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RESUMEN

La neuropatia diabética aparece en el 50% de los pacientes
que padecen diabetes tipo Il. La literatura apunta a que los
individuos con neuropatia pueden sufrir hipohidrosis en
la piel de los pies, hecho que condiciona en parte la apa-
ricion del pie diabético. Para la realizacién de este trabajo
se han procesado muestras de piel glabra digital de indivi-
duos control y otros con neuropatia dolorosa y no dolorosa
mediante anticuerpos especificos (5100, a-SMA, EMA, CD34
y TRPV1) con el objetivo de estudiar el nimero, morfolo-
gia y patrén proteico basico de las glandulas sudoriparas
para profundizar en el conocimiento de esta afeccion. Los
resultados demuestran disminucién en el numero y deses-
tructuracion de las glandulas, que presentan un estrecha-
miento de la luz de los conductos y alteraciones en la capa
muscular; ademas de detritus, afectando en mayor medida
a los pacientes con neuropatia diabética dolorosa. Ademas,
el canal TRPV1, relacionado con la estimulacion de la secre-
cion, se expresa menos en los individuos con neuropatia,
especialmente la dolorosa.

Palabras clave: Neuropatia diabética, Glandulas sudoripa-
ras, Sistema Nervioso Autbnomo.
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ABSTRACT

Diabetic neuropathy occurs in 50% of patients with type Il
diabetes. Literature suggests that individuals with neuropa-
thy may suffer from hypohidrosis in the skin of the feet, a fact
that partly conditions the appearance of diabetic foot. For
this study, samples of digital glabrous skin from control in-
dividuals and others with painful and non-painful neuropa-
thy were processed using specific antibodies (5100, a-SMA,
EMA, CD34 and TRPV1) with the aim of studying the number,
morphology and basic protein pattern of the sweat glands in
order to gain a deeper understanding of this condition. The
results show a decrease in the number and deconstruction
of the glands, which show a narrowing of the lumen of the
ducts and alterations in the muscular layer, as well as detri-
tus, affecting patients with painful diabetic neuropathy to
a greater extent. In addition, the TRPV1 channel, which is
involved in stimulating secretion, is less expressed in indivi-
duals with neuropathy, especially painful neuropathy.

Key words: Diabetic neuropathy, Sweat glands, Autonomic
Nervous System.

1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico
que constituye una de las enfermedades crénicas mas
comunes en todo el mundo. " Ademas de las muchas
consecuencias derivadas del incremento de los niveles
de glucosa en sangre, a menudo los pacientes desarrollan
complicaciones mas graves, entre ellas la neuropatia. @
Las personas con neuropatia diabética (DPN) presentan
una afectacion del sistema nervioso periférico, con reduc-
cion en la velocidad de la conduccion nerviosa, pérdida de
las fibras distales y reduccion en el diametro axonal. ® Los
pacientes que sufren neuropatia de fibra fina desarrollan
sintomas somaticos y auténomos. Dentro de los sintomas
somaticos se incluye entumecimiento, parestesia, hipo o
hiperalgesia, alodinia y dolor neuropdético; mientras que
los auténomos estan ligados a la sequedad de ojos y boca,
alteracion de la movilidad gastrointestinal, variabilidad de
la frecuencia cardiaca y sudoracion anormal. @

Los trastornos neuropaticos se presentan asociados a la
gravedad de la enfermedad y aparecen con mayor prepon-
derancia en los pacientes con mas afos de evolucién. © A
efectos practicos, en relaciéon con la extremidad inferior y
concretamente con el pie y los dedos, se traduce en pérdi-
da dela sensibilidad, dolor o sequedad en la piel. Estudios
recientes han demostrados que en la neuropatia diabéti-
ca la funcidon sudomotora es uno de los marcadores mas
sensibles que identifican la afectacién del sistema nervio-
so auténomo.® La hipohidrosis juega un papel importan-
te en el desarrollo del pie diabético ya que, la disminucién
de la sudoracién conlleva un aumento de la temperatura
corporal, se produce mayor sequedad en la piel y, por tan-
to, hay mayor susceptibilidad a las infecciones, aumentan-
do asi el riesgo de ulceraciones y necesidad de amputa-
cién en las extremidades inferiores.



Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se entiende
la importancia de la realizacion de un estudio en profun-
didad de las glandulas sudoriparas en los individuos que
sufren de neuropatia diabética. Nuestro propésito con este
trabajo es estudiar la morfologia y patrén proteico basico
en las glandulas sudoriparas en la piel de los individuos
aquejados de diabetes tipo Il con polineuropatia simétrica
distal a través del uso de anticuerpos especificos. Ademas,
se investigara si existen variaciones de las glandulas a nivel
superficial y profundo en la piel ya que, la afectacién nervio-
sa en la neuropatia va de distal a proximal.

Cabe destacar que se estudiaron 2 grupos de pacientes, con
DPN dolorosa y no dolorosa, ya que datos previos de nues-
tro grupo demostraron que la afectacién nerviosa sensitiva
somatica es mayor en individuos con dolor que sin él y se
plantea si la gravedad de la afectacion del sistema nervioso
somatico va pareja a la afectacién del sistema autonomo.

La investigacién continuada sobre la neuropatia diabética
a lo largo de la ultima década ha descubierto el funciona-
miento de muchas de las complejidades relacionadas con
esta patologia, sin embargo, quedan numerosas incégni-
tas relacionadas con esta enfermedad tan prevalente en la
sociedad actual. Asi, este estudio se propone ahondar un
poco mas en el conocimiento de las alteraciones que pa-
decen los pacientes con neuropatia diabética, en nuestro
caso en lo que atafie a la morfologia y patrén proteico de
las glandulas sudoriparas.

