Sociedad Iberoamericana de Informacién Cientifica

Articulos originales

(http:/Avww:.siicsalud.com/main/expinv.htm)

Las normas de divulgacion biomédica acotan las posibilidades de comunicacion de los investigadores o los someten a rigidos esquemas
editoriales que, en oportunidades, limitan la redaccion y, en consecuencia, la posterior comprension de los lectores. SIIC invita a
renombrados médicos del mundo para que relaten sus investigaciones de manera didactica y amena. Las estrictas supervisiones cientificas y
literarias a que son sometidos los Articulos originales asequran documentos de calidad, en temas de importancia estratégica.

1- Analisis de Sulfonilureas en Suero Humano

Mediante Electroforesis Capilar

Rita Paroni, Columnista Experta
Sociedad Iberoamericana de Informaciéon Cientifica

(*) Articulo breve escrito por el autor para Trabajos Distinguidos
edicion en papel.

Funcién que desempefia: Investigadora principal, Especialista en Bioquimica y
Técnicas Analiticas, Laboratorio de Técnicas de Separacion, Istituto di Ricovero e
Cura a Carattere Sientifico (IRCCS), Ospedale San Raffaele, Milan, lItalia.

Otro trabajo de su autoria: Paroni R, Fermo I, Cighetti G. Validation of methyl
malondialdehyde as internal standard for malonilaldehyde determination by capillary
electrophoresis. Annals of Biochemistry 307(1):92-98, Ago 2002.

El articulo amplio escrito por el autor para SIIC En Internet:
se edita en: www.siicsalud.com/des/des030/02d04014.htm

Pagina de la autora: www.siicsalud.com/dato/dat030/02d04014a.htm

Abstract

Diagnosis of “factitious hypoglycaemia” is essentially based on
the disclosure of hypoglycaemic agents in blood or urine. Aim
of this study was to check the performance of capillary
electrophoresis as a quantitative method for determination of
chlorpropamide, tolbutamide, glipizide, gliclazide, glibenclamide
in serum. Samples were added with the internal standard,
purified by solid phase extraction and analysed by micellar
electrokinetic capillary chromatography. Pharmacokinetics of
gliclazide (80 mg tablet) in a diabetic patient was assayed by
capillary electrophoresis and gave results superimposable to
the one found by HPLC. Two hypoglycaemic patients positive
by HPLC analysis to unreported gliclazide and tolbutamide
overdosage, were screened also by capillary electrophoresis
that confirmed the HPLC diagnosis of surreptitious abuse of
sulfonylurea drugs. Linearity (7 > 0.998) and recovery (= 80%)
were good for all the sulfonylurea drugs tested demonstrating
its usefulness also for a quantitative application.

Articulo completo en inglés: www siicsalud.com/dato/dat030/02d04014i.htm

Introduccién

La hipoglucemia es un trastorno grave y potencialmente
mortal, desencadenado por niveles exagerados de insulina en
ayunas.” No obstante, antes de diagnosticar un tumor
secretante de insulina (insulinoma), el principal diagndstico
diferencial es la administracién clandestina de agentes
hipoglucemiantes orales o de insulina, que producen un cuadro
clinico y hallazgos bioquimicos similares a los causados por la
presencia del tumor. La identificacion de sobredosis de
farmacos hipoglucemiantes orales no informados puede evitar
una laparotomia innecesaria o la pancreatectomia parcial por
un presunto insulinoma. En los pacientes bajo sospecha,
habitualmente se utiliza la técnica de HPLC para la
identificacién en sangre de los derivados de la sulfonilureas
(SU), incluidas tolbutamida (TL), clorpropamida (CL), glipizida
(GP), gliclazida (GL) y glibenclamida (GB), en un Unico analisis.?>

El objetivo del estudio fue presentar un método de
cromatografia electrocinética micelar capilar capaz de
identificar y cuantificar las concentraciones séricas de las SU
administradas con mayor frecuencia, para ser utilizado
ademas de la HPLC en el diagnostico rapido y preciso de
hipoglucemia medicamentosa. Para validar la metodologia, se

Participaron en la investigacion: Barbara Camuzzi, Isabella Fermo, IRCCS, Ospedale San
Raffaele, Milan, Italia.

4

Resumen

El diagnostico de “hipoglucemia ficticia” se basa, esencialmen-
te, en la identificacién de agentes hipoglucemiantes en sangre u
orina. El objetivo de este estudio fue evaluar el rendimiento de la
electroforesis capilar como método cuantitativo para la deter-
minacion de las concentraciones séricas de clorpropamida,
tolbutamida, glipizida, gliclazida y gibenclamida. Las muestras se
agregaron al estandar interno, se purificaron mediante extrac-
cion en fase sélida y se analizaron con cromatografia capilar
electrocinética. La farmacocinética de la gliclazida (comprimido
de 80 mg) en un paciente diabético se evalu6 mediante
electroforesis capilar y produjo resultados comparables a los ob-
tenidos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Dos
pacientes con hipoglucemia, en quienes el andlisis por HPLC re-
sultd positivo para sobredosis no comunicadas de gliclazida y
tolbutamida, también se estudiaron con electroforesis capilar,
confirmandose el diagnéstico sugerido por la HPLC de abuso no
informado de derivados de la sulfonilurea. La linealidad (r? > 0.998)
y la recuperacion (= 80%) fueron adecuadas para todas las
sulfonilureas estudiadas, demostrando la utilidad del método
para la aplicacion cuantitativa.

estudio por electroforesis capilar (EC) y por HPLC la
farmacocinética sérica de la GL administrada por via oral a un
paciente con diabetes tipo 2. Ademaés, se estudiaron con EC
dos pacientes internados, con resultados positivos para abuso
de SU, de acuerdo con la determinacién por HPLC,
confirmandose la presencia del agente hipoglucemiante con la
técnica en estudio.

