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RESUMEN 

Disminución en la síntesis del factor de crecimiento neural (NGF) contribuye a la 

aparición de la neuropatía diabética, incluido pacientes y modelos animales. El all- 

trans ácido retinoico (AR) incrementa la expresión del factor de crecimiento y su 

receptor, y participa en la traducción de vías de señalización. Este estudio evaluó 

el tratamiento con AR en la neuropatía diabética. 
 
 
 
 
Se  utilizaron  120  ratones,  los  cuales fueron  separados  en  4  grupos.  El  grupo  A 

 

 
(n=30) fue considerado como control; el grupo  B (n=30) recibió estreptozotocina 

(STZ) para inducir diabetes mellitus; el grupo C (n=30) recibió STZ y posterior al 

establecimiento de la neuropatía, recibió acido retinoico (AR) y el grupo D (n=30) 

únicamente recibió AR. Las concentraciones de glucosa, el contenido de factor de 

crecimiento neural (NGF) en nervio y en suero y la prueba termosensible fueron 

realizados en todos los animales, fue realizada microscopía electrónica en nervio 

ciático con el propósito de evaluar cambios morfológicos debidos a la neuropatía. 
 
 
 

Todos los ratones diabéticos (grupo B y C) presentaron incremento en el umbral 

de dolor después del tratamiento con el vehículo para AR. La administración de 

AR revierte los cambios de sensibilidad en ratones diabéticos. No se encontraron 

diferencias  en  umbral  de  dolor  en  los  ratones  control,  ácido  retinoico  (AR)  y 

diabetes  mellitus  (DM)  más  AR  al  final  del  estudio.  Los  niveles  de  glucosa  no 

fueron  afectados  posteriormente  al  tratamiento  con  AR.  Los  contenidos  de  NGF 

disminuyeron significativamente en nervio ciático en el grupo B (diabetes mellitus 

sin  tratamiento)  cuando  se  comparan  con  el  grupo  A  (control),  y  grupo  D  (AR 



control), adicionalmente, el grupo C (diabetes tratado con AR) tuvo un incremento 
significativo  en  el  contenido  de  factor  de  crecimiento  neural  en  nervio  ciático 
cuando  se  compara  con  todos  los  grupos.  El  AR  también  revirtió  los  cambios 
ultraestructurales inducidos por diabetes incrementando la regeneración neural. 

 
 
 

El  AR  revierte  la  sensibilidad  y  los  cambios  ultraestructurales  de  la  neuropatía 

diabética previamente establecida posiblemente al incrementar las 

concentraciones de NGF nervio ciático en ratones. 



INTRODUCCIÓN 

La Diabetes Mellitus (DM) figura como una de las diez primeras causas de muerte 

en el mundo y afecta aproximadamente al 6% de la población mundial; la DM es 

una  de  las  principales  causas  de  la  morbilidad  y  defunción  en  México;  la 

mortalidad por este padecimiento ha mostrado una tendencia ascendente 

(Escobedo-De  la  Peña 1993,  Vázquez-Robles  1990).  A  su  vez,  la  población 

mexicana  tiene  una  de  las  prevalencias  más  altas  de  DM,  la  cual  ha  tenido  un 

incremento en los últimos años, probablemente como consecuencia de una mayor 

ocurrencia del padecimiento (Vázquez-Robles 1993). 
 
 
 

Esta enfermedad se clasifica en dos tipos de acuerdo con su patogénesis: la tipo 1 

representa  menos  del  10  %  del  total  de  los  pacientes,  y  su  característica 

fundamental  es  la  ausencia  de  insulina,  causada  predominantemente  por  la 

destrucción  autoinmune  de  las  células  del  páncreas,  por  lo  que  el  tratamiento 

consiste  en  la  administración  de  insulina  en  dosis  adecuadas.  Por  otra  parte,  la 

DM  tipo  2  es  más  común dentro  de  la  población  de pacientes  diabéticos.  Estos 

pacientes desarrollan fundamentalmente el fenómeno de resistencia a  la insulina 

causada por cambios biológicos en las membranas celulares que no permiten una 

adecuada  unión  de  la  hormona  a  la  célula  diana,  por  lo  cual  son  tratados 

generalmente  con  hipoglucemiantes  orales.  En  la  DM  los  niveles  de  glucosa 

sanguíneos aumentan, provocando alteraciones en 3 macromoléculas 

fundamentales  del  metabolismo:  carbohidratos,  lípidos  y  proteínas  (The  Expert 

Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus 1998). 



El  80  %  de  los  pacientes  diabéticos  tipo  2  mueren  debido  a  complicaciones 
trombóticas,  el  75  %  de  estas  relacionadas  con  eventos  cardiovasculares  y  el 
resto  con  enfermedades  vasculares  periféricas  y  cerebrovasculares  (OMS  y  la 
Federación Internacional de Diabetes 2003). 

 
 
 

En  México,  60%  de  los  pacientes  con  diabetes  mellitus  tipo  2  presentan  alguna 

forma  de  neuropatía  diabética  y  su  frecuencia  depende  de  la  duración  de  la 

diabetes y del descontrol metabólico, se estima que el 7% de los pacientes tiene 

neuropatía al momento del diagnóstico. La prevalencia aumenta 50% después de 
 

 
25 años de evolución cuando se define con base en datos subjetivos y a 100% al 

 

 
utilizarse pruebas electrofisiológicas. 

