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Nos dirigimos a usted en virtud de comunicarle los resultados de la Evaluacion
Integral a la que fue sometida su publicacién, en el proceso que anualmente convoca el
Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia € Innovacién (FONACIT).

En este sentido, la publicacion Archivos Venezolanos de Farmacologia y
Terapéutica, correspondiente al REG-1997000108, obtuvo una calificacion promedio total
de 82,52 puntos, quedando ubicada en la posicion 1* dentro del area de Biomedicina.
Estos resultados podran ser consultados en

la pagina web del
(http://www.fonacit.gob.ve/convocatorias.asp ?id=68).

FONACIT

Asimismo, hemos considerado importante hacer de su conocimiento las opiniones
que emitieron los arbitros externos que participaron en dicha evaluacién, con la finalidad

de que atendiendo a estas observaciones pueda mejorar la calidad y gestion de la revista
que conduce. A continuacibn se anexan

las transcripciones textuales de
observaciones emitidas por los evaluadores.

las
A la espera de sus consideraciones, le saluda cordialmente,
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AVFT naci6 en 1982
como una necesidad de tener en Venezue-
la y Latinoamérica de una revista cientifica
que publique la investigacion farmacologi-
ca basica y clinica de nuestro pais y Amé-
rica Latina, asi como la investigacién en
otras ciencias basicas como Bioquimica,
Fisiologia, Fisiopatologia e Inmunologia.
Simultaneamente con su creaciéon, tam-
bién se fundo la Sociedad Interamericana
de Farmacologia Clinica y Terapéutica y
la Sociedad Venezolana de Farmacologia
y Terapéutica, inmediatamente AVFT se
convirti6 en el Organo Oficial de las So-
ciedades Venezolanas de Farmacologia
y de Farmacologia Clinica y Terapéutica.
Se solicito la indizacion en el Index Médi-
co Latinoamericano y luego AVFT fue se-
leccionada en los indices Extramed de la
Organizacion Mundial de la Salud y en el
Latinoamericano de Revistas Cientificas
de la Universidad Autbnoma de México.
Desde hace una década el FONACIT y
el CDCH la apoyan econémicamente y la
han seleccionada en el Nucleo de Revis-
tas del FONACIT. EI FONACIT considera
a AVFT como una de las revistas cientifi-
cas venezolanas arbitradas con contenido
mas original y de mayor interés. Algunos
investigadores connotados como Marcelo
Alfonzo, Itala Lippo de Becemberg, Alicia
Ponte Sucre, Anita Israel, Luigi Cubeddu,
etc. han escogido a AVFT para publicar sus
hallazgos bésicos y clinicos por su arbitra-
je, difusion e indizacién. Actualmente se ha
remozado el Comité Editorial y los formatos
adecuandolos a las exigencias de indices
internacionales como el SCI, Excerpta Me-
dica y Current Contents. A partir de 2002
AVFT se publicara cuatrimestralmente dado
la mayor demanda cientifica. AVFT tradicio-
nalmente ha publicado las reuniones anua-
les de Farmacologia, ASOVAC, Facultad de
Farmacia, del Instituto de Medicina Experi-
mental y de Congresos de Farmacologia
organizados en nuestro pais.

Trimestral

AVFT

AVFT esta incluida en las bases de datos de
publicaciones cientificas en salud:

REDALYC (Red de Revistas Cientificas de Améri-
ca Latina, el Caribe, Espafia y Portugal)
ELSEVIER - Scopus de Excerpta Medica
SCIELO (Scientific Electronic Library Online)
BIREME (Centro Latinoamericano y del Caribe de
Informacién en Ciencias de la Salud)

LATINDEX (Sistema Regional de Informacion
en Linea para Revistas Cientificas de América
Latina, el Caribe, Espafa y Portugal)

indice de Revistas Latinoamericanas en Ciencias
(Universidad Nacional Auténoma de México)
LIVECS (Literatura Venezolana de Ciencias de la
Salud)

LILACS (Literatura Latinoamericana y del Caribe
en Ciencias de la Salud)

PERIODICA (indices de Revistas Latinoamerica-
nas en Ciencias)

REVENCYT (indice y Biblioteca Electrénica de
Revistas Venezolanas de Ciencias y Tecnologia)
SABER - UCV

EBSCO Publishing

PROQUEST

CLACALIA (Conocimiento Latinoamericano y Ca-
ribefio de Libre Acceso)

Sociedad Venezolana de Farmacologia
y de Farmacologia Clinica y Terapéutica.
Derechos reservados.

Queda prohibida la reproduccion total o
parcial de todo el material contenido en
la revista sin el consentimiento por escrito
del editor en jefe.