Materiales y métodos
Electroforesis capilar

Un sistema P/ACE 5010 (Beckman Instrument, Palo Alto, CA,
EE.UU.), equipado con un detector ultravioleta
monocromatico, se ajusté a 200 nm y se controlé con el
software System Gold 8.1. El capilar de silice fundido, de 50 pm
de didmetro interno y 27 cm de longitud (20 cm hasta el
detector), se colocd en un cartucho Beckman (apertura de la
hendidura, 200 x 400 pum). Como buffers de almacenamiento
se prepararon soluciones amortiguadoras de borato (0.5 mol/l,
pH = 8.5) y fosfato (0.5 mol/l). Los buffers de la corrida se
prepararon a partir de los buffers de almacenamiento por
dilucion a 0.005 mol/l y adicién de 0.075 mol/l de colato de
sodio, como se describié con anterioridad.* Los buffers de
lavado se prepararon a partir de los de almacenamiento por
dilucion a 0.05 mol/l. Todos los buffers se prepararon con agua
bidestilada y se pasaron por un filtro de 0.45 pm antes de ser
utilizados. El esquema analitico consistié en un prelavado a alta
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presion (20 psi) del amortiguador de corrida durante 3
minutos, inyeccion de la muestra a baja presién (0.5 psi)
durante 2-5 segundos, inyeccion del buffer de corrida durante
1 segundo, separacién a voltaje constante de +10 kV
(alrededor de 37 pA), enjuague durante 1 minuto con buffer
de lavado y enjuague durante 1 minuto con 0.1 mol/I de
hidréxido de sodio. La temperatura capilar fue de 25 °C.

Extraccion de fase sdlida

Se acidificaron muestras de suero (1 ml) con 1 mol/l (0.2 ml)
de &cido clorhidrico, se agregaron al estandar interno (10 pl,
véase mas adelante) y se diluyeron 1:1 en agua. Se utilizaron
cartuchos de extraccién Oasis® HLB (3 ml, 60 mg) (Waters,
Milford, MA, EE.UU.) preactivados con 1 ml de MeOH y 1 ml
de agua. Las muestras diluidas se cargaron en las columnas,
lavandolas con agua (1 ml), agua:MeOH 95:5 (1 ml), 80:20
(1 ml), 70:30 (1 ml), 60:40 (1 ml). Después de lavar con aire
durante 1 minuto se extrajeron las drogas con una mezcla de
MeOH:CH,CN 1:1 (1 ml), secandolas al vacio. Las muestras
secas se reconstituyeron con 30-60 pl de una mezcla de
CH,CN:agua 60:40, se cargaron en la bandeja de muestras y
se inyectaron.

Curvas de calibracion

Se prepararon soluciones estandar de almacenamiento de
TL, CL, GP, GLy GB a 1 mg/ml en metanol, manteniéndolas a
-20 °C. Las soluciones de trabajo de 0.2, 0.05 y 0.02 mg/ml se
prepararon por diluciéon en agua bidestilada. Como estandar
interno para la determinacion de GP, GL y GB se utilizé TL
(0.2 mg/ml), en tanto que para TL y CL se utilizo
N-acetil-5-(2,3-diclorofenil ureido) benceno sulfonamida
(0.5 mg/ml). Las curvas de calibracion se prepararon
agregando cantidades crecientes de SU y una cantidad fija del
estandar interno a 1 ml de suero de control, tratdndolos como
se describié con anterioridad.

Farmacocinética de gliclazida en suero

Se extrajo sangre de un paciente de sexo masculino con
diabetes tipo 2 en tratamiento crénico con GL (40 mg tres
veces por dia, antes de las comidas, durante 1 ano)
inmediatamente antes de la administracion oral de un
comprimido de 80 mg en horas de la manana y después de
0.5, 1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas. Las muestras de suero se
estudiaron con HPLC y EC.

Casos clinicos

Paciente 1. Una mujer de 58 afios concurrié a un consultorio
externo por obesidad grave. Referia taquicardia, sudoracion,
debilidad y algunos episodios recientes de hipoglucemia. Se
sospechd fuertemente un tumor secretante de insulina, pero
después de 6 dias de internacién no habia sido posible
determinar la causa de la hipoglucemia. El esposo de la
paciente era diabético y estaba medicado con GL. Se solicité
un rastreo para descartar abuso clandestino de SU.

Paciente 2. Mujer de 44 afos, afectada de epilepsia
postraumatica, asma, gastritis crénica y depresion, fue
internada por episodios recientes de hipoglucemia. La paciente
presentaba problemas familiares y psicolégicos. Su padre era
diabético y se encontraba en tratamiento con SU. La busqueda
de insulinoma fue negativa y, debido a las caracteristicas clinicas
de la enferma, se sospechd fuertemente el consumo encubierto
de SU. Se obtuvo una muestra de suero que se envié al
laboratorio para su evaluacién.

Resultados

La figura 1 muestra la corrida electroforética obtenida tras
la inyeccion de una mezcla estandar (0.033 pg/pl) de GP, GL,
TL, CL, GB y N-acetil-5-(2,3-diclorofenil ureido) benceno
sulfonamida como estandar interno. La identificacion de los
picos en las muestras de suero se realizd por comparaciéon con
un calibrador externo y en relacién con el tiempo de migracion
del estandar interno (M,). Cuando se analizé un suero de
control bajo las condiciones descritas, ningun pico de
interferencia fue evidente en el M, de todas las SU estudiadas
(datos no presentados). La concentracion minima detectable
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Figura 1. Separacion de las sulfonilureas por electroforesis capilar. Una
mezcla estandar de 0.033 g/l en metanol de seis SU se inyectd a presion
durante 2 segundos (alrededor de 4.4 ml). La separacion se realizé en
5 mmol/l de borato, 5 mmol/l de fosfato, 75 mmol/l de amortiguador de
colato de sodio, pH = 8.5, 2.5% de metanol. El capilar de silice fundido
(20 cm x 50 um) se conectdé a un termostato a 25 °C y se realizé la
separacion aplicando un potencial de +10 kV (aproximadamente 37 uA).
CL, clorpropamida; TL, tolbutamida; GP, glipizida; GL, gliclazida; GB,
glibenclamida; El, N-acetil-5-(2,3-diclorofenil ureido) benceno sulfonamida
utilizada como estandar interno.
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Figura 2. Linealidad del andlisis de las sulfonilureas por EC. Los parametros
de las ecuaciones de la regresion lineal estimados mediante minimos
cuadrados fueron: Y = 0.438X - 0.073, r? = 0.9990 para GL; Y = 0.298X -
0.004, r2 = 0.9997 para TL; Y = 0.447X + 0.028, r? = 0.9983 para GB. Se
utilizé TL (2 mg/l de suero) como estandar interno para las determinaciones
de GL y GB, en tanto que la N-acetil-5-(2,3-diclorofenil ureido) benceno
sulfonamida (5 mg/l de suero) se utilizé como estandar interno para la
cuantificaciéon de TL.