A dia de hoy, cada vez mas expertos se centran en desarro-
llar dispositivos no invasivos que utilizan reacciones elec-
troquimicas de la piel para realizar una evaluacién objetiva
del funcionamiento de las gldndulas sudoriparas y utilizar
estos resultados como un método de diagnoéstico precoz
de la neuropatia diabética, ™ ya que en la actualidad sigue
habiendo un retraso en el diagnéstico de esta afeccion, pro-
duciendo en muchos casos el agravamiento de su sintoma-
tologia. ®

2.ESTADO ACTUAL
2.1. Diabetes mellitus: neuropatia diabética

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico heterogé-
neo que se caracteriza, principalmente, por un aumento
de glucosa en sangre debido al deterioro de la secrecion
de insulina, la accién defectuosa de la insulina secretada, la
resistencia de los tejidos a la accién de la insulina, o de una
combinacion de los factores anteriores.” A lo largo de las
tres ultimas décadas, el niUmero de personas con diabetes
mellitus se ha cuadruplicado a nivel mundial alcanzando
cifras epidémicas y se prevé que en el afo 2045 habra 629
millones de afectados."” La creciente prevalencia de la dia-
betes mellitus, especialmente la de tipo 2, esta fuertemente
ligada al aumento de la obesidad, tanto en los paises desa-
rrollados como en los que se encuentran en vias de desa-
rrollo. Por otro lado, un estilo de vida sedentario es uno de
los puntos clave que pueden explicar el aumento de esta
afeccion que constituye, en la actualidad, la novena causa
de muerte en el mundo.™
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La neuropatia diabética es una de las complicaciones cré-
nicas mas frecuentes en pacientes que padecen diabetes
mellitus y se caracteriza por una pérdida de la funcién
sensorial que comienza distalmente de manera gradual
o insidiosa (a menudo en las extremidades inferiores) y
progresa en sentido proximal produciendo un dolor neu-
ropatico incapacitante que se describe como quemante,
lacerante y con frecuentes exacerbaciones durante el re-
poso. Se estima que, con el tiempo, al menos el 50% de las
personas con diabetes acaban desarrollando una neuro-
patia diabética. ® Asimismo, es una de las principales cau-
sas de amputacién de los miembros inferiores, hecho que
tiene un efecto muy negativo sobre la calidad de vida de
la personay se asocia con una expectativa de vida bastan-

te baja (en promedio, solo 2 afos desde la amputacion).
12)

Esta patologia presenta un amplio rango de manifesta-
ciones clinicas y de estadios de gravedad, que se pueden
clasificar en funcién del tipo de nervio afectado (sensitivo,
motor o auténomo), el lugar de la lesién nerviosa (focal,
multifocal o generalizada) y el curso temporal de la enfer-
medad (aguda o crénica). ¥ La manifestacién neuropa-
tica mas comun es la polineuropatia simétrica distal que
puede provocar alteraciones sensoriales, entre las cuales
se encuentra la disminucién de la capacidad de deteccién
de frio y calor y de la sensibilidad tactil, de forma que los
pacientes son propensos a sufrir lesiones en los pies. La
afectacion del sistema nervioso comienza con las fibras
finas (nociceptivas y del sistema autonomo) y después se
extiende a las fibras gruesas. A nivel axonal se caracteriza
por la reduccion de la velocidad de conduccién de los es-
timulos, pérdida de fibras distales y reducciéon de diame-
tro axonal. ®

La disfuncién auténoma presenta signos y sintomas re-
lacionados con las distintas funciones controladas por el
sistema nervioso auténomo tales como la contractibilidad
del corazény los vasos sanguineos, la motilidad intestinal,
el correcto funcionamiento de la vejiga o la funcién pupi-
lar, eréctil y sudomotora. 141

Para su diagndstico se encuentran disponibles varias téc-
nicas que pueden complementar la evaluacién clinica;
pero, aun asi, la neuropatia sensoriomotora crénica suele
tener un diagnéstico tardio, cuando ya se ha producido
una lesion nerviosa irreparable. Ademas, los tratamientos
para esta afeccion son limitados: solo el control estricto
de la glucosa en la diabetes tipo 1 tiene evidencia sélida
de reducir el riesgo de desarrollar neuropatia diabética.
Sin embargo, ni el control de la glucosa ni los tratamien-
tos patogénicos son efectivos en la neuropatia diabética
periférica dolorosa, y los tratamientos sintomaticos no
suelen ser adecuados. ©

2.2, Glandulas sudoriparas

Los seres humanos tenemos 4 millones de glandulas su-
doriparas exocrinas, que a su vez se pueden clasificar en
glandulas ecrinas y glandulas apocrinas. '’ En general se
pueden clasificar las glandulas sudoriparas como:
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 Glandulas apocrinas, son de gran tamano y se activan,
normalmente, después de la pubertad ya que se encuen-
tran principalmente en las axilas, el monte de Venus, la
region externa del meato auditivo, las areolas y la zona
perianal. Las glandulas apocrinas secretan sudor con pro-
teinas y sustancias quimicas lipofilicas, como las feromo-
nas y los esteroides. Es por esto por lo que la excitacion
sexual y el estrés emocional ya sea ansiedad, dolor o mie-
do desencadenan la secrecion de este tipo de glandulas
que estan mediadas por el sistema limbico. En la piel, se
encuentran en la grasa subcuténea profunda de la capa
dérmica y estdn compuestas exclusivamente de células
mioepiteliales que forman un glomérulo de tubulos se-
cretores y un conducto excretor que desemboca en el fo-
liculo piloso. @7

+ Glandulas ecrinas, componen alrededor del 90% de las
glandulas sudoriparas corporales y tienen una amplia
distribucidn, encontrandose sobre todo en las palmas
de las manos y las plantas de los pies, y son, por tanto, el
objeto de estudio de este trabajo fin de grado. Este tipo
de glandulas estan involucradas en la termorregulacion.
Las gldndulas ecrinas estan formadas por un conducto
excretor que llega a la superficie de la piel y un glomérulo
secretor en la dermis. '7)

— El ducto estd formado por: células basales (externas) y
células luminales (internas).®