 
 
 

La neuropatía diabética es la complicación más común de la diabetes mellitus y es 

la  mayor  causa  de  morbilidad  y mortalidad. Se  define  como  los síntomas de  un 

trastorno nervioso periférico, junto con signos anormales, reflejos aquíleos 

disminuidos   o   medidas   objetivas   anormales   (alteración   de   los   estudios   de 

conducción nerviosa) (Pourmand 1997). 
 
 
 

Debido  a  la  evolución  de  la  DM  se  pueden  producir  tres  tipos  de  neuropatía 

diabética: en nervios sensitivos, autonómicos y/o motores. La primera se 

caracteriza  por  dolor  en  el  pie  y  parestesias,  así  como  pérdida  de  los  reflejos 

aquíleos. El signo motor más frecuentes es la debilidad de los extensores de los 

dedos de los pies y de las piernas, en los casos más graves, la debilidad también 

afecta las manos. La neuropatía diabética autonómica es de comienzo insidiosa y 



se  manifiesta  por  hipertensión  ortostática,  impotencia,  diarrea  o  estreñimiento, 
desinervación  cardiaca  y  alteración  de  los  reflejos  fotomotores  pupilares.  La 
neuropatía motora de origen diabético, suele presentar un comienzo agudo, con 
afección   del   plexo   lumbosacro,   los   nervios   ciáticos,  femorales,   medianos   y 
cubitales y el tercer y séptimo pares craneales (Guthrie et al 2004). 

 
 
 

Entre  los  mecanismos  fisiopatológicos  de  la  neuropatía  diabética  destaca  el 

proceso metabólico del aumento de la derivación de la glucosa por la vía de los 

políoles  o  aldosa-reductasa.  Otros  factores  son,  lesión  oxidativa  (aumento  de 

radicales libres), lesiones estructurales específicas a nivel de la unidad funcional 

del nervio y disminución de la síntesis de factor de crecimiento neural, (NGF por 

sus siglas en inglés) principalmente. 
 

Las  alteraciones  de  la  vía  de  los  polioles  consisten  en  convertir  la  glucosa en 

glucosa-6-fosfato  por  la  enzima  hexoquinasa.  En  presencia  de  un  exceso  de 

glucosa,  se  produce  una  saturación  de  la  hexoquinasa,  por  lo  cual,  la  enzima 

aldosa reductasa convierte la glucosa en sorbitol y posteriormente en fructosa por 

acción  de  la  sorbitol deshidrogenasa. El  incremento  del  sorbitol daña  los  tejidos 

que  necesitan  insulina  y  en  otros  cuyo  contenido  intracelular  de  glucosa  es 

semejante al plasma como: córnea, retina, nervios periféricos, glomérulo renal y 

cerebro.  La  hiperglicemia  y  la  acumulación  del  sorbitol  intracelular  producen 

depleción de mioinositol. El sorbitol y el mioinositol son miembros de una familia 

de osmolitos orgánicos intracelulares, cuya concentración es regulada  en 

respuesta al flujo osmótico extracelular. Estudios experimentales confirman, que la 



exposición   de   células   a   un   ambiente   hiperosmolar   provoca   un   incremento 
significativo  en  el  sorbitol  intracelular,  y  reduce  la  concentración  de  mioinositol. 
Estos  cambios  pueden  ser  revertidos  administrando  inhibidores  de  la  aldosa 
reductasa.  La  depleción  de  mioinositol  se  acompaña  de  una  disminución  en  su 
incorporación a los fosfoinositidos. A pesar de lo anterior, esta observación no ha 
sido  consistentemente  demostrada  en  estudios  experimentales.  Sin  embargo,  la 
actividad de la ATPasa Na+ K+ en el nervio diabético disminuye ostensiblemente, 
como consecuencia de la depleción de mioinositol, probablemente por la vía del 
mecanismo  de  la  proteína  quinasa  C. La ATPasa  Na+ K+,
 se  localiza primariamente en la región nodal y paranodal de las 
fibras largas mielinizadas. La reducción de la actividad ATPasa incrementa
 la concentración de Na+ aproximadamente  4  veces,  con  
tumefacción  nodal  y  paranodal,  disminución  del potencial de membrana de la 
célula nerviosa y bloqueo selectivo de la conducción nerviosa en las fibras 
mielinizadas largas. 

 

Por  otro  lado  se  define  el  estrés  oxidativo  como  una  situación  de  desequilibrio 

entre agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros. Hay datos que 

indican  que  en  la  diabetes  el  estrés  oxidativo  parece  estar  causado  por  un 

aumento  en  la  producción  de  radicales  libres  como  por  una  disminución  en  los 

sistemas  de  defensa  antioxidante.  Los  radicales  libres  son  capaces  de  producir 

daño  en  distintos  tejidos  y  contribuir  al  establecimiento  de  las  complicaciones 

tardías de la diabetes (Vincent el al 2004) 



Los mecanismos que conducen a la degeneración neuronal son hiperglicemia que 
implica  la  formación  de  especies  reactivas  de  oxígeno  (ROS  por  sus  siglas  en 
inglés). El estado diabético produce neurotropismo, deterioro del transporte axonal 
y expresión génica por cuatro caminos importantes: 1) El exceso de glucosa es 
desviada hacia glucólisis 2) La glucosa también puede oxidarse y formar AGEs. 3) 
Estimulación  de  PKC  conduciendo  a  enfermedades  vasculares,  inflamación  y 
estrés oxidativo 4) La glucólisis aumenta la enfermedad vascular y la generación 
adicional del ROS. 