1.50
-@- HPLC

— —\~ Electroforesis capilar
€
> 125 1
S
[0
2
o -
g 1.00
[7]
<
o
2 0.75
o
o

0.50 T T T T

0 2 4 6 8
Tiempo (horas)

Figura 3. Farmacocinética de gliclazida en suero. La sangre se obtuvo en los
momentos indicados antes (tiempo 0) y después de la administracién de un
comprimido de 80 mg de gliclazida a un paciente con diabetes tipo 2 en
tratamiento crénico con ese medicamento (40 mg tres veces por dia). La
concentracion de GL se determiné por HPLC y por electroforesis capilar.
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Figura 4. Identificacion de gliclazida en el suero de la paciente 1 por elec-
troforesis capilar. Se agregé TL (2 mg/l) como estandar interno. Sélo se
extrajeron 0.2 ml de suero para la curva de la paciente y la del estandar. Los
extractos secos se reconstituyeron con 30 ul de una mezcla de CH,CN:H,0
(60:40, v:v) y se inyectaron durante 5 segundos a baja presién. La
concentracion estimada del pico a un M, de GL fue de 12.6 mg/l.

(—) Corrida electroforética obtenida del suero con extraccion de fase
sélida de la paciente 1.

(——) Corrida electroforética de un suero de control con agregado del
estandar de GL (1 mg/l).
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Figura 5. /dentificacion de tolbutamida en el suero de la paciente 2 por
electroforesis capilar. Se agregé N-acetil-5-(2,3-diclorofenil ureido) benceno
sulfonamida como estandar interno (5 mg/l) (El). Los extractos secos se
reconstituyeron con 60 ul de una mezcla de CH,CN:H,O (60:40, v:v) y se
inyectaron a baja presién durante 2 segundos. La concentracién estimada
del pico en el M, de TL fue de 14.1 mg/l. El pico a M, de 3.77 minutos no
correspondié a ninguna de las SU analizadas.

(=) Corrida electroforética obtenida en el suero extraido por fase sélida
(1 ml) de la paciente 2.

(—) Corrida electroforética obtenida de un suero de control (1 ml) enri-
quecido con TL y estandar de GB (2 mg/l).

(CMD) en suero fue de 0.2 pg/ml para GB y 0.1 pg/ml para el
resto de las SU.

Se inyectaron mezclas de tres SU diferentes (0.066 pg/ul) 10
veces por dia durante 10 dias. Cuando se corrigieron las areas
de las SU para el estandar interno, el coeficiente de variacién
(CV%) diario de la relacién del area fue inferior a 1% para
todas las SU estudiadas.

La figura 2 muestra las curvas de calibracion obtenidas para
GL, TL y GB en suero. Las ecuaciones de regresién se
calcularon graficando la relacién entre el area de las SU/
estandar interno en comparacién con la concentracion sérica.
Se utilizdé TL (2 pg/ml de suero) como estandar interno para las
determinaciones de GL y GB, en tanto que la N-acetil-5-(2,3-
diclorofenil ureido) benceno sulfonamida (5 pg/ml de suero) se
utilizé para la cuantificacion de TL.

En la figura 3 se presenta la curva farmacocinética en suero
obtenida después de la ingesta oral de GL en un paciente con

6

diabetes tipo 2. La concentracion sérica de GL se cuantifico
simultdneamente por HPLC y EC. Ambas curvas demostraron
una tendencia similar y algunos puntos fueron practicamente
idénticos. Este resultado fundamento la confiabilidad de la EC
como técnica cuantitativa. Este mismo experimento también
demostré que la concentracién de GL necesaria para asegurar
un control metabodlico adecuado en un paciente diabético se
encontraba en el rango de 0.7 a 1.2 pg/ml.

La investigacion de la presencia de SU por HPLC, con
derivacion y sin ella,?* en el suero de la paciente 1 reveld la
presencia de gliclazida en una concentracién de 12.1 pg/ml
(datos no presentados). La corrida electroforética de la EC
presentada en la figura 4 confirmo, en la misma muestra de
suero, la presencia de un pico correspondiente al M, de GL
(3.9 minutos). Se utilizé6 TL como estandar interno y la
cuantificacién en relaciéon con la curva de calibracion
correspondiente dio como resultado una concentracion de
12.6 pg/ml.

La autoadministracién encubierta de TL, revelada en la
paciente 2 mediante el analisis con HPLC con derivacion y sin
ella (datos no presentados), también se confirmo en el anélisis
por EC, como se observa en la figura 5, por la presencia de un
pico correspondiente al M, de TL (3.55 minutos) y con una
concentracion de 14.1 pg/ml. Se utilizé6 N-acetil-5-(2,3-
diclorofenil ureido) benceno sulfonamida (5 pg/ml) como
estandar interno. El pico a un M, de 3.77 minutos,
probablemente una farmacoterapia concomitante o un
metabolito mas polar, no correspondié a ninguna de las SU
analizadas y no fue puesta de manifiesto por la HPLC.

Conclusiones

La técnica de EC resultdé una prueba muy rapida (menos de 6
minutos por analisis), relativamente firme, poco costosa (bajo
volumen de buffers y reactivos) y bastante reproducible con el
uso de un estandar interno adecuado.

La EC exhibié una respuesta lineal excelente para todas las
drogas estudiadas en el rango terapéutico y supraterapéutico
y puede reemplazar facilmente a la HPLC en los estudios
farmacocinéticos. La CE confirmé el diagnéstico de
hipoglucemia ficticia realizado por HPLC y demostré su utilidad
para revelar el abuso encubierto de SU.

Para ayudar al médico en el diagnostico de insulinoma,
actualmente seguimos un abordaje de identificacion
multiescalonado que incluye diferentes técnicas, como
RP-HPLC con deteccion UV directa, RP-HPLC con derivacion a
una precolumna y electroforesis capilar. Sélo cuando persiste
la ambigliedad de los resultados o éstos no coinciden con las
pruebas bioquimicas y las caracteristicas clinicas solicitamos la
confirmacion con espectrometria de masa, mas especifica pero
menos disponible.