Esta revista se financia gracias a los apor-
tes que ofrecen el Fondo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (FONACIT), y Con-
sejo de Desarrollo Cientifico y Humanisti-
co de la UCV (CDCH).
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Instrucciones a los Autores

Alcance y politica editorial

La revista AVFT es una publicacion biomédica periddica, arbitrada, de aparicion se-

mestral, destinada a promover la productividad cientifica de la comunidad nacional

e internacional en todas las areas de Ciencias de la Salud y Educacién en Salud; la

divulgacion de articulos cientificos y tecnolégicos originales y articulos de revision

por invitacién del Cémité Editorial.

Est4 basada en la existencia de un Comité de Redaccién, consistente en un Editor-

Director, Editores asociados principales y Comision Editorial y Redactora. Los ma-

nuscritos que publica pueden ser de autores nacionales o extranjeros, residentes o

no en Venezuela, en castellano (con resumen en idioma inglés y castellano) y de-

ben ser remitidos a la Redaccion de la Revista. Los manuscritos deben ser trabajos
inéditos. Su aceptacion por el comité de redaccién implica que no ha sido publicado
ni esta en proceso de publicacion en otra revista, en forma parcial o total. El manus-
crito debe ir acompafiado de una carta solicitud firmada por el autor principal y el
resto de los autores responsables del mismo. En caso de ser aceptado, el Comité
de Redaccion no se hace responsable con el contenido expresado en el trabajo
publicado. Aquellos que no se acojan a las condiciones indicadas, que sean recha-
zados por lo menos por dos arbitros que dictaminen sobre su calidad y contenido,

y que no cumplan con las instrucciones a los autores sefialados en otro aparte, no

seran publicados y devueltos en consecuencia a los autores.

Forma de preparacion de los manuscritos

Para la publicacién de trabajos cientificos en la revista AVFT, los mismos estaran de

acuerdo con los requisitos originales para su publicacion en Revistas Biomédicas,

seguin el Comité Internacional de Editores de Revistas Biomédicas (Annal of Inter-
nal Medicine 2006:126(1):36-47). Ademas, los editores asumen que los autores de
los articulos conocen y han aplicado en sus estudios la ética de experimentacion

(Declaracion de Helsinki). A tales efectos, los manuscritos deben seguir las instruc-

ciones siguientes:

1. Mecanografiar original a doble espacio en idioma espafiol, papel Bond blanco,
216 x 279 mm (tamafio carta) con margenes por lo menos de 25 mm, en una
sola cara del papel. Usar doble espacio en todo el original. Su longitud no debe
exceder las 10 péaginas, excluyendo el espacio destinado a figuras y leyendas
(4-5) y tablas (4-5).

2. Cada uno de los componentes del original deberan comenzar en pagina aparte,
en la secuencia siguiente:

a. Pagina del titulo.

b. Resumen y palabras claves.

Se recomienda a los autores de los articulos al colocar las palabras clave utilicen el

DECS (Descriptores en Ciencias de la Salud) que puede ser consultado en la siguiente

direccion: http.//decs.bvs.br

c. Texto.

d. Agradecimientos.

e. Referencias.

f. Tablas: cada una de las tablas en paginas apartes, completas, con titulo y llama-
das al pie de la tabla.

g. Para la leyenda de las ilustraciones: use una hoja de papel distinta para co-
menzar cada seccion. Enumere las paginas correlativamente empezando por el
titulo. EI nimero de la pagina deberéa colocarse en el angulo superior izquierdo
de la misma.

3. La pagina del titulo debera contener:

3.1. Titulo del articulo, conciso pero informativo.

a. Corto encabezamiento de pagina, no mayor de cuarenta caracteres (contando
letras y espacios) como pie de pagina, en la pagina del titulo con su respectiva
identificacion.

b. Primer nombre de pila, segundo nombre de pila y apellido (con una llamada
para identificar al pie de pagina el mas alto grado académico que ostenta y lugar
actual donde desempefia sus tareas el(los) autores.

c. Elnombre del departamento(s) o instituciones a quienes se les atribuye el trabajo.
Nombre y direccién electronica del autor a quien se le puede solicitar separatas
o aclaratorias en relacion con el manuscrito.

e. La fuente que ha permitido auspiciar con ayuda econémica: equipos, medica-
mentos o todo el conjunto.

. Debe colocarse la fecha en la cual fue consignado el manuscrito para la publicacién.