— El glomérulo secretor esta formado por tres tipos de cé-
lulas: claras, oscuras y mioepiteliales. " Las células cla-
ras poseen una intrincada membrana basal, entre ellas
se forman canaliculos que se abren al lumen, tienen
gran cantidad de mitocondrias y villi, y son las células
secretoras principales. Las células oscuras se caracteri-
zan por tener muchos granulos electro- densos y ayu-
dan a las células claras en su labor secretora. 2% Las célu-

las mioepiteliales se sitian sobre la membrana basal y
proporcionan apoyo a la pared del glomérulo contra
la presion hidrostatica luminal, que se incrementa du-
rante la sudoracion. 2

El Sistema Nervioso Central y el Sistema Nervioso Auténo-
mo regulan la secrecién del sudor a través de la liberacion
de neurotransmisores como la acetilcolina y la noradrena-
lina. Asi, las glandulas sudoriparas ecrinas estan inervadas
por fibras nerviosas colinérgicas y adrenérgicas amielini-
cas sudomotoras. @"

La funcion de las glandulas sudoriparas es generar el sudor.
La produccion de sudor y la evaporacion de éste juegan un
papel fundamental en la termorregulacién corporal. Esto
es aun mas evidente cuando la capacidad de sudar se ve
comprometida durante periodos de trabajo fisico fatigan-
te y/o exposicion a ambientes especialmente calurosos, ya
que el estrés por calor puede llegar a producir un golpe de
calor si no se proporcionan medios alternativos de enfria-
miento corporal.®?” Ademas, a través de la eliminacion del
sudor, las glandulas sudoriparas median en funciones fisio-
I6gicas tales como la liberacién de productos de desecho
metabdlicos, la eliminacion de exceso de micronutrientes
y sustancias téxicas del cuerpo y actuar como mecanismo
de respuesta ante el estrés emocional. ??

2.3. Neuropatia diabética: relacién con las glandulas
sudoriparas

La hiperglucemia a largo plazo aumenta el riesgo de pa-
decer neuropatia. Los pacientes que sufren neuropatia de
fibras finas pueden cursar con afectacion del sistema ner-
vioso somatico y del auténomo. La neuropatia diabética
que afecta al sistema nervioso autonomo conlleva una
disfuncién de las terminaciones nerviosas autbnomas in-
hibiendo la liberacién de neurotransmisores a las glandu-

Figura 1. a. Morfologia bdsica de las glindulas sudoriparas. (Fuente: Hu, Y., Converse, C., Lyons, M. C., & Hsu, W. H. Neural control of sweat
secretion: a review. The British journal of dermatology. 2018; 178(6): 1246—1256. hitps://doi.org/10.1111/bjd. 15808 ). ? b. Estructura y tipos
celulares de las glandulas sudoriparas ecrinas (Fuente: Lin, Y., Chen, L., Zhang, M., Xie, S., Du, L., Zhang, X., & Li, H. Eccrine Sweat Gland and
Its Regeneration: Current Status and Future Directions. Front Cell Dev Biol. 2021; 9: 667765. hitps://doi.org/10.3889/fcell. 2021.667765 ). ¥
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Figura 2. Inervacion simpdtica en glindulas sudoriparas ecrinas nativas en la piel. Imdgenes representativas de la tincion inmunofluorescente para
el marcador general de fibras nerviosas PGP 9.5 (a), el marcador de fibras nerviosas adrenérgicas TH (b) y los marcadores colinérgicos de fibras ner-
viosas VIP (c) y ACLE (d) (Fuente: Zhang, M., Li, H., Chen, L., Fang, S., Xie, S., & Lin, C. Three-dimensional reconstructed eccrine sweat glands
with vascularization and cholinergic and adrenergic innervation. Journal of molecular histology. 2018; 49(4): 389—-846. hitps://doi.org/10.1007/

s10785-018-9773-4 ). ¥

las sudoriparas. (23) Esta es una de las principales causas
de sudoracién anormal, ya sea generando hipohidrosis o
hiperhidrosis. (12) En el caso de los pies, la disfuncion su-
domotora esta asociada a la sequedad en la piel, hecho que
se relaciona con un aumento en el riesgo de padecer ulce-
raciones y con una cicatrizacion deficiente de las heridas en
estos individuos. (24)

Estudios previos realizados en humanos demostraron una
disminucién de la inervacién en las glandulas sudoriparas
de pacientes afectados por neuropatia que cursaban con
anhidrosis y una pérdida de volumen de las glandulas su-
doriparas tras un aflo o mas de evolucién. (25) Mediante la
técnica de microscopia confocal se demostré la disminu-
cién de la inervacién en las glandulas sudoriparas en los
individuos con neuropatia periférica relacionada con el al-
cohol. (26)

Respecto a la neuropatia diabética, con posterioridad, en
modelos murinos se comprobd que la inervacién autoné-
mica de las glandulas sudoriparas en las almohadillas plan-
tares se reduce significativamente en los ratones diabéticos
y que estos animales formaban menos gotas de sudor.?”
Desde el 2019 se ha demostrado en humanos que la diabe-
tes mellitus se asocia con una reduccidn significativa de la
sudoracién que, puede afectar gravemente a la capacidad
de disipar el calor en momentos de cargas térmicas altas
llegando incluso a producir intolerancia al calor. ??

La hipohidrosis es una afeccion en la que se produce una
disminucion de la sudoracién en respuesta a estimulos
apropiados, de manera que puede dar lugar a hiperter-
mia, agotamiento por calor, golpe de calor o, incluso,
muerte. Su manifestacion mas extrema se denomina
anhidrosis, que es la ausencia total de sudoracién, con

Figura 3. Cuantificacion de las fibras nerviosas presentes en las glindulas sudoriparas ecrinas mediante microscopia confocal de un paciente con neuro-
patia periférica (Fuente: Nakamura, M., Namiki, T., Munetsugu, T., Hashimoto, T., Fujimoto, T., & Yokozeki, H. Image Gallery: Acquired anhidrosis
assoctated with alcohol-related peripheral neuropathy, a potential cause of anhidrosis due to reduced innervation of eccrine glands. The British journal of

dermatology. 2019; 180(2): 85. hitps://doi.org/10.1111/bjd.17247). ?9
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Tabla 1. Condiciones y medicamentos que alteran la funcion de las gldndulas sudoriparas. (Fuente: Baker. L.B. Physiology of sweat gland function:
The roles of sweating and sweat composition in human health. Temperature. 2019; 6(8): 211-259. hitps://doi.org/10.1080/28828940.2019.168

2145) (22).