Las autoras no manifiestan “conflictos de interés”.
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Abstract

In this paper we have summarized experiments carried out on
rats that are predisposed to developing type 1 diabetes at a high
rate. We discovered that chronic treatment of these animals
from age 30 days onward with a fungal secondary metabolite
known as gliotoxin reduced the rate of diabetes development
to about half the incidence seen in control animals. We also
commented on the background of this project that propelled us
to investigate the role of gliotoxin in interfering with developing
diabetes. This study was reviewed in the larger context of many
studies that are occupying scientists currently as they approach
the problem of this autoimmune disease. Three key approaches
characterize the studies underway in major research centers.
These include studies on immunoregulatory substances that
modify the immune responses that damage pancreatic beta
cells, the development of protocols and procedures that allow
repletion of insulin-secreting cells or islet-like aggregations of
cells and pharmacotherapeutic regimens that slow the loss of
beta cell function or make improve the ability of the body to
respond to biological actions of insulin. While no claim is made
that the cure for type 1 diabetes is imminent, the variety of
different approaches to this problem is very encouraging.

Articulo completo en inglés: www siicsalud.com/dato/dat029/02924001i.htm

Introduccion

La diabetes mellitus se encuentra entre las enfermedades
crénicas mds extensamente estudiadas. No obstante, todavia
es uno de los problemas de salud que mas preocupan a la
sociedad moderna debido a que afecta a millones de personas
en el mundo entero y su secuencia patoldgica provoca lesiones
en numerosos érganos y sistemas organicos, con
debilitamiento y riesgo de muerte. Aunque un nimero mayor
de enfermos padece diabetes tipo 2, que refleja un estado de
insensibilidad periférica a la insulina, la diabetes mellitus tipo 1
se manifiesta a temprana edad y representa una falla de las
células beta pancredticas que se mantiene durante toda la
vida. La diabetes tipo 1 se origina en una reaccién
autoinmunitaria en la cual se destruye gran parte de la
funcién de las células beta del pancreas. La naturaleza
autoinmunitaria de la enfermedad sugiere que los abordajes
futuros para prevenir su desarrollo o retrasar su progresion
deberan basarse en la comprensién y modificacion de las
reacciones inmunolégicas que participan en la patogenia de la
enfermedad.

Las respuestas de la inmunidad celular y humoral forman
parte del cuadro inmunopatoldgico del paciente diabético.
Esto implica que los tratamientos inmunomoduladores pueden

Participé en la investigacion: Terriann Crisp, Jefe de Fisiologia y Farmacologia, University
Research, Des Moines University Osteopathic Medical Center, Des Moines, EE.UU.
Patrocinio y reconocimiento: El autor agradece la eficaz colaboracion de Esther Ghan,
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manuscrito. El Dr. Bryan Larsen recibié una subvencién de Johnson y Johnson para sus
estudios con gliotoxina

Resumen

En este trabajo resumimos experimentos realizados en ratas con
elevado riesgo de presentar diabetes tipo 1. Descubrimos que el
tratamiento crénico a partir de los 30 dias de vida con un
metabolito secundario de un hongo, conocido como gliotoxina
(GT), redujo la incidencia de diabetes aproximadamente a la
mitad de la observada en animales de control. También comen-
tamos el fundamento de este proyecto, que nos condujo a in-
vestigar la GT y cémo interfiere en la aparicion de diabetes. Los
trabajos que se estan llevando a cabo en los principales centros
de investigacion se caracterizan por tres abordajes esenciales:
estudio de las sustancias inmunorreguladoras que modifican las
respuestas inmunolégicas nocivas para las células beta del
pancreas; desarrollo de protocolos y procedimientos que permi-
tan reponer las células secretoras de insulina o crear agregados
celulares similares a los islotes pancreaticos, e investigacion de
regimenes farmacoterapéuticos que retrasen la pérdida de la
funcion de las células beta o que mejoren la capacidad general
del organismo para responder a las acciones bioldgicas de la
insulina. Aunque no es posible afirmar que la curacién de la
diabetes tipo 1 sea inminente, la variedad de enfoques que se
estan ocupando del tema resulta muy alentadora.

retrasar la aparicion de la enfermedad.’ La ciclosporina, una
droga inmunosupresora de origen micético, fue utilizada en
diversas situaciones clinicas, incluido un estudio sobre diabetes
mellitus.? Con el fin de aplicar en forma racional estrategias de
intervencién inmunoldgica, seria util poder identificar
anticipadamente a los individuos que presentaran diabetes
tipo 1 o, al menos, detectar los signos tempranos de la
enfermedad, antes de que se produzca dafio pancreético
significativo.® El anticuerpo circulante contra la glutamato
descarboxilasa (GAD) podria ser uno de los primeros
indicadores de diabetes inminente y ayudaria a fundamentar
el uso de agentes inmunosupresores potentes.* La deteccion
temprana y los nuevos tratamientos inmunosupresores
parecen constituir un abordaje adecuado para el manejo de
esta patologia.

Gliotoxina y diabetes tipo 1

Desde hace tiempo, nuestro laboratorio se ha interesado en
los metabolitos secundarios de los hongos. Consideramos
haber contribuido a la comprensién de las infecciones por
Candida albicans al descubrir que este agente produce una
epipolitiodioxopiperazina de bajo peso molecular: la gliotoxina
(GT).> Con anterioridad se habia demostrado que la GT
producida por los hongos filamentosos tiene actividades
inmunosupresoras®’ y sugerimos que la cronicidad de las
infecciones mucocutaneas por Candida se deberia
parcialmente a la produccion de esta molécula
inmunosupresora.

Gran parte del trabajo que surgié de esta hipotesis se centro
en las vias por las cuales la GT podia disminuir las defensas del
huésped y, en particular, las actividades de los leucocitos
polimorfonucleares humanos.®
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Ademds de documentar los efectos de la GT sobre las
defensas del huésped, simultdneamente nos intrigaba la
posibilidad de utilizar tales efectos inmunosupresores en
procesos patoldgicos relacionados con reacciones
inmunolégicas exuberantes, como las producidas en las
enfermedades autoinmunitarias. Algunos informes en la
literatura indican que la ciclosporina A podria alterar el curso
de la diabetes mellitus en modelos animales;®® sobre la base de
estos informes pensamos que la GT podria tener alguna
utilidad en un contexto similar.