4. La segunda péagina contiene un resumen en espafiol y su version en inglés,
cada uno de los cuales tendra un maximo de 150 palabras. En ambos textos se
condensan: propositos de la investigacion, estudio, método empleado, resulta-
dos (datos especificos, significados estadisticos si fuese posible) y conclusio-
nes.

Favor hacer énfasis en los aspectos nuevos e importantes del estudio o de las
observaciones. Inmediatamente después del resumen, proporcionar o identifi-

car como tales: 3-10 palabras claves o frases cortas que ayuden a los indexa-
dores en la construccién de indices cruzados de su articulo y que puedan publi-
carse con el resumen, utilice los términos del encabezamiento tematico (Medical
Subject Heading) del Index Medicus, cuando sea posible.

En cuanto al texto, generalmente debe dividirse en: introduccién, materiales y
método, resultados y discusion.

Agradecimientos, sélo a las personas que han hecho contribuciones reales al
estudio.

Las citas de los trabajos consultados seguiran los requisitos de uniformidad para
manuscritos presentados a revistas Biomédicas, version publicada en: Annal of
Internal Medicine 2006; 126(1): 36-47. www.icmje.com. No se aceptaran traba-
jos que no se ajusten a las normas.

Tablas: En hoja aparte cada tabla, mecanografiada a doble espacio; no pre-
sentar tablas fotograficas; enumere las tablas correlativamente y proporcione
un titulo breve para cada una; dé a cada columna un encabezamiento corto o
abreviado; coloque material explicativo en notas al pie de la tabla y no en el en-
cabezamiento; explique en notas al pie de la tabla las abreviaturas no estandari-
zadas usadas en cada tabla; identifique claramente las medidas estadisticas de
las variables tales como desviacion estandar y error estandar de la medida; no
use lineas horizontales ni verticales: citar cada tabla en orden correlativo dentro
del texto; citar la fuente de informacion al pie de la tabla si ésta no es original.
llustraciones: Deben ser de buena calidad; entregarlas separadas; las fotos, en
papel brillante con fondo blanco, generalmente 9 x 12 cm. Las fotografias de
especimenes anatémicos, o las de lesiones o de personas, deberan tener sufi-
ciente nitidez como para identificar claramente todos los detalles importantes.
En caso de tratarse de fotos en colores, los gastos de su impresion correran a
cargo del autore(s) del trabajo. Lo mismo sucedera con las figuras que supe-
ren el numero de cuatro.

Todas las figuras deberan llevar un rétulo engomado en el reverso y en la parte
superior de la ilustracion indicando numero de la figura, apellidos y nombres de
los autores. No escribir en la parte posterior de la figura. Si usa fotografia de
personas, trate de que ésta no sea identificable o acompanarla de autorizacion
escrita de la misma. Las leyendas de las ilustraciones deben ser mecanografia-
das a doble espacio en pagina aparte y usar el nUmero que corresponde a cada
ilustracion. Cuando se usen simbolos y fechas, nimeros o letras para identificar
partes en las ilustraciones, identifiquelas y expliquelas claramente cada una
en la leyenda. Si se trata de microfotografia, explique la escala e identifique el
método de coloracion.

. Envie un original y dos copias impresas en un sobre de papel grueso, incluyen-

do copias fotograficas y figuras entre cartones para evitar que se doblen, simul-
taneamente envie una version electronica en CD o a través del e-mail: revista.
avft@gmail.com, indicando el programa de archivo. Las fotografias deben venir
en sobre aparte. Los originales deben acompafiarse de una carta de presenta-
cion del autor en la que se responsabiliza de la correspondencia en relacion a
los originales. En ella debe declarar que conoce los originales y han sido apro-
bados por todos los autores; el tipo de articulo presentado, informacion sobre
la no publicacién anterior en ofra revista, congresos donde ha sido presentado
y si se ha usado como trabajo de ascenso. Acuerdo a asumir los costos de su
impresion en caso de fotos a color, autorizacion para reproducir el material ya
publicado o ilustraciones que identifiquen a personas.

. Los articulos a publicarse, pueden ser: originales, revisiones, casos clinicos, y

cartas al editor.

. Cuando se refiere a originales, queda entendido que no se enviara articulo sobre

un trabajo que haya sido publicado o que haya sido aceptado para su publicacién
en alguna parte.

. Todos los trabajos seran consultados por lo menos por dos arbitros en la espe-

cialidad respectiva.

. La revista AVFT, no se hace solidaria con las opiniones personales expresadas

por los autores en sus trabajos, ni se responsabiliza por el estado en el que esta
redactado cada texto.

. Todos los aspectos no previstos por el presente reglamento seran resueltos por

el Comité Editorial de la Revista.