Condiciones 'y

. Momento
medicamentos

Efecto sobre la tasa de sudoracion y/o composicion del sudor

Sudoracién reducida con TIDM y T2DM; mecanismos potenciales relacionados con la
neuropatia autondémica y la reduccién de la termosensibilidad, reduccién de la tasa de

Diabetes Mellitus Crénico

sudoracién maxima y/o menor nimero de gldndulas sudoriparas activas; deterioro de

la capacidad para disipar el calor, especialmente durante cargas térmicas mas altas y en
personas con un nivel de condicién fisica mas bajo.

la consecuente sequedad de la piel. Recientes estudios
realizados mediante biopsias de la piel de pacientes dia-
béticos con sindrome anhidrético muestran que las fibras
nerviosas presentan un engrosamiento en forma de huso y
fragmentacién en la zona adyacente a las glandulas sudori-
paras. Esta anomalia morfolégica produce una pérdida de
sensibilidad a la temperatura debida a la disfuncién de las
terminaciones nerviosas, que son incapaces de liberar los
neurotransmisores adecuados para estimular a las glandu-
las sudoriparas. '?

Mas recientemente, la diabetes se ha relacionado con alte-
raciones en la regulacién de la temperatura durante la ex-
posiciéon al estrés térmico. Aunque sigue siendo un nuevo
campo de investigacion, el tema de la diabetes y la expo-
sicion al calor ha cobrado especial interés a raiz del cambio
climatico y la creciente prevalencia de las olas de calor. De
hecho, se ha constatado que las personas con diabetes de
tipo 1y 2 son especialmente vulnerables durante los epi-

sodios de calor extremo, incrementando con creces el
numero de hospitalizaciones y defunciones durante estos
periodos de tiempo. Las recomendaciones de actividad
fisica publicadas mas recientemente para las personas
con diabetes destacan su susceptibilidad a los episodios
adversos relacionados con el calor y advierten contra el
esfuerzo fisico en caso de altas temperaturas. ?®

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1. Hipoétesis

La literatura apunta a que los individuos con neuropatia
diabética pueden sufrir hipohidrosis en la piel de los pies.
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, cabria
esperar que las glandulas sudoriparas de estos enfermos
presenten cambios profundos en su morfologia, nimero
o patrén de expresion proteico. Sin embargo, no abundan

Figura 4. La Diabetes Mellitus tipo 1 y tipo 2 se asocian con alteraciones en la sudoracion ecrina que conducen a una marcada reduccion en la capacidad
de disipar el calor. Esto se explica principalmente por una termosensibilidad reducida iy un nivel mdximo o meseta mds bajo de sudoracion sin cambios en
el umbral de inicio. Los mecanismos aiin no se han entendido por completo; sin embargo, hay evidencia de cambios mediados central y periféricamente en
el funcionamiento de las glandulas sudoriparas. (Fuente: Glen P. Kenny, Ronald J. Sigal & Ryan McGinn. Body temperature regulation in diabetes.
Temperature 2016; 3(1): 119-145, hitps://doi.org/10.1080/23828940.2015.1181506). 2
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los datos sobre los cambios que sufren las glandulas sudori-
paras en estos pacientes mas alla del conocimiento sobre la
perdida de inervacion vegetativa en las mismas.

Por tanto, en el presente estudio se han planteado los si-
guientes objetivos generales y especificos:

3.2. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el cono-
cimiento de la neuropatia diabética estudiando el nimero,
morfologiay patron deinmunomarcaje paralos anticuerpos
seleccionados (EMA, CD34, S100P, a-SMA y TRPV1), en las
glandulas sudoriparas de la piel glabra de los pies de los in-
dividuos con neuropatia diabética. Asi, como aportar datos
sobre las diferencias entre la neuropatia no-dolorosay dolo-
rosa; y su posible relacién con la severidad de la enfermedad.

3.3. Objetivos especificos

1. Estudiar la morfologia e histologia de las glandulas sudo-
riparas en los individuos control y con neuropatia diabé-
tica dolorosa y no dolorosa con la tincién de HE y la in-
munotincion de CD34 que identifica la membrana basal.

2. Estudiar el patrén de inmunomarcaje de los anticuerpos
EMA (Antigeno epitelial de membrana), a-SMA (a-actina
de musculo liso), ST00P (proteina S100) y TRPV1 (recep-
tor de potencial transitorio V1) en las glandulas sudori-
paras de la piel glabra del dedo del pie de los diferentes
grupos a estudio: control, neuropatia diabética dolorosa
y no dolorosa.

3. Cuantificacion del niumero del nimero de ductos (S100P
positivos) y el numero de glomérulos (a-SMA positivos)
en los individuos control y los grupos con DPN dolorosa
y no dolorosa.

4. MATERIAL Y TECNICAS
4.1. Material

Para la realizaciéon del presente estudio se han utilizado
muestras de piel glabra digital humana de la cara palmar de
la falange distal del primer dedo del pie de sujetos no dia-
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béticos (n=10) obtenidas mediante autopsias rutinarias; y
de sujetos con neuropatia diabética extraidas mediante
amputacién. Ambos grupos a estudio presentaban una
edad comprendida entre 40 y 80 afos. (Tabla 2)

Este material fue obtenido del Servicio de Anatomia Pato-
I6gica del Hospital Universitario Central de Asturias (Ovie-
do) y del Servicio de Cirugia Vascular del Hospital de Jove
(Gijén), de acuerdo con el cumplimiento de la legislacion
espanola (RD 1301/2006; Ley 14/2007; RD 1716/2011; Or-
den ECC/1404/2013), firmado previo consentimiento en
el que se incluye la posibilidad de abandono del estudio y
conforme a las directrices de la declaracién de Helsinki II.