Fuimos afortunados al contar con un colega, el Dr. Henry
Driscoll, con considerable experiencia en un modelo animal de
diabetes tipo 1: las ratas BB. Un elevado porcentaje de estos
animales con propensién a la diabetes desarrolla la forma
insulinodependiente de la enfermedad a partir de los 65 dias
de vida." La mayoria de los estudios que interfieren
exitosamente el desarrollo de diabetes en estos animales
sugieren que el tratamiento se debe iniciar alrededor de los 30
dias de vida para que sea efectivo. Confirmamos este
concepto en nuestros estudios. En el ano 2000 informamos
que la incidencia de diabetes del 90% en el grupo de control
se redujo a 56% en los animales tratados con GT.'" Ademas, el
estudio demostré que la GT disminuia en forma significativa las
concentraciones sanguineas de glucosa en animales
prediabéticos.

A continuacién de este trabajo se realizd una investigacion
de algunos parametros inmunolégicos asociados con la
administracion de GT para el tratamiento de la diabetes en
ratas BB con propension a la enfermedad.” En ese estudio
demostramos que poblaciones de esplenocitos tratados con
gliotoxina in vitro mostraban disminucién relativa de linfocitos
CD4+* y aumento de células CD8*. No pudimos demostrar un
cambio similar en las células obtenidas de animales que habian
sido tratados con GT, pero la evaluacién morfométrica de los
foliculos esplénicos de los que recibieron ese tratamiento
demostréd disminucion de la pulpa blanca (la localizacion
esplénica de los linfocitos T) en comparacion con los controles.
Probablemente esto se debié¢ a la pérdida apoptética de
linfocitos, debido a que la apoptosis también estaba
aumentada en los bazos de los animales tratados con GT. Otra
observacién importante fue el aumento significativo de la
expresion del marcador RT6 en los linfocitos de ratas con
propension a la diabetes después del tratamiento con GT. Este
marcador sélo estd presente en un muy pequefio porcentaje
de células en las ratas con diabetes tipo 1; el aumento de su
expresion fue un hallazgo sorprendente que podria ser
importante.

Los estudios realizados sobre los efectos inmunolégicos de la
GT permitieron calificarla como sustancia inmunomoduladora
mas que como inhibidor global de las reacciones
inmunolégicas. Cualquier abordaje inmunolégico para el
tratamiento de la diabetes debera utilizar modificaciones
especificas y limitadas de las respuestas inmunitarias para
tratar la autoinmunidad sin convertir al paciente en
inmunodeprimido. Creemos que nuestros estudios indican que
la GT podria cumplir este requisito.

Si bien las investigaciones realizadas en ratas diabéticas
sugieren la posibilidad de nuevos tratamientos potenciales
para la enfermedad humana, la capacidad para traducir estas
investigaciones en nuevos tratamientos de relevancia clinica
aun constituye un verdadero desafio. A pesar de que Futren y
col.? informaron retraso de diabetes manifiesta en seres
humanos con la administracion de ciclosporina, esta droga
cuenta con la distincién de ser un farmaco aprobado con
conocidos efectos terapéuticos y acciones adversas en seres
humanos. De acuerdo con nuestro conocimiento, la GT no ha
sido utilizada en seres humanos para ninguna indicacion y se
requiere un arduo proceso de desarrollo para convertirla en
un producto clinicamente util.

Por cierto, cualquier consideracién acerca del uso potencial
de GT como agente terapéutico en seres humanos seria
prematura si no se resolvieran antes varios interrogantes
relacionados con los estudios en animales. Uno de ellos esta
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referido a la duracién de la administracién de GT para que el
animal se mantenga sin diabetes. En el modelo de ratas BB, la
mayoria de los animales son diabéticos a los 120 dias de edad y
optamos por finalizar los estudios al cabo de ese lapso. No se
pudo determinar si se habria desarrollado diabetes después de
los 120 dias al suspenderse la administracion de GT, porque se
presumié que no se producirian nuevos casos de la
enfermedad. Aun si contdramos con estos datos, se ignora
cémo podrian ser utilizados para prevenir la enfermedad
humana. Ademas de transformar un resultado experimental
en una posibilidad terapéutica, también seria necesario
seleccionar a los pacientes adecuados para este tratamiento,™
aunque los antecedentes familiares y algunos marcadores
séricos son claves Utiles. Cuando la diabetes tipo 1 se
manifiesta clinicamente, una porcién considerable de la
funcién pancreética ya se ha perdido.

Modulacién inmunolégica como tratamiento
de la diabetes

Otros abordajes promisorios para el tratamiento de la
diabetes son las intervenciones inmunolégicas, aunque no
todas tienen por objetivo la inmunosupresion. No se conocen
completamente los mecanismos subyacentes de la
inmunopatologia de la diabetes, pero se sugirié que algunas
células inmunitarias especificas pueden recibir sefales
defectuosas que conducen a la obliteracién ulterior de las
células de los islotes que segregan insulina.’ Un modelo de
abordaje informado recientemente plantea la reorientacién de
la respuesta inmunolégica para preservar la funcion
pancreatica. Mediante el «reentrenamiento» del sistema
inmunoldégico, el grupo de Faustman' fue capaz de atenuar la
destruccion de las células de los islotes. El aumento de la
expresion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) en
ratones para destruir las células inmunitarias defectuosas y la
inyeccion de células donadas que expresaban sus propios
péptidos resultaron cruciales para «reeducar» a las nuevas
células T para que no atacaran a las células de los islotes. En
consecuencia, hasta un 75% de los ratones tratados tuvieron
concentraciones sanguineas normales de glucosa que
persistian 100 dias después del tratamiento.

En un estudio publicado recientemente, Herold y col.,™
informaron el uso de un anticuerpo monoclonal humanizado
no activante dirigido contra las células que posefan el antigeno
linfocitario CD3*. Este anticuerpo se denominé anti-CD3-
hOKT3 gamma 1 (Ala-Ala). El tratamiento de pacientes con
diagndstico de novo de diabetes tipo 1 durante 14 dias reveld
que 9/12 experimentaron una mejoria de la produccion de
insulina de hasta 1 afo de duracién, en tanto que 10/12
controles no tratados con anticuerpos no tuvieron una
produccion estable de insulina. Este estudio incluyé una
muestra muy pequefia y aln es necesario determinar en
investigaciones mas extensas cuanto anticuerpo se puede
utilizar. No obstante, demostro la utilidad de los tratamientos
inmunomoduladores selectivos para retrasar la enfermedad.