 
 
 

Estos mecanismos en última instancia son unidos para la producción de 

superóxido, por la respiración creciente de  glucosa que produce el superóxido en 

las mitocondrias y también activa la producción-superóxido de NADH oxidasa. 

GSSG, glutation disulfide, TCA, ciclo de ácido tricarboxilico. (Vincent el al 2004) 
 
 

 



ESQUEMA1. Implicaciones  de especies reactivas de oxígeno en la patogenia de 
la neuropatía diabética: 1) el exceso de glucosa es desviada hacia glucólisis por la 
vía  de  los  polioles  causando  depleción  de  NADPH  y  capacidad  antioxidante 
celular.  2)  La  glucosa  también  puede  oxidarse  y  formar  productos  finales  de 
glicación   avanzada   (AGEs   por   sus   siglas   en   inglés)   que   alteran   la   matríz 
extracelular, activar los receptores que producen intermedios del ROS, y cambiar 
la función  intracelular  de  la  proteína.  3)  PKC  es  activado  directamente  por 
intermediarios glucolíticos o indirectamente por segundos mensajeros para estrés 
hormonal, conduciendo a enfermedades vasculares, inflamación y estrés oxidativo 

4)  la  glucólisis  parcial  causa  la  acumulación  de  intermediarios  glucolíticos  y 

conduce al escape de fructosa-6-fosfato a lo largo del camino de hexosamina que 

aumenta la enfermedad vascular y la generación adicional del ROS. 
 
 
 

Estos mecanismos en última  instancia   son unidos para la producción de 

superóxido, por la respiración creciente de glucosa que produce el superóxido en 

las mitocondrias y  también activa la producción de nicotidamida adenina 

dinucleótido  (NADH  por  sus  siglas  en  inglés)  oxidasa,  glutation  disulfido  (GSSG 

por sus siglas en inglés) y el ciclo de ácido tricarboxílico (TCA por sus siglas en 

inglés) (Vincent  et al 2004) 
 
 
 
 
En  estudios  experimentales  se  ha  visto  que  la  administración  de  factores  de 

 

 
crecimiento disminuye y previene el daño ocasionado por diversas neuropatías. 



Las  neurotropinas  son  una  familia  de  factores  que  regulan  el  crecimiento  y  la 
supervivencia del sistema nervioso central y periférico. Proporciona dos formas de 
favorecimiento al mantenimiento y desarrollo del sistema nervioso: (1) 
Mantenimiento trófico (promoviendo supervivencia y/o crecimiento de neuronas) y 

(2) Mantenimiento  trópico (dirigiendo el movimiento y  extensión de neuritas). Los 

factores trófico  y  trópico  promueven  la  diferenciación  y   mantenimiento  de 

neuronas sanas y sinapsis adecuadas. Así, las neurotropinas son vitales para el 

desarrollo y función del sistema nervioso (Leinninger et al 2004). 
 
 

Las  neurotropinas  comprenden  cinco  tipos  de  moléculas:  factor  del  crecimiento 

neural  (NGF),  factor  neurotrófico  derivado  del  cerebro  (BDNF  por  sus  siglas  en 

ingles), y neurotropinas -3 (NT-3), -4/5 (NT-4/5), y -6 (NT-6) (McDonald et al 1995). 

Estas  moléculas  tienen  homología  secuencial  de  alrededor  del  50%,  sugiriendo 

importancia evolutiva en la regulación del sistema nervioso (Lindsay et al 1994). 

Aunque son similares en secuencia, las neurotropinas median  individuamente su 

acción  ligada  al  tipo  de  célula,  según  lo  determinado  por  la  expresión  de  sus 

receptores. 
 
 

El NGF, juega un papel esencial en la supervivencia y diferenciación de neuronas 

y de  subpoblaciones de  neuronas  sensoriales  durante el  desarrollo.  El  NGF  es 

secretado y sintetizado en el tejido blando para la proyección de las neuronas y se 

capta hacia terminales presinápticas, presentando translocación, mediante 

transporte axónico, hacia el cuerpo celular neuronal (Corcoran 1999). 



Su efecto esta mediado por la interacción   y activación de receptores específicos 
de  la  familia  TrK,  que  pertenece  a  la  familia  de  los  receptores  con  actividad 
tirosina-cinasa.  Una  vez  activados,  desencadenan  la  fosforilación  en  proteínas 
celulares, que a su vez, propagan los efectos de las neurotropinas en la célula. 