En el caso del grupo de los sujetos enfermos, antes de la
amputacién del miembro se llevaron a cabo una serie de
pruebas:

+ Test de monofilamento para valorar la sensibilidad del
paciente.

« Test de capacidad de discriminacion de dos puntos con
el objetivo de conocer la capacidad discriminativa tanto
en los dedos como en la planta del pie y asi poder com-
prarlos con los individuos de control. De esta manera
somos capaces de explicar la existencia o no de diferen-
cias en los vasos, nervios y el patrén de expresion de los
anticuerpos a estudio.

« En los individuos con dolor neuropatico se realiz6 el
test DN4, el cual permite conocer la tipologia de este,
asi como su distribucion.

Por ultimo, cabe destacar que todas las muestras se fija-
ron en una solucién de formaldehido al 10% en PBS 1M
(pH 7,6) durante 24-72 horas, orientadas de forma per-
pendiculares a la superficie cutanea, deshidratadas y pro-
cesadas para inclusion rutinaria en parafina. Ademas de
esto, los bloques se cortaron en secciones de 10 micras
de espesor y se montaron en portaobjetos gelatinizados.

4.2. Técnicas

a. Técnicas morfoldgicas

Todas las muestras fueron desparafinadas mediante dos
pases de Xilol (20 minutos cada uno) y por una bateria de

Tabla 2. Muestra de individuos con Diabetes Mellitus incluidos a estudio.
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etanoles de gradacién decrecientes (10 minutos cada uno)
hasta agua corriente (20 minutos).

Hematoxilina-Eosina

Las secciones rehidratas se introdujeron en Hematoxilina
de Harris durante 10 minutos. A continuacién, se lavaron
con agua corriente y se pasaron 5 segundos por agua acida
(con acido acético glacial) y, posteriormente, en una solu-
cién de Eosina durante 30 segundos.

Por ultimo, las secciones se volvieron a lavar con agua co-
rriente, se deshidrataron en una bateria de alcoholes etili-
cos de concentraciones crecientes, se diafanizaron en Xilol
y se montaron con Entellan®.

b. Inmunohistoquimica simple mediante método
indirecto de PAP

Las secciones desparafinadas y rehidratadas se trataron con
H,0, al 3% durante 10 minutos para bloquear la actividad
peroxidasa enddgena, seguido de un lavado en tampdn
PBS (Phosphate Buffered Saline) TM a pH 7.6 con Tween-20
al 0.5% (PBS-T). A continuacion, se realizé el bloqueo de las
uniones inespecificas incubando las secciones durante 30
minutos con suero bovino fetal (BSA) al 20%.

Posteriormente, las secciones fueron incubadas toda la no-
che a 4°C en una cdmara humeda con los anticuerpos pri-
marios que se incluyen en la Tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos primarios usados, diluciony proveedor.

Anticuerpo Origen Dilucion Proveedor
TRPV1 Mouse 1:200 Alomone
S100 Mouse 1:1500 Dako

Alfa-actina Mouse Prediluido Leica
EMA Mouse Prediluido Leica
CD34 Mouse Prediluido Leica

Los diferentes componentes celulares de las glandulas su-
doriparas se identifican con:

« EMA: identifica el lumen de las glandulas. (30)

« S100P: positiva para los ductos de las glandulas sudori-
paras. (31)

+ a-SMA: marca las células mioepiteliales de los glomérulos.

« TRPV1: anticuerpo positivo para las glandulas relaciona-
do con estimulacion de secrecion. (32)

+ CD34: anticuerpo positivo para las membranas basales de
las glandulas.

Tras ser incubados con los anticuerpos primarios, se lavaron
las muestras en PBS-T durante 20 minutos y, después, se de-
jaron incubando 90 minutos a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario (EnVision® labelled polymer-HR an-
ti-conejo IgG en el caso de la S100 o de IgG anti-ratén para
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la Enolasa). Por ultimo, tras un lavado en PBS-T, se reveld
lainmunorreaccién con una solucién 3-3'diaminobencina
(DAB, kit de revelado Dako).

Las secciones se lavaron con agua, se deshidrataron en
una bateria de alcoholes etilicos en concentraciones cre-
cientes, se diafanizaron en Xilol y se montaron con Ente-
llan®. Las preparaciones se fotografiaron en un microsco-
pio éptico Nikon Eclipse 80i acoplado a una camara Nokia
DS-5M.

Los controles de la especificidad de la inmunorreaccién
se realizaron por exclusién del anticuerpo primario o por
incubacién con suero de conejo no inmune en lugar del
anticuerpo primario. En ambos casos el inmunomarcaje
fue completamente abolido.

¢. Doble inmunohistoquimica con microscopia confocal

Las muestras se desparafinaron y se rehidrataron. A conti-
nuacion, se trataron con una solucién de BSA al 1% en PBS
durante 30 minutos y lavadas 20 minutos en PBS-T. Sequi-
damente, fueron incubadas con una mezcla 1:1 de los dos
anticuerpos primarios seleccionados CD34 y TRPV1 (para
la deteccién simultdnea de dos antigenos, inmunohisto-
quimica doble) durante toda la noche, a 4° C en cdmara
himeda. Tras lavar las preparaciones con PBS-T durante
30 minutos, los cortes se incubaron con los anticuerpos
secundarios durante 90 minutos: primero con Alexa Fltor
488 (Invitrogen, Paisley, Reino Unido), después con IgG de
cabra anti- conejo a una dilucién 1:200 en PBS; y a conti-
nuacién con Cy3, IgG de asno anti-ratén (Jackson Immu-
noresearch Laboratories, Pensilvania, USA), diluido 1:50
en PBS. Para realizar el método simple se omitié este ul-
timo paso. La incubacion con los anticuerpos secundarios
se llevo a cabo en camara oscura himeda a temperatura
ambiente.