Otro grupo de investigadores, en Jerusalén, examiné la
probabilidad de que un péptido inmunomodulador de la
proteina del shock térmico 60, conocido como DiaPep277,
pudiera detener la destruccién de las células beta y preservar
la secrecion endégena de insulina en pacientes con diagnostico
reciente de diabetes tipo 1.'® En esos estudios, los pacientes
tratados con placebo presentaron pérdida acumulativa de
péptido C estimulado por glucagoén, lo cual indica desaparicion
progresiva de las células beta. Los diabéticos tratados con
DiaPep277 continuaron sintetizando péptido C inducido por
glucagoén y requirieron menos insulina exégena para mantener
el control de la glucemia. El tratamiento temprano (cuando el
numero de células beta danadas es menor) con DiaPep277
aumentaria la eficacia terapéutica de este régimen.'®

Gross y col.'” informaron que una nueva droga
inmunorreguladora, conocida como linomida, era efectiva
contra las reacciones autoinmunitarias en ratones diabéticos
no obesos (NOD) que desarrollan espontaneamente diabetes
entre las 10 y las 40 semanas de edad. El agregado de
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linomida al agua para beber a las 5 semanas de vida impidio el
comienzo de la diabetes mientras duraron los experimentos.'’
Los anélisis morfoldgicos revelaron que los animales tratados
con linomida presentaban células de los islotes practicamente
normales en tamafno y en ndmero; sélo en algunas se advertia
insulitis leve. Cabe sefalar que mas de 80% de las hembras de
los ratones NOD desarrollan diabetes autoinmunitaria mediada
por células T, en contraste con 10% a 20% de los machos. Es
indispensable realizar nuevos estudios sobre el papel mediador
potencial del sexo sobre la patogenia de las enfermedades
autoinmunitarias. En el estudio mencionado, cuando las
hembras NOD recibieron trasplantes con islotes subcapsulares
singeneicos en combinacién con linomida, se previno la
aparicion de diabetes e insulitis del injerto durante 40
semanas. La linomida parece regular las células presentadoras
de antigenos (por ejemplo, los macréfagos) y bloquea la
infiltracion de células T, B y dendriticas entre las células beta
del pancreas. Estas acciones finalmente condujeron a la
inhibicion de la respuesta autoinmune contra los antigenos de
las células beta. Un estudio clinico con linomida en bajas dosis
en pacientes con diabetes de diagndstico reciente produjo
niveles mas bajos de hemoglobina glicosilada en comparacion
con los controles no tratados; el grupo tratado requiri6 menos
insulina.

Las células T CD40+CD4+ fueron identificadas como una
poblacién con caracteristicas patogénicas Unicas en la diabetes
tipo 1." Su identificacién como blanco también podria tener
efectos beneficiosos.?® A pesar de las posibilidades de los
tratamientos inmunoldgicos, la repeticion de los resultados en
estudios con seres humanos y posteriormente la
implementacion de estrategias terapéuticas implicardn un
trabajo considerable para demostrar su eficacia y seguridad.
Mientras tanto, deberemos continuar confiando en los
abordajes farmacoldgicos.

Reposicion celular como tratamiento de la diabetes

Los investigadores que intentan desarrollar nuevos esquemas
terapéuticos para el manejo de la diabetes tipo 1 estan
descubriendo métodos para regenerar la funcion pancreatica
perdida con la reposicion de las células beta mediante
trasplante del érgano o transferencia celular. En EE.UU.,
anualmente se realizan alrededor de 1 300 trasplantes,
aunque algunos hospitales limitan el procedimiento para los
enfermos que requieren trasplante doble de rifén y de
pancreas. A pesar de que el trasplante de pancreas puede
parecer sencillo, la necesidad de inmunosupresion de por vida
y la ausencia de un numero suficiente de érganos
trasplantables indican que no puede ser la soluciéon universal. El
trasplante de células de los islotes, precursor del trasplante del
6rgano completo, tuvo una tasa de éxito muy reducida,
aunque podria mejorar con los métodos informados
recientemente por Shapiro y col.?" Las limitaciones en la
disponibilidad de células y del tratamiento inmunosupresor
postrasplante crean un conjunto de problemas similares a los
hallados en el trasplante del 6rgano completo.

Como se menciond anteriormente, el trasplante de células
de los islotes esta limitado por el requerimiento de células
secretantes de insulina y tratamiento inmunosupresor a largo
plazo para atenuar los efectos destructivos de los linfocitos
que reaccionan contra los tejidos propios. Ademas, los
trasplantes de células de los islotes requieren mas de un
pancreas donante por paciente?? y muchos islotes aislados no
pueden ser utilizados. A pesar de estas limitaciones, se informé
que el trasplante de células de los islotes puede permitir la
independencia de la insulina en las siguientes condiciones:

- cuando se trasplanta una masa suficiente de células de los
islotes;

- cuando se asegura el tratamiento posquirtrgico con un
régimen inmunosupresor sin glucocorticoides, consistente en
tacrolimus, sirolimus y daclizumab.?!

Aunque las células beta productoras de insulina se pueden
obtener de fuentes fetales o de tejidos adultos, la tarea de
hacerlas proliferar y colonizar no es sencilla. Se deben

enfrentar dos fuerzas contrapuestas: la capacidad para
generar un numero suficiente de células para el trasplante
(proliferacion) y la necesidad de que alcancen un grado
adecuado de diferenciacion. Para lograr este Ultimo objetivo
es indispensable que las células se diferencien en unidades
funcionales, lo que implica la diferenciacion de mas de un tipo
celular. Una vez trasplantadas las células capaces de producir
insulina también es importante que la segreguen y que lo
hagan en respuesta a una carga de glucosa. El pancreas y sus
islotes son agregados complejos de diferentes tipos celulares y
el funcionamiento adecuado de las células beta podria
depender de su coexistencia y comunicacion. El trabajo del
grupo de Bonner-Weir?? sugirié la necesidad de una fuente de
multiples tipos celulares para la funcionalidad de los islotes;
estos investigadores demostraron que las células de los
conductos de personas adultas podian ser cultivadas y
desdiferenciadas en ciertas condiciones, dando origen
posteriormente a células endocrinas y ductales con evidencias
de sensibilidad a la glucosa.