Por  otro  lado  puede  activar  a  P75  ,  este  receptor  pertenece  a  una  familia  de 

proteínas de superficie celular, que presentan un grado importante de  homología 

a  nivel  extremo  amino-terminal,  que  determina  los  diferentes  tipos  de  unión  a 

neurotropinas,  su  función  es  inducir  apoptosis  y  junto  con  su  especificidad  a 

ligandos esta implicado a supervivencia celular. 
 
 

El   papel   de   NGF   en   las   neuronas   sensoriales   en   el   adulto   no   está   bien 

caracterizado en relación con el desarrollo neuronal. Se sugiere que NGF puede 

regular la expresión fenotípica y las propiedades funcionales de neuronas adultas 

sensoriales. (Lee et al 2001) 
 
 

Experimentalmente  se  ha  demostrado  que  el  NGF  incrementa  el  número  de 

neuroblastos  si  se  aplica  en  un  estadio  precoz  del  desarrollo;  aumentando  el 

tamaño neuronal y el crecimiento de los axones en el sistema simpático periférico 

y  de  los  ganglios  sensoriales,  tanto  in  vivo  como  in  vitro;  incrementa  el  tamaño 

neuronal  y  la  producción  de  neurotransmisores  en  ganglios  cuando  se  aplica 

después de constituidas las sinapsis y después de que  hayan dejado de alargarse 

las  prolongaciones  neurales.  Se  trata,  de  una  proteína  con  influencia  profunda 

sobre el crecimiento y desarrollo neural, especialmente en sistemas adrenérgicos 
 

 
(Bachar et al 2004; Vincent  et al 2004). 



En   1990,   en   el   laboratorio   de   Neuroinmunología   del   Instituto   Nacional   de 
Neurología y Neurocirugía, se reportó disminución en los niveles de NGF en suero 
de   pacientes   con   neuropatía   diabética,   relacionándose   con   la   severidad   la 
enfermedad  y  anormalidades  en  la  conducción  nerviosa  (Faradji  1990).  Estas 
aseveraciones   fueron   confirmadas   en   estudios   subsecuentes   (Anand   1996). 
Experimentalmente se ha encontrado bajos niveles de NGF en el suero y nervio 
periférico de ratones diabéticos, lo que supone una probable participación del NGF 
en  el  desarrollo  de  neuropatía  diabética  (Ordóñez  et  al  1994;  Tomlinson  et  al 

 

 
1997). 

 
 
 

En modelos animales la administración exógena de NGF revierte anormalidades 

morfológicas en fibras mielinizadas asociadas a diabetes, previniendo la 

progresión de neuropatía (Apfel et al 1992 y 1994; Tomlinson et al 1997; Schmidt 

et al 2001; Arrieta et al 2005). Aunque algunos estudios clínicos fase II (estudios 

aleatorios y doble ciego en pacientes), sugieren que la administración subcutánea 

de  factor  recombinante  humano  (rhNFG  por  sus  siglas  en  ingles)  es  efectiva  al 

mejorar los síntomas asociados con neuropatía diabética. (Apfel et al 1998; Mc 

Arthur  et  al  2000).  Un  estudio  fase  III  multicéntrico  (aleatorio  y  ciego)  demostró 

sólo un beneficio modesto de los síntomas en la neuropatía diabética, debido a los 

altos costos ya no se realizaron más estudios (Apfel et al 2000 y 2002). 
 
 
 

Por  otra  parte  el  ácido  retinoico  (AR)  es  esencial  para   la  diferenciación  y 

reproducción celular. El AR ha mostrado tener efectos neurotróficos, además de 

incrementar  la expresión  de  los factores de crecimiento nervioso,  especialmente 



de NGF, e incrementar el número de receptores para este factor (Lee  et al 1998; 
 

 
Tredici et al 1998; Leinninger et al 2004). 

 
 
 

Sus efectos celulares del AR son mediante uniones entre receptores nucleares y 

mediante  factores  ligando-activados  en  la  trascripción.  Existen  dos  clases  de 

receptores, receptores del ácido retinoico (RARs) y receptores retinoico X (RXRs), 

con  tres  subtipos  cada  uno:  α,  β  y  γ.  Los  receptores  RAR  median  la  expresión 

génica  mediante  la  formación  de  heterodímeros  con  RXRs,  mientras  que  RXRs 

puede mediar la expresión formando homodímeros o bien formando 

heterodímeros con receptores huérfanos. Un mecanismo sugerido es a través de 

la  asociación  de  NGF  y  tRA  es  por  la  unión  del  receptor  nuclear  del  factor  β- 

inducible (NGFIβ) con la subsecuente heterodimerización de receptores retinóico- 

X (RXRs) y por la rápida inducción en células PC12 al administrar NGF (Corcoran 
 

 
1999). 

 
 
 

El  AR  tiene  un  intenso  efecto  protector  durante  el  desarrollo,  el  AR  endógeno 

promueve  la  diferenciación  neuronal  y  glial,  induciendo  la  diferenciación  del 

neuroblastoma humano e incrementando la síntesis de NFG, lo que sugiere que 

este  puede  tener  un  papel  como  regulador  transcripcional  de  la  regeneración 

nerviosa (Nakanishi et al 1996; Voigt et al 2000; Mey  2001). 
 