Entre las dos incubaciones y a posteriori, se realizd un la-
vado en PBS-T. Las preparaciones fueron montadas con
Fluoromount-G (Southern-Biotech, Alabama, USA). La in-
munofluorescencia fue detectada usando un microscopio
automatico de fluorescencia Leica DMR-XA acoplado a un
software de Captacion de Fluorescencia Leika Qfluoro (Ser-
vicio de Proceso de Imagenes, Universidad de Oviedo). Los
controles de la especificidad de la reaccion consistieron
en omitir el anticuerpo primario, el secundario y ambos.
Ademas, se llevaron a cabo controles adicionales con el fin
de confirmar la ausencia de procesos de autofluorescencia
del tejido o producidos por el proceso de fijacion.

d. Andlisis cuantitativo

En secciones completas de piel glabra de individuos de
cada grupo a estudio (control, neuropatia mixta dolorosa
y neuropatia mixta no dolorosa) procesadas para la detec-
ciéon de ST00P, positiva para los ductos de las glandulas
sudoriparas, y a-SMA, que marca las células mioepiteliales
de los glomérulos.

La cuantificacion se realizo sobre tres campos al azar de
microscopia éptica a 10x aumentos tanto en la dermis su-
perficial (desde la capa basal de la epidermis hasta la base



de las papilas dérmicas) como en la dermis profunda (capas
mas profundas de la dermis e hipodermis).

5. RESULTADOS

5.1. Analisis morfolégico de las glandulas con la tincion
Hematoxilina-eosina y expresion de CD34 en los
tres grupos a estudio

La tincion de Hematoxilina-eosina permitié observar la
morfologia de las glandulas del grupo control, asi como de
los pacientes con DPN dolorosa y no dolorosa. Asimismo, el
anticuerpo CD34 permite marcar las membranas basales de
las glandulas con el fin de identificarlas mejor (ver Figura 5).
El grupo control presenta unos glomérulos bien definidos,
con una luz delimitada en su interior (Figura 5, a,d). La lami-
na basal que rodea tanto los glomérulos como los ductos es
positiva para el anticuerpo CD34. La inmunorreaccién fue
de gran intensidad en la propia ldmina, y con una continui-
dad visible alrededor de las glandulas (ver Figura 5, d), asi
como en los vasos sanguineos que se encuentran alrede-
dor de las mismas. Los individuos con neuropatia presentan
cambios similares en ambos grupos, los glomérulos presen-
tan una morfologia més aberrante (ver Figura 5, b,c), un as-
pecto edematoso en los pacientes con dolor (ver Figura 5,
c) y, en ambos casos, es llamativa la presencia de detritus
(senalados con las flechas en naranja) en la luz de los glo-
mérulos (Figura 5, b,c), en algunos casos llegando a quedar
totalmente obturados (flechas en Figura 5, e y f). Respecto
al inmunorreaccion para CD34 evidencia una membrana
basal mas discontinua y peor conservada (Figura 5, e/f).
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5.2. Expresion de EMA, alfa-actina y S100 en las glan-

dulas sudoriparas de la piel glabra del dedo del
pie de los diferentes grupos a estudio: control,
neuropatia diabética dolorosa y no dolorosa

Los anticuerpos utilizados son especificos para diferentes
componentes celulares de las glandulas, de manera que
nos permiten diferenciar ductos y glomérulos.

1.

EMA se expresa en la luz de los glomérulos de las glan-
dulas sudoriparas. Ademas, la presencia de esta protei-
na esta relacionada con el estado secretor de la glan-
dula.

. STO0P se utiliza en este estudio como marcador de los

ductos de las glandulas sudoriparas.

. a-SMA aparece en las células mioepiteliales de los glo-

mérulos.

En primer lugar, la inmunorreaccién para el anticuerpo
EMA fue muy especifica en el grupo control, permitiendo
observar el epitelio de membrana que da a la luz de los
glomérulos (Figura 6, a). Esta reaccién es un poco mas di-
fusa en los pacientes con neuropatia diabética no doloro-
sa, con una desaparicién del inmunomarcaje en algunas
zonas del epitelio (Figura 6, b). Respecto al grupo de DPN
dolorosa, presenta una reaccion inespecifica y difusa del
anticuerpo EMA (Figura 6, b), se observan gran cantidad
de acumulaciones de detritus en la luz de los glomérulos
y ductos (Figura 6, ¢), llegando en algun caso a producir
una obstruccioén total (Flecha figura 6, c).

Figura 5. Gldndulas sudoriparas la tincion HE (a-c) y la inmunotincion con CD84 para membranas basales (d-f) en la piel glabra del dedo del pie de
adultos controly con DPN dolorosay no dolorosa. Se observa una alteracion de la morfologia de los glomérulos en los pacientes con DPN y una acumu-
lacion de detritus en la luz (fechas en b,c) y obturacion de los mismos (flechas en e,f). Aumento: 20x. Barra de escala: 20um.
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Figura 6. Estudio inmunohistoquimicos para la proteina EMA (a-c), S100 (d-f) y a-SMA (g-i) de las glindulas sudoriparas en la piel de adulios
controly con DPN dolorosa y no dolorosa. La mayoria de los glomérulos y ductos de los pacientes con neuropatia mostraron aciimulos de detritus en la luz
(flechas rojas b,c,e y f). Disrupcion de la inmunorreaccion con a-SMA en los individuos con neuropaiia diabética (flechas h,e,i). Aumento: 20x. Barra

de escala: 20um.

El anticuerpo S100 permite observar los ductos o porcién
excretora de las glandulas sudoriparas, que conducen los
productos de secrecion hacia la superficie. Los tres grupos
a estudio presentan un marcaje positivo para esta proteina
(Figura 6, d-f), aunque existe una disminucion de la inten-
sidad de inmunorreaccién en los ductos de los pacientes
con neuropatia dolorosa; ademads, las células S100 positivas
tienen una apariencia edematosa. Asimismo, de nuevo se
observan grandes acumulaciones de detritus que llegan a
ocupar casi la totalidad de la luz de los ductos, por lo que
parece razonable pensar que existe una obstruccién casi
completa de los mismos (Flechas figura 6, ef).