Se esta dedicando un gran esfuerzo al desarrollo de métodos
para diferenciar células precursoras embrionarias en
elementos que produzcan insulina y estructuras que semejen
los islotes funcionantes. Se realizaron estudios en ratones con
resultados alentadores y se encuentran en desarrollo algunos
intentos para generar lineas celulares humanas apropiadas.
Estos ultimos consisten en la generacién de las condiciones
ambientales propicias (como el control de las concentraciones
de glucosa en el medio de cultivo) y en técnicas de seleccion o
ingenieria genética. Dos productos genéticos son Utiles para
diferenciar las células de los conductos (que expresan
citoqueratina 9) y las células beta (que expresan PDX-1) y
constituyen la base para asegurar que las células cultivadas
expresen los genes que demuestran la diferenciacion
apropiada.?*

Otros enfoques

Hasta que la reposicion celular sea una opcién
completamente desarrollada para el tratamiento de la
diabetes tipo 1 se continuaran investigando diversos tipos de
farmacoterapia. No se han identificado agentes
farmacolégicos capaces de evitar la diabetes, y la
administracion de insulina aun es el Unico tratamiento de la
enfermedad. Un estudio clinico refutdé una teoria que
planteaba que la administracion prolongada de insulina en
bajas dosis, capaz de suprimir la reacciéon autoinmunitaria,
podia ser terapéutica en la diabetes tipo 1. Skyler y los
miembros del Estudio de Prevencién de la Diabetes (grupo de
diabetes tipo 1)? informaron el uso de insulina en bajas dosis
(0.25 u/kg/dia, ultralenta) mas infusiones anuales de cuatro
dias de insulina en un grupo de familiares de primero y
segundo grados de pacientes con diabetes tipo 1. El riesgo se
evalué sobre la base de la genética y de los anticuerpos contra
las células de los islotes; aquellos en los que se determiné un
riesgo significativo para el desarrollo de diabetes en los 5 afos
siguientes fueron asignados aleatoriamente a un grupo
de tratamiento con insulina en bajas dosis 0 a uno sin
tratamiento. Después de un periodo de observacién promedio
de 3.7 afos, el grupo de tratamiento present6 la misma tasa
de apariciéon de diabetes que los controles.

Actualmente, los pacientes con diabetes tipo 1 deben
inyectarse tres veces por dia o mas con insulina subcutdnea
para mantener un control de la glucemia semejante al
observado en condiciones fisiolégicas. Este régimen
terapéutico es doloroso e inconveniente. Para solucionar esta
situacion se estan desarrollando preparaciones de insulina en
aerosol que se depositarian en el alvéolo pulmonar; es de
esperar que estos compuestos mejoren el cumplimiento y
constituyan un método mas efectivo para controlar las
concentraciones plasmaticas de glucosa en diabéticos
insulinodependientes.?”” No obstante, antes de considerar
seguro y efectivo un sistema de administracién de insulina en
aerosol es necesario determinar el efecto del tamafo de las
particulas, su velocidad y la frecuencia del flujo inspiratorio. Es
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posible que los efectos a largo plazo de la diabetes alteren las
propiedades absortivas del epitelio pulmonar, modificando la
biodisponibilidad de las preparaciones de insulina administradas
por via inhalatoria. Por lo tanto, se requieren mas estudios
para evaluar la seguridad y eficacia a largo plazo de esta
modalidad terapéutica.

Recientemente se colocaron sensores subcutdneos para el
monitoreo continuo de los niveles intersticiales de glucosa. Se
demostrd que la concentracion intersticial de glucosa es un
reflejo de las concentraciones sanguineas.?®> Debido a que los
dispositivos para la obtencién de muestras no brindan
informacién acerca de las determinaciones de glucosa en
tiempo real, aun no se utilizan en forma regular. Cuando se
adquiera esta informacion y se desarrollen dispositivos de
monitoreo continuo con capacidad para advertir a los
pacientes sobre las concentraciones peligrosamente elevadas
(o bajas) de glucosa, es posible que se produzca una
«revolucion» en el tratamiento de la diabetes tipo 1.°

Hace poco tiempo se informaron resultados alentadores para
la disminucién de las concentraciones plasmaticas de glucosa
con las mezclas de hierbas chinas, como quie fu di huang wan
(Quei Fu DHW), que acttan mediante la inhibicion de la
gluconeogénesis hepatica.?” La administracién oral reiterada
de Quei Fu DHW reduce significativamente la glucemia en
ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. Esto implica
que los efectos de la mezcla de hierbas son independientes de
la insulina, como los de la metformina. Hallazgos como éste
sugieren que la fitoterapia puede ser un complemento util
para el tratamiento de pacientes con diabetes tipo 1 o tipo 2.%°
Sin dudas, se requieren mds estudios para confirmar las
propiedades reguladoras de la glucosa de las hierbas
medicinales y nutricionales.
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Muchos de los recientes abordajes para detener la
progresion de la diabetes tipo 1 implican alto grado de
sofisticacion cientifica y utilizan nuevos farmacos o productos
biolégicos, como se mencioné anteriormente. Una de las
observaciones realizadas en enfermos con hemocromatosis
hereditaria es que la diabetes mellitus®® a menudo acompana a
las otras variadas consecuencias de la sobrecarga de hierro. Si
bien no se cree que la diabetes tipo 1, en general, sea
consecuencia de la hiperferremia, el dafo oxidativo que
acompana a la sobrecarga de hierro puede exacerbar el daho
que experimentan las células beta a través de otros
mecanismos inmunolégicos. Fernandez-Real®' realiz6 tres
flebotomias (500 ml en cada procedimiento) durante un
intervalo de 6 semanas en pacientes con diabetes tipo 2 y
demostré mejoria de las concentraciones de hemoglobina A,
junto con disminucién de la resistencia a la insulina. Aunque
este estudio no investigd la diabetes tipo 1, una vez mas puso
de manifiesto que la diabetes en todas sus formas es una
enfermedad extremadamente complicada y que muchas de
las nuevas modalidades terapéuticas pueden resultar
beneficiosas, al menos para algunos enfermos que padecen las
secuelas de esta enfermedad.
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@ a - Calidad de vida en jovenes con diabetes:
un desafio para la comunidad médica

Ana Lilia Rodriguez Ventura, Columnista Experta de SIIC
: Institucién: Joslin Diabetes Center, Boston, EE.UU.