. La revista apoya las politicas para registro de ensayos clinicos de la Organi-

zacion Mundial de la Salud (OMS) y del International Committee of Medical
Journall Editors (ICMJE), reconociendo la importancia de esas iniciativas pera
el registro y divulgacion internacional de Informacién sobre estudios clinicos,
en acceso abierto. En consecuencia, solamente se aceptaran para publicacion,
a partir de 2007, los articulos de investigaciones clinicas que hayan recibido un
numero de identificacién en uno de los Registros de Ensayo Clinicos validados
por los criterios establecidos por OMS e ICMJE, cuyas direcciones estan dis-
ponibles en el sitio del ICMJE. El nimero de Identificacion se debera registrar
al final del resumen.



Aplicacion de logica difusa
y algoritmos genéticos para clasificacion

de tratamientos contra enfermedades
neoplasicas malignas

Application of fuzzy logic and genetic algorithms for classification of malignant neoplastic diseases treatments
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*Autor para correspondencia: Belkys L. de Lameda. Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA). E-mail: belkislopez @cantv.net

Un clasificador difuso es un sistema que asigna una etiqueta
de clase a un objeto basado en la descripcion del mismo y
hace uso de conjuntos difusos como parte de su operacion.
Su funcionamento puede ser optimizado mediante algorit-
mos genéticos, garantizando soluciones viables. El articulo
propone un clasificador difuso optimizado utilizando un al-
goritmo genético hibridado con una técnica de agrupamiento
difuso. Se implementa un prototipo y se evalua con conjun-
tos de datos referenciales sintéticos como posibles proble-
mas de clasificacion de tratamientos contra enfermedades
neoplasicas malignas. Se compara los resultados con otros
clasificadores encontrados en la literatura sobre los mismos
datos de prueba. La conclusion es que el método propuesto
obtuvo resultados similares a los comparados con funciones
de pertenencia mas féciles de interpretar.

Palabras Clave: légica difusa, algoritmos genéticos, clasi-
ficador difuso, algoritmo genético hibrido, enfermedades
neoplasicas malignas.

A fuzzy classifier is a system that assigns a class label to ob-
ject based on a description of it and makes use of fuzzy sets
as part of its operation. Its functioning can be optimized using
genetic algorithms, ensuring viable solutions. The paper pro-
poses a fuzzy classifier optimized using a genetic algorithm
hybridized with a fuzzy clustering technique. A prototype is
implemented and evaluated with synthetic reference data
sets as possible classification problems treatments for ma-
lignant neoplastic diseases. The results are compared with
other classifiers found in the literature on the same test data.
The conclusion is that the proposed method obtained similar
results with functions easier to interpret.

Keywords: fuzzy logic, genetic algorithms, fuzzy classifier,
hybrid genetic algorithm, malignant neoplastic diseases



Introduccion

En la actualidad los sistemas de clasificacidn son usados en
aplicaciones de diversas areas, desde clasificaciébn automa-
tica de correo electronico (spam), sugerencias de productos
en tiendas virtuales, hasta en modulos de identificacion de
objetos en el creciente numero de desarrollos de vision ar-
tificial’. Para ampliar su uso se deben mejorar cualidades
como interpretabilidad y exactitud. La interpretabilidad de un
sistema de clasificacion es la capacidad de utilizar y producir
elementos necesarios para el proceso de clasificacion que
sean faciles de comprender y tengan sentido para un usuario
humano. En un sistema difuso, estos elementos pueden ser:
la base de reglas, los atributos y variables linguisticas utiliza-
dos para representar un objeto. Por otra parte, la exactitud
de un clasificador puede entenderse como la proporcion de
objetos clasificados correctamente.

Un clasificador difuso es un sistema de clasificacion que in-
cluye el uso de conjuntos difusos o logica difusa como parte
de su operacion o entrenamiento?. El clasificador predice la
etiqueta de clase, mientras la descripciéon del objeto se pre-
senta en forma de un vector que contiene los valores de las
caracteristicas (atributos) considerados relevantes para la
tarea de clasificacion. Por lo general, el clasificador aprende
a predecir las etiquetas de clase usando un algoritmo de en-
trenamiento y un conjunto de datos de entrenamiento.

Cuando un conjunto de datos de entrenamiento no esta dis-
ponible, un clasificador puede ser disefiado a partir de co-
nocimientos previos y experiencia. Una vez entrenado, el
clasificador esta preparado para funcionar en los objetos
no conocidos?® Por esta razén, podria considerarse que un
clasificador entrenado, se desempefa de manera autbnoma
sobre nuevos conjuntos de datos, sin que haya sido explici-
tamente programado para tratar con cada caso especifico.
Se espera que los clasificadores difusos puedan separar co-
rrectamente un maximo numero de patrones, mientras que
el numero de caracteristicas y el numero de reglas difusas
puede mantenerse bajo para incrementar la generalidad del
sistema y mejorar su interpretabilidad.

