debido al hecho de que la droga no tiene ningun efecto en el

sistema nervioso central. Estas drogas tienen efectos beneficiosos en la pérdida de peso y en la

hiperglicemia, sugiriendo un efecto posible en la accién de la insufina o la funcion beta de la

célula.. En conelusion, los derivados de la vitamina B3 parecen una nueva ciase prometedora de
drogas para el tratamiento de la diabetes y de la neuropatia diabética especificamente. Sin
gmbargo, a pesar de gue se desarrollan como drogas "no-hipercalcemiantes” son de hecho
hipercalcemiantes, y por lo tanto, es necesario ¢! desarrollo de nuevas drogas que gviten este

efecto indeseado y mortal,
He dicho.

El trabajo aqui presentado forma parte de la investigacion de nuestro grupo, formado por:
Izquierde MJ1, Echevarria E2, Garrido A1, Uranga B1, Sarascla C1, Casis 02, Casis E1.

{Laboratorio de Bioguimica, Hospital Donostia, San Sebastian..
2Departmento de Fisiologia, Facultad de Farmagia, Universidad del Pais Vasco. Bilbao.
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