 
 

El AR tiene efectos notables en la diferenciación celular y proliferación; entre estos 

están   la   interferencia   de   la   activación   de   varios   factores   de   transcripción, 

incrementando la expresión de  receptor tirosina-kinasa A (trKA) receptor del NFG, 



aumentando   el   NFG   dependiente   de   la   sobrevida   de   neuronas   simpáticas, 
mejorando la derivación del factor neurotrófico cerebral; regeneración y regulación 
de la expresión del factor neurotrófico ciliar y mejorando el crecimiento neuronal 
por la activación del receptor  –X del AR en neuronas cultivadas  y células PC12 

 

 
(Von  Holst  et  al  1995;  Backman  et  al  1995;  Bogenmann  et  al  1998;  Plum  et  al 

 

 
1996; Cosgaya et al 1996; Mey et al 1999; Wang et al 1998; Brant et al 2002). 

 
 
 

El  ácido  retinoico  puede  potenciar  el  efecto  neuroprotector  del  NGF  y  otras 

sustancias  neurotróficas  que  comparten  vías  intracelulares  relacionadas  con  el 

crecimiento neuronal y sobrevida (Mey et al 1999; Plum 2001). En un sistema de 

retroalimentación,  el  AR  y  el  NGF  pueden  potenciarse  el  uno  al  otro,  el  NGF 

induce  la  síntesis  de  AR  por  la  vía  de  expresión  de  la  enzima  deshidrogenasa 

retinaldehido  tipo  2,  mientras  la  inhibición  de  la  síntesis  de  AR  bloquea  el 

crecimiento  neural  dependiente  de  NGF,  además  de  incrementar  los  niveles  de 

NGF, el AR estimula directamente el crecimiento neural por las mismas vías del 

NGF (Corcoran 1999). 



ESQUEMA  2 Posible  vía  de  acción  del  ácido  retinoico  de  la  estimulación  del 
factor de crecimiento neural. La cascada inicia cuando  el NGF y AR se unen al 
receptor de tirosin-cinasa (Trk por sus siglas en inglés) causando una fosforilación 
a receptores  intracelulares  de tirosinas. La unión de la proteína Src 
homologo/colagena  (Shc  por  sus  siglas  en  inglés)  a  estos  residuos  fosforilados 
puede  activar  el  fosfatidilinositol  3  cinasa  (PI3K)  y  caminos  de  la  activación  de 
proteína  cinasa  MAPK.  Los  caminos  de  PI3K  y  de  MAPK  traducen  señales  de 
supervivencia  a  la  neurona.  Así,  el  transporte  retrógrado  de  endocitosis  de  los 
receptores  de  Trk  promueve  supervivencia  y  la  regeneración  neuronales.  La 
activación de neurotropinas también es mediata por la fosfolipasa-C-g1 (PLC-γ por 
sus siglas en inglés) y el receptor del factor de crecimiento fibroblástico sustrato-2 

 

 
(FRS-2) cuando estas proteínas son unidos con  residuos fosforilados de tirosina o 

 

 
receptores de tirosina-cinasa (Leinninger et al 2004). 

 
 
 

La  administración  de  all  trans-ácido  retinoico  en  ratones  diabéticos  disminuye  la 

alteración bioquímica, morfológica y   clínica de la neuropatía diabética. La 

depleción drástica de factor de crecimiento neural en ratones diabéticos, no solo 

fue revertida, sino con la administración de AR se incrementó  significativamente 

comparado con los controles sanos (Arrieta et al 2005). 



 



OBJETIVO 
 

 
Determinar  el  efecto  del  tratamiento  con  all-trans  ácido  retinoico  cuando  la 

 

 
neuropatía ha sido establecida. 

 
 
 
 
OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 
Determinar  el  efecto  de  la  administración  de  AR  sobre  las  concentraciones  de 

 

 
NGF en ratones diabéticos  con neuropatía. 

 
 
 
 
Determinar  el  efecto  de  la  administración  de  AR  sobre  las  alteraciones  en 

 

 
sensibilidad en ratones diabéticos con neuropatía. 

 
 
 
 
Determinar el efecto de la administración de AR sobre las alteraciones 

 

 
ultraestructurales en nervio periférico de ratones con neuropatía. 



 



HIPÓTESIS 
 

 
La administración del ácido retinoico en ratones con neuropatía diabética 

 

 
aumentará el contenido de NGF en suero y nervio ciático. 

 
 
 
 
La administración de AR en ratones diabéticos reducirá las alteraciones sensitivas 

 

 
inducidos por la neuropatía. 

 
 
 
 
La  administración  de  AR  revertirá  las  alteraciones  ultraestructurales  en  nervio 

 

 
ciático inducidos por neuropatía 



 



METODOLOGÍA 
 

 
Para la realización de este estudio, fueron utilizados 120 ratones albinos machos, 

 

 
cepa NIH  con un peso promedio de 20 gramos y 2 meses de edad. 