Para un clasificador sencillo, se puede obtener un sistema de
clasificacion basado en informacion proporcionada por ex-
pertos humanos; sin embargo, es dificil construir un sistema
de clasificacion difusa para un sistema complejo, donde la
experiencia del experto es incompleta*. Uno de los tipos de
clasificador difuso, quizas el mas comuin, es el basado en
reglas si-entonces, donde cada una de las caracteristicas del
objeto es asociada a una variable linglistica a la cual perte-
nece con cierto grado. Este grado de pertenencia es repre-
sentado dentro del sistema con una funcién que se denomina
funcién de pertenencia.

Los clasificadores difusos incluyen una variedad de parame-
tros configurables, usualmente dependientes de la aprecia-
cion del disefiador o de la experiencia aportada por personas
que se desempefian en el area determinada. La identifica-

cién de los parametros en un sistema difuso se compara a un
problema de optimizacion, donde se busca determinar valo-
res para los parametros que optimicen el clasificador basan-
dose en un criterio de evaluacion dado. Por lo tanto, pueden
también aplicarse técnicas de optimizacién y busqueda para
la identificacion de parametros®. Una técnica de optimizacion
y busqueda ampliamente estudiada, son los algoritmos ge-
néticos, destacados por un buen balance entre exploracion y
explotacion del espacio de busqueda®.

El aprendizaje efectivo de los datos para el correcto funcio-
namiento del clasificador difuso depende de parametros aso-
ciados a los elementos del mismo. La seleccion puede ser
realizada de manera manual con la ayuda del experto, sin
embargo, a menudo resulta conveniente y mas efectivo que
estos sean generados automaticamente mediante la utiliza-
cion de una técnica de optimizacion y basqueda. Los algorit-
mos genéticos, son una técnica de optimizacion y busqueda
que imita el proceso de evolucion natural y en teoria presen-
tan un 6ptimo balance entre la exploracion (busqueda global)
y explotacién (busqueda local) del espacio de busqueda’.
Pueden ser usados para la identificacion de parametros en el
sistema de clasificacion difuso.

Estos algoritmos usan principios inspirados por la genética
de la poblacion natural, y proveen una busqueda robusta en
espacios complejos; de este modo ofrecen un enfoque valido
a problemas que requieren busquedas eficientes y eficaces®.
También pueden ser hibridados con otras técnicas de optimi-
zacion y busqueda con el fin de aumentar sus capacidades.
Por ejemplo, incorporar métodos de busqueda local dentro
de la operacion de un algoritmo genético puede ayudar a
superar la mayoria de los obstaculos que surgen como re-
sultado de tener tamanos de poblacion finitos”. Ademas, un
sistema hibrido puede acelerar la velocidad de convergencia
mientras se preserva la capacidad del algoritmo genético de
evitar quedar atrapado facilmente en minimos locales.

Tomando como base lo expuesto, la investigacion propone
disefar un clasificador difuso optimizado mediante un algo-
ritmo genético hibrido.

Metodologia

La investigacion es proyectiva®, se inicia con una revision
documental de alternativas de optimizacion de los clasifica-
dores difusos, el uso de las técnicas de agrupamiento para
la generacion inicial de la base de reglas, maneras de opti-
mizar los parametros de las funciones de pertenencia, cémo
aplicar algoritmos genéticos para la identificacion automatica
de dichos parametros, como utilizar una funcién de objetivo
multiple para la maximizacién de la exactitud del clasificador,
al igual que la minimizacion del conjunto de reglas para la
conservacion de la interpretabilidad de las variables linglisti-
cas en el clasificador difuso.

La siguiente fase es disefar la arquitectura de construccion
y las partes que lo conforman, incluyendo el sistema difuso
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de clasificacion y el algoritmo genético hibrido a dos fases
para el entrenamiento, que optimiza los objetivos expuestos
previamente. Luego, se implementa y evalla el prototipo. Se
evalla teniendo en cuenta atributos como la exactitud del
clasificador en relacién al conjunto de datos de entrenamien-
to, es decir, la capacidad de aprender el patron de datos de
entrenamiento. La exactitud se mide con la capacidad de ge-
neralizacion, es decir, la capacidad de predecir correctamen-
te la etiqueta de clase de objetos no vistos anteriormente por
el clasificador.