La calidad de vida (CV) es un concepto teérico importante
para valorar el impacto de la diabetes en multiples aspectos
(por ejemplo: fisico, psicolégico y social) de la vida de una
persona. Se utilizaron diversos tipos de cuestionarios para
evaluar la CV en jovenes con diabetes mellitus tipo 1 (DBT1)
que comprenden instrumentos generales y especificos de
enfermedad, tanto para la autoevaluacién de los pacientes
como para los informes de los padres. El uso de multiples
instrumentos probablemente provea una evaluacién mas
completa de la CV. En un estudio reciente de 100 jévenes con
DBT1, encontramos que el conflicto familiar relacionado
especificamente con la diabetes fue la Unica variable asociada
significativamente con la CV; el menor grado de conflictividad
se correlaciond con una mejor CV. Se comparé la CV entre los
nifos y adolescentes con DBT1 y una muestra de referencia; la
CV no difirié entre ambas muestras, pero el informe de los
padres fue significativamente peor en el caso de los pacientes
con DBT1 en comparacion con la muestra de referencia.
Habitualmente, la investigacion de los factores asociados con
la CV en los jovenes con DBT1 produjo resultados
incongruentes y, por ende, es necesaria la realizacién de mas
investigaciones. Los ensayos de CV en jévenes con sobrepeso y
diabetes mellitus tipo 2 (DBT2) informaron una alteraciéon en la
CV. Dada la creciente prevalencia de obesidad y DBT2 entre
los jovenes, las investigaciones sobre la CV son de crucial
importancia. La investigacién continua sobre la CV en nifos y
adolescentes con DBT1 y DBT2 es vital para asegurar una
atencion 6ptima de los pacientes y sus familias.
2~ Articulo completo: www siic.info/trabajosdistinguidos/diabetes/13/107.htm
Extension aproximada: 12 paginas

b - Autoevaluacion de la glucosa sanguinea
en diabetes tipo 2

José Luis Clua Espuny, Columnista Experto de SIIC

Institucién: Equip d'Atencio Primaria, Area Basica de Salud
Tortosa Est., Institut Catala de la Salut, Departament de Sanitat
i Seguretat Social de la Generalitat de Catalunya,
Tarragona,Espafa

Fundamentos: El impacto socioeconémico de la diabetes sobre
el consumo de recursos sanitarios hace necesario priorizar su
oferta para consolidar aquellas intervenciones que sean
eficaces en relacion con el costo, mejoren la salud de sus
receptores y puedan liberar recursos para otros usos o de
mayor cobertura poblacional. Entre éstas, se destaca la
practica de la automonitorizacién de la glucosa sanguinea
(MGS). Objetivo: Comparar la relacion costo-eficacia de la
practica de la MGS frente a la actitud de no practicarla.
Diseno: Estudio descriptivo y retrospectivo en el periodo
1995-1997. Material y método. 597 pacientes diabéticos tipo
2, de los que 286 practican la MGS y 311 no lo hacen,
seguidos ambulatoriamente en siete dreas basicas de salud
(ABS). Se cuantificaron los costos directos relacionados con la
practica de MGS, visitas en su ABS de referencia, derivaciones

al especialista y pruebas complementarias protocolizadas por
la European NIDDM Policy Group en la poblacion usuaria de la
MGS y la no usuaria; los costos incremental, medio y total para
el consumo de tiras reactivas y en el caso de la aplicacién de
un modelo ideal de cobertura cuantitativa y cualitativa segin
un consenso clinico, y la relacién costo-eficacia. Resultados:
Mientras el 78% de los diabéticos cumple alguna indicacion
clinica para la prescripcion de MGS, sélo la practica el 42.5%. El
consumo de tiras pasé del 8% al 15% del gasto médico total y
en la aplicacion del modelo de cobertura ideal la MGS
representaria un 30% del costo total. La eficacia lograda, un
27%, no fue significativamente diferente entre los usuarios de
la MGS y los no usuarios. Si se aplicara el modelo ideal de
cobertura, la relacién costo-eficacia disminuiria en un 60%.
Conclusiones: Elegiriamos en las condiciones actuales la opcién
de no uso de la MGS; la tendencia al mayor costo-eficacia
seguira incrementandose si consideramos que los criterios de
control metabdlico tienen cada vez valores mas bajos y dificiles
de lograr; existen evidentes oportunidades para mejorar la
gestion y motivar el uso eficiente de una tecnologia cuyo
consumo estd fuertemente asociado a los fallos del mercado
sanitario publico; el modelo de cobertura ideal deberia aplicarse
junto a objetivos de mayor eficacia para unificar la eficiencia
econdmica y la clinica.
#~_Articulo completo: www siic.info/trabajosdistinguidos/diabetes/13/108.htm
Extension aproximada: 6 paginas

¢ - Mecanismos de accién implicados en los
efectos antidiabéticos de las tiazolidindionas

Manuel Vazquez Carrera, Columnista Experto de SIIC
|| Institucion: Unidad de Farmacologia. Facultad de Farmacia.
L Universidad de Barcelona, Espana

Las tiazolidindionas (TZD), también llamadas glitazonas, son
una nueva clase de farmacos antidiabéticos que han sido
introducidos recientemente para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2. Las TZD fueron la primera clase de compuestos
identificados como ligandos de los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas gamma (peroxisome
proliferator-activated receptors [PPAR]). La participacion de los
PPAR-gamma en los efectos farmacolégicos de las TZD se basé
en estudios que demostraron una excelente correlacion entre
el efecto hipoglucemiante de estos farmacos y su afinidad por
PPAR-gamma. Aungue el musculo es responsable de la
utilizacién de hasta un 80% de la glucosa estimulada por la
insulina, se considera que el tejido adiposo es el lugar de accion
principal de las TZD. Respecto del mecanismo de accion
responsable de los efectos antidiabéticos de las TZD, recientes
estudios realizados en animales parecen explicar la aparente
paradoja que existe entre la utilizacién de farmacos
antidiabéticos que favorecen la adipogénesis para el
tratamiento de la diabetes tipo 2, cuando el factor de riesgo
mas importante para la aparicion de esta patologia es la
obesidad. El objetivo de este articulo es revisar los estudios mdas
relevantes realizados para determinar el mecanismo de accion
de las TZD antidiabéticas.
2~ Articulo completo: www siic.info/trabajosdistinguidos/diabetes/13/109.htm
Extension aproximada: 16 paginas