 
 
 

Los animales fueron separados aleatoriamente en cuatro grupos. Los animales del 

grupo B (DM, n=30) recibieron intraperitonealmente estreptozotocina (STZ) (Sigma 

Chemicals  Co.  L.  St  Louis,  MO),  50  mg/kg  durante  5  días,  con  el  fin  de  inducir 

diabetes mellitus (DM) (Sandler et al 1985; Ordóñez et al 1994). El grupo C (DM 

más AR, n=30) recibió STZ de la misma forma que el grupo B; 30 días después y 

posterior a que se documentó la neuropatía sensitiva, recibieron diariamente, una 

inyección subcutánea de 20 mg/kg de la isoforma all-trans ácido retinoico (Sigma 
 

 
& Aldrich) suspendido en aceite de maíz durante 90 días; y el grupo D (AR, n=30) 

 

 
solo  recibió  20  mg/kg  de  all-trans  ácido  retinoico  subcutáneamente.  El  grupo  A 

 

 
(control, n=30) solo recibió subcutáneamente el vehículo (aceite de maíz durante 

 

 
60 días) Figura 1. 

 
 
 

Después  de  la  administración  de  STZ  se  realizaron  dos  cuantificaciones  de 

glucosa sérica, al inicio y al final del tratamiento con AR. La muestra de sangre se 

obtuvo  por  punción  en  la  cola  de  los  ratones  y  se  cuantificó  por  medio  de  un 

glucómetro comercial y tiras reactivas (BAYER México). El peso de los animales 

fue determinado al inicio y al final del tratamiento con AR. 
 
 
 
 
La prueba nociceptiva se realizó el día 30 y 90, (antes y después del tratamiento 

 

 
con AR) a todos los animales, se determinó el tiempo del retiro de la cola del ratón 



de  un  baño  de  agua  a  52°C.  La  temperatura  se  mantuvo  constante  durante  la 
prueba (Malan et al 2002). Al día 90 se sacrificaron los animales por inhalación de 
éter y se obtuvo la muestra de sangre por punción cardiaca además se resecaron 
ambos nervios ciáticos. 

 
 
 
 
CUANTIFICACIÓN DE FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL 

 

 
Para la cuantificación de NFG sérico y de nervio periférico, se utilizo la técnica de 

 

 
ensayo inmunoenzimático (ELISA). 

 
 
 

Para  cuantificar  NGF  sérico,  se  obtuvo  la  muestra  de  sangre  mediante  punción 

cardiaca,  inmediatamente  después  se  separó  el  suero  por  centrifugación  y se 

añadieron  20μg/ml  de  aprotinina  como  inhibidor  de  proteasa.  La  muestra  se 

congeló a –70 ºC hasta la realización del análisis. 
 
 
 

Para la medición de NFG en muestra nervio periférico, se extrajo nervio ciático y 

se  homogenizó  1:1  (peso/volumen)  con buffer  Tris-HCl  100mmol/l,  NaCl  400 

mmol/l   albúmina 2%, azida sódica 0.05%, pH 7.0 y los siguientes inhibidores de 

proteasa: PMSF 1mmol/l, aprotinina 7 mg/ml y EDTA 4 mmol/l. Posteriormente la 

muestra  se  centrifugó  a  1000  000x  g  por  10  minutos  a  4ºC.  El  sobrenadante 

obtenido se mezcló 1:1 con 0.2% de Tritón – X-100 de CaCl2 20mmol/l. 
 
 
 

Las muestras de nervio ciático y suero se procesaron en placas de microtitulación 

previamente unidas a  anticuerpos monoclonales contra el NGF (anti-β [2.5 S] 0.1 

mn/ml NFG) incubadas a 37ºC por dos horas y después lavadas con buffer de 



HCL/tritón X-100, pH 7. Posteriormente se tomaron 200µl del suero y nervio de  la 
muestra y se diluyeron sucesivamente en el mismo buffer (1:2 suero; 1:5 nervio 
ciático) se incubaron a 4°C toda la noche. Las placas se lavaron en tres tiempos 

 
con buffer Tris-HCL y  el anticuerpo monoclonal mouse anti-β (2.5 S); el NGF fue 

marcado con β-galactosidasa (Boehringer) en una solución 1:10. Después se puso 

a incubar 4 horas a 37°C se lavaron los pozos y la enzima se desarrolló como una 

solución en el sustrato de clorofenol rojo galactopirozina. La reacción colorimétrica 

se leyó a los 90 minutos, en el espectrofotómetro a 570 nm. Para cada muestra, el 

contenido de NGF se determinó al comparar el valor de la densidad óptica con una 

curva  estandarizada  hecha  con  diluciones  sucesivas  de  NGF  en  un  buffer  que 

contenga de 5 a 300 pg/ml de NGF. 
 
 
 
 
PRUEBA DE SENSIBILIDAD 

Para medir umbral de propiocepción térmica se utilizó un baño maría con el agua 

a  una  temperatura  constante  de  48°C,  para esta  prueba  se  sujetó  al  ratón  y se 

sumergió la cola dentro  del agua, y se tomó el tiempo en que tratara de sacarla. 
 