Por ultimo, la inmunorreaccion a-SMA fue mucho mas in-
tensa en el grupo control, presentando una capa gruesa de
células mioepiteliales que rodean las glandulas (Figura 6, g),
mientras que en los pacientes con neuropatia la intensidad
es menor y en algunos casos, no existe una continuidad de
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células mioepiteliales en la parte externa (Flechas Figura
6, h,e,i).

5.3. Cuantificacién del nimero de glomérulos a-SMA
positivos y del niimero de ductos S100P positivos
en la dermis en los individuos control y los grupos
con DPN dolorosa y no dolorosa

Se realizé un analisis cuantitativo diferenciando entre los
glomérulos (a-SMA positiva) y los ductos (5100 positivos).
Como se puede observar en el grafico de barras, existe
una diferencia significativa en el nimero de ductos (5100
positivos) y glomérulos (a-SMA positiva) entre los indivi-
duos con neuropatia y los individuos controles. En lo refe-
rente a los ductos desaparecen practicamente el 75% de
ellos, sin existir diferencias entre el grupo de la neuropatia
dolorosa y no dolorosa. Los glomérulos estan mas afec-
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Figura 7. Estudio cuantitativo de los glomérulos iy los ductos de glandulas sudoriparas de pacientes con neuropatia diabética y controles. La grdfica de
barras muestra que se produce un descenso significativo en el niimero de ductos (S100, barras azules) y glomérulos (a-SMA, barras naranjas).

tados en la neuropatia dolorosa, con una disminucién de
aproximadamente el 58% frente al 35% de la no dolorosa
(Figura 7).

5.4. Expresion del canal ionico TRPV1 mediante inmu-
nohistoquimica simple y doble inmunofluorescen-
cia con microscopia confocal en el grupo control y
en los pacientes con DPN dolorosa y no dolorosa

EI TRPV1, es un canal idnico mecanosensible incluido en la
familia de los TRP (Transient Potential Receptor). ¥ Su dis-

tribucién tisular es amplia y aparece en las glandulas sali-
vares relaciondndolo con la estimulacién de la secrecién
salivar. ®? En este trabajo se utiliz6 el TRPV1 para compro-
bar si existe un cambio de expresién asociado a la neuro-
patia ya que los mecanismos de secrecion de las glandu-
las salivares son similares a las glandulas sudoriparas. ¢4

La inmunohistoquimica simple muestra un marcaje inten-
so para TRPV1 en las glandulas y los ductos de los indivi-
duos sanos (Figura 8, a), mientras que en los individuos
con neuropatia se produce una disminucién de la inmu-

Figura 8. Inmunohistoquimica simple y doble inmunofluorescencia de las glandulas sudoriparas con el canal ionico TRPV1 en la piel de adultos control
y con DPN dolorosay no dolorosa. Disminucion de la inmunorreaccion para TRPV'1 en los pacientes con neuropatia diabética (b,c, e,f), los ductos con-
servan su marcaje en los individuos con neuropatia no dolorosa (flechas en b), mientras que el marcaje llega a desaparecer en algunos casos en los pacientes

con DPN dolorosa (f). Aumento: 20x. Barra de escala: 20um.
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norreaccién para este anticuerpo (Figura 8, b,c). En los pa-
cientes con neuropatia no dolorosa el marcaje se conserva
todavia intenso en los ductos (Flechas en figura 8, b); mien-
tras que para la neuropatia dolorosa el inmunomarcaje es
débil tanto en ductos como glandulas (Figura 8, c). Estos
datos se corroboraron mediante doble inmunofluorescen-
cia con microscopia confocal, con el antigeno epitelial de
membrana (CD34, rojo), que se uso6 con el fin de localizar las
glandulas sudoriparas, y el canal i6nico TRPV1 (verde). Se
observa un marcaje intenso en los individuos sanos (Figura
8, d), una disminucién en la inmunoexpresion de TRPV1 en
los pacientes con DPN no dolorosa (Figura 8, e) y una ausen-
cia total de reaccion para TRPV1 en las glandulas sudoripa-
ras del grupo con DPN dolorosa (Figura 8, f).

6. DISCUSION

La DPN se define como “una polineuropatia sensoriomo-
tora simétrica atribuible a alteraciones metabdlicas y de
microcirculacién como resultado de una hiperglucemia
crénica”. ¥ Esta patologia incluye la afectacion de la sudo-
racién como una de sus complicaciones. Este hecho provo-
ca en los pacientes una discapacidad para disipar el calor,
llegando incluso a producirse una intolerancia al calor.®?

En cuanto al pie diabético, la hipohidrosis juega un papel
importante ya que, la disminucién de la sudoracién con-
lleva un aumento de la temperatura corporal, se produce
mayor sequedad en la piel y, por tanto, hay mayor suscepti-
bilidad a las infecciones, aumentando asi el riesgo de ulce-
raciones y la necesidad de amputacion en las extremidades
inferiores.

Partiendo de estas premisas, en el presente trabajo fin de
grado se propuso estudiar tanto la morfologia, como el
perfil inmunohistoquimico y los cambios cuantitativos pre-
sentes en las glandulas sudoriparas de los pies de pacientes
con neuropatia diabética, estableciendo por primera vez
dos grupos bien diferenciados: DPN dolorosa y no dolorosa,
frente a individuos control.

Estudios previos indicaban la existencia de cambios en las
glandulas sudoriparas de pacientes con neuropatia diabé-
tica, recalcando especialmente una disminucién del tama-
Ao de las gldndulas sudoriparas y un estrechamiento de los
ductos @>?®, Nuestro estudio confirma la existencia de al-
teraciones en las glandulas y, ademds, demuestra estrecha-
mientos de la luz, presencia de detritus, aspecto “edemato-
so”y disrupcidn de la ldmina basal que las rodea.