También se tiene en cuenta la forma de las funciones de
pertenencia, la cantidad de variables lingUisticas utilizadas,
el tamafo del conjunto de reglas y la cantidad de variables
utilizadas en las reglas, para realizar un analisis sobre la in-
terpretabilidad del sistema de clasificacion y la capacidad de
ser asimilado por un usuario humano para describir la tarea
de clasificacion. Finalmente, se compararan los resultados
obtenidos sobre rendimiento e interpretabilidad con otros tra-
bajos y clasificadores reportados en la literatura sobre los
mismos datos de prueba, para concluir sobre la efectividad
del clasificador disefiado.

El desarrollo del trabajo se realiza siguiendo una metodolo-
gia de desarrollo iterativo e incremental. Se implementa un
sistema de clasificacion basado en reglas difusas de la forma
si-entonces, que utiliza un algoritmo genético para optimizar
la seleccién de los parametros de las funciones de pertenen-
ciay la base de reglas durante el proceso de entrenamiento
del clasificador (Figura 1).

Figura 1. Algoritmo genético implementado
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El algoritmo genético esta a su vez hibridado con la técni-
ca de busqueda Fuzzy C-Means Clustering, para mejorar su
efectividad. El hibrido es un algoritmo a dos fases, que eje-
cuta la técnica de agrupamiento clustering para construir una
base de reglas inicial, con el fin de aumentar la calidad de las
soluciones y producir un sistema final considerablemente in-
terpretable. Posteriormente, se aplica un algoritmo genético
modificado, que optimiza simultaneamente la base de reglas

y los parametros de las funciones de pertenencia, utilizando
el sistema inicial como punto de partida para acelerar la ve-
locidad de convergencia en las regiones mas prometedoras,
sin dejar atras su capacidad de exploracion del espacio de
busqueda, los resultados de aplicar este algoritmo se mues-
tran en la Figura 2.

Figura 2. Resultados de aplicar el algoritmo genético
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La funcién de evaluacion utilizada en el algoritmo genético
esta orientada a optimizar un objetivo mdltiple: la maximiza-
cién de la exactitud del clasificador y aunado a la minimiza-
cion del nimero de reglas. Para la funciébn multiobjetivo, el
algoritmo genético incorpora una poblacion con cadenas de
implementacion doble de codificacion real para las funciones
pertenencia y codificacion binaria para el conjunto de reglas.
Se utiliza, para cada uno de los atributos que describen el ob-
jeto a clasificar, un nimero de variables lingUisticas pequefo
«tres», para contribuir en la mejora de la interpretabilidad.

Resultados

En la evaluacion del sistema, se comprueba con conjuntos
de datos referenciales «benchmark»; el primer caso puede
constituir un problema de clasificacion de datos sintéticos
que pueden representar un tipo de enfermedad «E1», cuyo
estudio es comun entre investigaciones de sistemas de cla-
sificacion; y el segundo caso representa una variaciéon en
los datos que pueden representar una segunda enfermedad
«E2». Con los resultados obtenidos se realizan comparacio-
nes de desempefio con otras investigaciones y sistemas de-
sarrollados.

El problema de clasificacion de la data sintética 1 «<DA1», es
un problema referencial (benchmark) en estudios de clasifi-
cacion y reconocimiento de patrones. Contiene 150 medidas
que representan dos tratamientos para la enfermedad 1, con
cuatro caracteristicas; dos caracteristicas para el tratamiento
1 y dos caracteristicas para el tratamiento 2; en 50 mues-
tras para cada una de tres tipos de pacientes clasificados por
edad: pacientes menores de 20 afos, pacientes entre 20 a
40 afos, y pacientes mayores de 40 afos.

El sistema propuesto, consta de tres funciones de pertenen-
cia representativas de tres variables linguisticas: «corto»,



«mediano» y «largo»; para cada una de las cuatro variables
de entrada del clasificador, correspondientes a las caracte-
risticas en el conjunto de datos. En la elaboracion del siste-
ma de clasificacion, se utiliza dentro del ambiente MATLAB,
la herramienta Fuzzy Logic Toolbox, que provee funciones y
aplicaciones para el analisis, disefio y simulaciéon de siste-
mas basados en légica difusa.

En una primera iteracién se utilizaron funciones de pertenen-
cia triangulares para representar los valores de las variables
linglisticas. La base de reglas, presenta cuatro reglas pre-
viamente definidas por®, luego se establecen restricciones a
las posibles variaciones en la distribucion de funciones de
pertenencia para simplificar el sistema de inferencia e incre-
mentar la interpretabilidad del sistema por un experto huma-
no. Se construye el algoritmo genético basico que tendria el
objetivo de mejorar el porcentaje de exactitud en la clasifica-
cion de los datos de entrenamiento, Unicamente optimizando
los parametros de las funciones de pertenencia de las varia-
bles de entrada.