 
 
 
MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 

Para la evaluar el daño morfológico al nervio periférico, se disectó el nervio ciático, 

en la porción distal,  posteriormente  se fijó  con glutaraldehído al 4% se lavó con 

PBS al 2.5 % y fue posfijado con tetróxido al 0.5% por 1 hora, se deshidrató con 

acetona y se incluyó en bloques de resina. Se realizaron cortes finos de la sección 

transversal del nervio, después se tiñeron con acetato de uranil/ citrato de plomo, y 



se  examinaron  bajo  microscopía  electrónica  de  transmisión  (Zeiss  EM-10Ǻ).  La 
determinación  del  daño  observado  en  nervio  periférico,  se  analizó  mediante 
conteo  de  células  mielínicas,  células  de  Schwann,  células  amielínicas,  espacio 
endoneural, células remielinizadas y células muertas (Jacobs, et al 1985; Ochoa, 
et al 1969) 

 
 
 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 
El  tiempo  de  latencia,  el  contenido  de  NGF,  tanto  en  suero  como  en  nervio  y 

concentraciones   de   glucosa   fueron   presentados   como   medias   ±   desviación 

estándar (DE). Para comparación de análisis indiferenciados fue utilizado análisis 

de  varianza  (ANOVA)  en  el  test  Kruskal-Wallis  de  acuerdo  a  la  distribución  de 

datos  (normal  y  no-normal)  determinado  por  la  prueba  Kolmogorov-Smirnov.  El 

valor  fue  fijado  p=0.05.El  análisis  se  realizó  usando  el  software  SPSS  para 

Windows versión 12. 



 



RESULTADOS 

No  se  encontró  diferencias  en  peso  corporal  de  los  animales  entre  todos  los 

grupos  al  día  30  y  90.  Los  niveles  de  glucosa  en  suero,  antes  de  inicio  del 

tratamiento (en el día 30) fueron significativamente más altos en los grupos de DM 

(287.5  ±  75mg  dL-1)  y  DM  más  AR  (314.28  ±  80mg  dL-1),  cuando  fueron 

comparados  con  el  grupo  control  (78  ±  17mg  dL-1)  y  AR  (90  ±  23mg  dL-1) 
 

 
(p<0.001). No existieron diferencias entre los grupos de DM y DM más AR (Figura 

2A). Los niveles de glucosa en el día 90, (posterior al tratamiento con vehículo y 

AR), fueron también significativamente mayores en los grupos DM (271 ± 56 mg 

dL-1) y DM más AR (282.85 ± 84mg dL-1) con respecto a los grupos control (90 ± 
 
21.3mg dL-1), y el grupo AR (90 ± 21.3mg dL-1). No existieron diferencias entre los 

 

 
grupos de DM y DM más RA (Figura 2B). 

 
 
 

Los  resultados de  la  prueba  de  sensibilidad   pretratamiento,  mostraron  un 

aumento en el tiempo de latencia de los grupos DM (23.18 ± 3.7 segundos) y DM 

más AR (22.05 ± 3 segundos) cuando se compara con el grupo control (10.9 ± 2.6 

segundos)  y  el  grupo  de  AR  (12  ±  3.6  segundos)  (p<0.001).  No  existieron 

diferencias  entre  los  grupos  de  DM  y  DM  más  AR.  (Figura  3A).  La  prueba  de 

sensibilidad postratamiento (al día 90) mostró un aumento en el tiempo de latencia 

solo  en  el  grupo  de  DM  (27  ±  3.93  segundos)  comparado  con  el  grupo  control 
 

 
(12.8 ± 2.9 segundos), AR (13.2 ± 3 segundos) y DM más AR (10 ± 2 segundos) 

 

 
(P<0.0001). No existieron diferencias entre estos últimos grupos. (Figura. 3B) 



Los contenidos en suero y nervio ciático se muestran en la figura 4 A y B. NGF en 
suero decreció en el grupo DM (54.7 ± 51.3 pg/mg-1), cuando se compara con el 
grupo control (110 ± 10 pg/mg-1), AR (121 ± 11 pg/mg-1) y DM más AR (280 ± 50 
pg/mg-1P<0.0001). NGF en nervio solo decreció en el grupo DM (758 ± 51 pg/mg- 

 
1) cuando se compara con el grupo control (1,482 ± 101 pg/mg-1) y AR (1,585 ± 

119  pg/mg-1)  (p<0.05).  Sin  embargo  el  contenido  de  NGF  se  incrementa  en  el 

grupo DM más AR (2,380 ± 524 pg/mg-1) cuando se compara con el grupo control, 
 

 
AR y DM (P<0.001). 

 
 
 

Los  resultados  del  análisis  ultraestructural  se  muestran  en  la   Fig.  5   y  se 

representan en la Fig. 6. Solo se encontraron diferencias entre grupos en número 

de fibras amielínicas y regeneración neural. La media de axones   amielínicos fue 

significativamente  mas  bajo  en  los  ratones  diabéticos  (37,116  ±  2,599)  que  los 

grupos  controles  y  AR  (34,179  ±  5,238  p=0.034  y  46,  0008  ±  5,568  P=0.007 

respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre los animales 

diabéticos  tratados  con  AR  (68,372  ±  7,856)  y  los  otros  grupos.  Los  ratones 

diabéticos  tratados  con  AR  tienen  evidencia  significativa  de  regeneración  neural 
 

 
(1,127 ± 141), cuando se comparan con los controles (90.7±48), DM (24±20) y el 

 

 
grupo AR (100±79) con una  P<0.0001. 