Desde nuestro conocimiento, este trabajo fin de grado es
el primer estudio inmunohistoquimico de las glandulas su-
doriparas de los dedos del pie de pacientes con neuropatia
diabética dolorosa y no-dolorosa.

Nuestro trabajo permitié demostrar que tanto la capa epi-
telial que rodea la luz de las glandulas (EMA positiva), como
la capa mioepitelial que se encuentra en la parte externa
de los glomérulos (a-SMA -positiva) presentan alteraciones
en los pacientes con DPN dolorosa y no dolorosa, mostran-
do un inmunomarcaje mas débil y difuso en la mayor parte
de los casos, asi como una pérdida de la continuidad de la
inmunorreaccion. Nuestro resultado estaria respaldado por
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datos previos que afirman que la ausencia de EMA en las
glandulas sudoriparas se relaciona con el estado no secre-
tor de las mismas ©4, lo cual podria justificar en parte la al-
teracion de la sudoracién en los pacientes con neuropatia.
Ademas, los cambios en expresion a-SMA de las células
mioepiteliales de los glomérulos, se podria relacionar con
una disfuncién del caracter mecanico de las mismas, lo
que explicaria la presencia de detritus ya que el conteni-
do de deshecho no es movilizado al exterior provocando
la obstruccién de la luz de los glomérulos.

El estudio cuantitativo de las glandulas sudoriparas con-
firma estudios previos, que afirmaban que existia una
disminucion significativa de las mismas en individuos con
neuropatia diabética. ?>?® Ademas, en nuestro estudio se
cuantificaron los ductos (S100P) y los glomérulos (a-SMA
-positiva) de forma independiente. Los ductos que des-
embocan en la epidermis disminuyen hasta en 4 veces en
los individuos enfermos no habiendo diferencias entre los
grupos con patologia; mientras que la perdida de glomé-
rulos es mas acentuada en los individuos con neuropatia
diabética dolorosa, llegando a un 58%. Esta diferencia po-
dria achacarse a una mayor disminucién de la inervacion
nerviosa autbnoma en los individuos con neuropatia do-
lorosa, de hecho en estudios previos de nuestro grupo, se
comprobd que presentaban una mayor pérdida de fibras
sensitivas.

Para finalizar, se abordé el estudio de expresiéon del ca-
nal mecanosensible TRPV1 ya que, recientemente, se ha
comprobado la presencia de este canal en las glandulas
salivares relacionandolo con la estimulacién de la secre-
cién salivar. @V Este trabajo ha demostrado la presencia de
este canal en las glandulas sudoriparas de la piel glabra,
y ademas evidencia un descenso significativo de la inten-
sidad de inmunorreaccién en los pacientes con neuropa-
tia diabética frente al grupo control, llegando incluso a
desaparecer por completo en aquellos con DPN dolorosa.
Este hallazgo permite hipotetizar la existencia de una dis-
funcién de las glandulas sudoriparas de los pacientes con
neuropatia diabética un poco mas extrema en los pacien-
tes con DPN-dolorosa, lo cual podria, en condiciones de
calor extremo, provocar una intolerancia.

Hasta el momento este estudio es el primero que muestra
los cambios que tienen lugar en la expresiéon de TRPV1,
CD34, EMA, a-SMA y S100 en las glandulas sudoriparas de
los individuos con DPN tanto dolorosa como no dolorosa.
En conclusion, este trabajo proporciona por primera vez
una posible relacién entre la disminucion del nimero de
glandulas, los cambios en la expresion de estos anticuer-
pos en las glandulas sudoriparas de la piel glabra del dedo
del pie y una pérdida de funcionalidad de las glandulas
sudoriparas de los pacientes con neuropatia diabética,
que implican el desarrollo de patologias relacionadas con
la sudoracion, como la hipohidrosis o anhidrosis. Ademas,
nuestros resultados estan en consonancia con el hecho de
que estos pacientes presentan un aumento en el riesgo
de padecer ulceraciones y una cicatrizacién deficiente de
las heridas. ?? Nuestros datos apuntan a que la neuropatia
dolorosa presenta una mayor severidad en las alteracio-
nes que sufren las glandulas sudoriparas que la no dolo-
rosa.



Dado que estudios previos han demostrado que la funcién
sudomotora es uno de los marcadores pre-diabéticos mas
fiables hasta el momento, © podria ser una forma eficaz de
diagnoéstico temprano y seguimiento de estos pacientes,
asi como una futura diana terapéutica mediante moléculas
que favorezcan la formacién de nuevas glandulas o la acti-
vacion de estas.

7. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos de la experimentaciéon
y tras la discusién de los mismos con los datos existentes
en la literatura, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.

Se confirma la disminucién en el numero de glandulas
sudoriparas mediante el anticuerpo a-SMA (Marcador
de células mioepiteliales presentes glomérulos) y S100P
(Marcador de ductos). La pérdida de glomérulos es ma-
yor en los individuos con DPN-dolorosa.

. Se observa la desestructuracion de las glandulas sudo-

riparas en los pacientes con neuropatia diabética con la
tincion Hematoxilina-eosina, las glandulas tienen apa-
riencia edematosa, presencia de detritus y disminucion
de la luz de conducto sobremanera en la neuropatia do-
lorosa.

. Se demuestra la desestructuracién de elementos celula-

res que conforman las glandulas sudoriparas en los pa-
cientes con neuropatia diabética. Falta de continuidad
o alteraciones, tanto en la capa muscular (inmunorre-
accion para a-SMA) en la luz del conducto (inmunorre-
accion EMA) y en la membrana basal (inmunorreaccién
CD34).

. La inmunorreaccién para el canal iénico Piezo1 aparece

en las glandulas sudoriparas, existe una disminucion en
la inmunorreaccion en las gldndulas de los pacientes con
DPN- no dolorosa llegando incluso a la desaparicién en
la DPN-dolorosa.
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