Luego de la ejecucion de este sistema inicial, se observa un
techo en el mejoramiento de la exactitud del clasificador en
el problema de la Flor de Iris, que permite establecer crite-
rios para la generacion de sistemas de clasificacion difusos
facilmente interpretables y explicables por parte de humanos
(Figura 3). En la segunda iteracion, se disminuye las res-
tricciones establecidas en la primera iteracion, con lo cual
el espacio de busqueda para la evolucion de funciones de
pertenencia resulta demasiado grande como para atender
a condiciones de interpretabilidad. La cantidad de posibles
soluciones no compensoé la carga computacional agregada
para el problema de E1.

Figura 3. Funciones de pertenencia optimizadas mediante
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Varios autores'®', sugieren el uso de funciones de perte-
nencia Gaussianas, exponen que estas sirven para no dejar
partes del espacio de entrada sin cubrir como sucede con
las funciones de pertenencia triangulares?, al mismo tiempo
que los modelos resultantes presentan mayor exactitud'2.
En la tercera iteracion se utilizan funciones de pertenencia
Gaussianas para representar los valores de las variables lin-
guisticas, obteniendo un mejor desempefio. Se disefian dos

versiones: una que permita la evolucion independiente de
los parametros de las funciones; la otra tiene una restriccion
que mantiene una concordancia entre las funciones de per-
tenencia. El uso de funciones de pertenencia Gaussianas,
en particular, las funciones de pertenencia independientes,
muestran un incremento en techo de exactitud, aunque se
obtiene una menor interpretabilidad.

En la cuarta iteracidén, se propone evolucionar la base de
reglas del clasificador, junto con los parametros de las fun-
ciones de pertenencia, con el fin de aumentar el proceso de
optimizacién y crear un clasificador mas complejo. Para evo-
lucionar la base de reglas simultaneamente con los parame-
tros de las funciones de pertenencia, se modifica el algoritmo
genético y la codificacién de los cromosomas. Una parte de
los cromosomas se codifican de forma mixta, conservando
la codificacion original para guardar los valores para los pa-
rametros de las funciones de pertinencia. La otra porcién de
los cromosomas se codifican con una representacion binaria,
siendo més conveniente para representar la base de reglas.

El uso de codificaciones de poblacién mixtas resulta ser
practico para la optimizacién simultdnea de elementos de
diferente naturaleza, al mismo tiempo que los operadores
modificados del algoritmo genético siguen manteniendo
sus propiedades. El algoritmo genético funciona con buena
efectividad sobre la optimizacion de objetivos multiples, com-
probando que se puede generar un clasificador con un alto
desempefio y minimo namero de reglas, aunque se utilicen
pocas funciones de pertenencia.

Para la quinta iteracion se desea mejorar la velocidad de
convergencia del algoritmo genético y aumentar su capaci-
dad para conseguir mejores soluciones en la configuracion
del clasificador. Para ello se modifica el proceso de optimi-
zacion, combinando el algoritmo genético con otra técnica
de optimizacion y busqueda, en sus estudios'?'3'* proponen
la inicializacién del espacio de busqueda, utilizando métodos
iterativos como algoritmos de agrupamiento para descubrir
reglas difusas a partir de los datos de entrenamiento. El pro-
poésito de los algoritmos de agrupamiento es identificar agru-
paciones naturales en la informacion de conjuntos de datos
amplios para producir una representacion concisa del com-
portamiento de un sistema'®. Fuzzy Logic Toolbox provee
funciones para el analisis de datos a través de algoritmos de
Clustering, entre ellos el algoritmo Fuzzy C-Means Clustering
(FCM), el cual es una técnica de agrupamiento de datos, en
el que cada punto de dato pertenece en cierto grado a cada
grupo (cluster).

El FCM produce principalmente dos resultados, el conjunto
difuso que indica el valor de pertenencia de cada punto para
cada grupo, y las coordenadas n-dimensionales de los centroi-
des o baricentros de los grupos. En otras investigaciones'® 2,
se utiliza Fuzzy Clustering para producir un nimero de grupos
igual o mayor al nUmero de clases posibles. Luego se formula
una regla para cada grupo, de forma que cada variable de en-
trada corresponda a una sola funcién de pertenencia.