 



DISCUSIÓN 

Los  ratones  diabéticos,  tanto  del  grupo  B  (DM)  y  C  (DM  más  AR)  presentaron 

neuropatía claramente establecida manifestada por hipoestesia, a las 6 semanas 

posterior  al  tratamiento  con  STZ  y  antes  de  recibir  tratamiento  (vehículo  y  AR 

respectivamente), similar a las manifestaciones clínicas de pacientes con 

neuropatía diabética (Vinik 2006). La administración de AR en ratones del grupo 

C, revirtió las alteraciones en la sensibilidad con tiempos de latencia similares a 

las que se obtuvieron en el grupo A (control) y el grupo D (AR). 
 
 
 
 
Los cambios no solo fueron a nivel sensitivo, sino también revirtió las alteraciones 

 

 
morfológicas ultraestructurales e incrementó la regeneración neuronal. 

 
 
 

En un estudio previo, nosotros demostramos que el AR es capaz de prevenir el 

desarrollo  antes  de  que  la  neuropatía  este  establecida  (Arrieta  et  al  2005),  sin 

embargo estos resultados tuvieron un impacto limitado debido a que el tratamiento 

con  AR  disminuyo  también,  los  niveles  de  glucosa  en  suero;  posiblemente 

consecuencia de un efecto agonista sobre el receptor de la peroxisoma 

proliferación-activación   (PRAR   por   sus   siglas   en   ingles),   el   cual   induce   la 

expresión de múltiples genes que regulan el metabolismo de la glucosa (Lee 2006) 
 
 
 

Ahora en este estudio mostramos que el tratamiento con AR revierte la neuropatía, 

previamente   establecida   sin   cambio   en   los   niveles   de   glucosa   de   ratones 

diabéticos antes y después del tratamiento (Figura 1). 



 



CONCLUSIÓN 

Este estudio confirma que el ácido retinoico puede revertir el daño producido por la 

neuropatía diabética induciendo la producción de NGF en el modelo experimental 

de  neuropatía  diabética.  Esto  sugiere  un  potencial  efecto  terapéutico  del  AR  en 

pacientes con neuropatía. 
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FIGURA 1 Esquema de tratamiento utilizado en este estudio. 



A 
500 

 
 
 

400 
 

 
GLUCOSA PRETRATAMIENTO 
 
 

* ** 
 

300 
 
 
 

200 
 
 
 

100 
 
 
 

0 
CONTROL 

CONTROL AR DM DM más AR 
*p<0.001  Cuando se compara con Control y AR 

**p<0.001  Cuando se compara con Control y AR 
 
 
 
 
B GLUCOSA POSTRATAMIENTO 

 
400 

 
 
 

300 

 

* ** 
 

 
 
 

200 
 
 
 

100 
 
 
 

0 
CONTROL AR 1 

 
 
 
 
DM DM más AR 

*p<0.001  Cuando se compara con Control y AR 
**p<0.001  Cuando se compara con Control y AR 

 
 

FIGURA 2 Niveles de glucosa en sangre de los grupos tratados DM y DM más AR 

muestran  un  aumento  significativo  (p=0.001),  con  respecto  al  grupo  control  (A). 

Las concentraciones de glucosa se mantuvieron altas en la segunda 

cuantificación. (B). 
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FIGURA 3 La prueba de sensibilidad para temperatura muestra disminución en la 

 
prueba  termosensible  en  los  grupos  DM  y  DM  más  AR  tratados  con  STZ 

(p=0.001). Esto confirma  el desarrollo de la neuropatía (A). La prueba 

postratamiento   muestran incremento   en   sensibilidad   a   temperatura   en   los 

animales tratados con AR (p=0.0001) comparados con el grupo DM sin tratamiento 
 

 
(B). 
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FIGURA  4  Concentraciones  de  NGF  in  suero  (A)  y  nervio  ciático  (B)  son 

aumentados   cuando   los   animales   son   tratados   con   AR   (p=0.0001).   Por   lo 

contrario, se muestra una disminución de NGF in nervios periféricos en animales 

del grupo DM, no tratados, comparados con el grupo Control (p=0.001). 
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FIGURA 5 Imagen ultraestructural del nervio ciático de controles, tratados con AR, 

DM   y   ratones   control   (x   6958).   A)   En   los   ratones   control   se encuentran 

preservados los axones mielínicos (M)  y   amielínicos (A). B)  Se encontró 

resultados  similares  a  los  controles  en  el  grupo  AR  C).  En  ratones  diabéticos 

tratados con  AR, la preservación de axones amielínicos  y evidencia de 

regeneración neural (Rp) fue encontrada, no se observo incremento en el espacio 

endoneural  (E).  D)  En ratones diabéticos  sin  tratamiento  se  encontraron axones 

amielinicos e incremento del espacio endoneural (E). 
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FIGURA 6 A) La cuantificación de el número de axones mielínicos fue 

significativamente mas bajos en los ratones diabéticos cuando se compara con los 

grupos  control  (P=0.034)  y  AR  (p=0.007).  B)  Con  respecto  a  las  bandas  de 

regeneración   se   muestra   un   incrementó   en   el   grupo DM   tratado   con   AR 
 

 
(p=0.0001) en comparación con los demás grupos. 
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