Se propone utilizar un nuevo método heuristico para la for-
mulacion de reglas utilizando FCM como paso previo, en
combinacion a la optimizacion interpretada por el algoritmo
genético, para lograr una hibridacién en forma de algoritmo
a dos fases. El método fija inicialmente la cantidad de funcio-
nes de pertenencia (variables linguisticas) para determinar,
a partir de los grupos, los parametros de estas funciones en
anticipacion a la formulacion de las reglas.

El nuevo método propuesto para generar sistemas iniciales,
evidencia ser mas efectivo; utilizar un procedimiento heuris-
tico para derivar las funciones de pertenencia manteniendo
las restricciones resulta ser practico y de bajo costo compu-
tacional. Ademas, la inicializacion del espacio de busqueda
genera mejores soluciones con respecto a la exactitud del
clasificador, aunque el niumero de reglas no se pueda lle-
var al minimo, las reglas pertenecientes a una misma clase
resultan muy similares, permitiendo ser combinadas intui-
tivamente por un humano o algun algoritmo objeto de otro
trabajo. La proposicion del uso de tres variables linguisticas
facilita la formulacion de las reglas en lenguaje humano au-
mentando aln mas las interpretabilidad del sistema. La Fi-
gura 4 muestra las Funciones de Pertenencia Optimizadas
mediante la quinta iteracion.

Figura 4. Funciones de pertenencia optimizadas

mediante la quinta iteracion.
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Los problemas utilizados para la comprobacion del presente
trabajo, son problemas referenciales (benchmark) en estu-
dios de clasificacion y reconocimiento de patrones. Esto per-
mite la comparacion de los resultados con otros trabajos en
la literatura. La Tabla 1 muestra los resultados de diferentes
trabajos sobre el problema de clasificacion con los mismos
datos empleados en el caso de para tratamiento 1. Los tra-
bajos que obtienen mayor porcentaje de exactitud en la clasi-
ficacion fueron los de''” sin embargo éstos usan un modelo
de clasificador que emite como salida un Unico valor numéri-
co, el cual es extrapolado para obtener la etiqueta de clase.

Tabla 1: Desempeio de sistemas de clasificacion de diferentes

trabajos, con los mismos datos representados por E1

. Cantidad Funciones Numero | Clasificaciones
Estudios o . ) 5
caracteristicas | pertenencia | de reglas | correctas (%)
Svensson 4 3 4 953
(2011) '
Setnes y
Roubos (2000) 4 2 2 99.3
Zong-Yi et al.
(2006) 6 3 3 98,0
Ganeshy
Devaraj (2010) 4 3 3 98,6
Elragal (2010) 4 2 2 100,0
Propuesto 4 3 5 99,3

Trabajar con un nimero de reglas menor al nUmero de dos
clases, que se interpolan para generar salidas de tres clases
distintas, descarta la posibilidad de interpretacion del sistema
por parte de humanos. En contraste, el sistema utilizado en
este trabajo emite una salida para cada clase y determina la
etiqueta de clase mediante el principio de “el ganador se lo
lleva todo” (winner-take-all). En cualquier caso, las funciones
de pertenencia y las variables linguisticas de este trabajo, po-
drian considerarse como las que poseen mayor sentido se-
mantico. Por otra parte, la Tabla 2 muestra los resultados de
diferentes trabajos sobre el problema representados por E2.

Tabla 2: Desempeno de sistemas de clasificacion de diferentes es-

tudios, problema Wine.

. Numeros de Funciones Ndmero Clasificaciones
Estudios - i de
caracteristicas | pertenencia correctas (%)
reglas

Setnes y

9 3 3 98,3
Roubos (2000) ’
Zong-Yi et al.

5 2 4 98,3
(2006) '
Ganeshy

13 3 30 95,5
Devaraj (2010)
Elragal (2010) 13 3 3 95,6
Propuesto 13 3 4 98,88

Los estudios de'™'3, incorporan un método de seleccion de
caracteristicas para reducir la cantidad de variables de entra-
das; sin embargo, no superan el porcentaje de exactitud de
este estudio, que resulta ser el mayor de entre los trabajos
comparados, con una cantidad viable de reglas. La minimiza-
cion de caracteristicas podria ser un punto interesante de in-
corporar como objetivo adicional al método de optimizacion.

Conclusiones

El principal hallazgo es que el procedimiento heuristico para
derivar las funciones de pertenencia manteniendo las restric-
ciones, de la quinta iteracion resulta ser més efectivo y de
bajo costo computacional. El clasificador propuesto genera
resultados con exactitud, asi como funciones de pertenencia
con mayor sentido semantico, comparados con resultados
de otros estudios contrastados.



Los resultados de esta investigacion sugieren la posibilidad
de implementar clasificadores difusos semejantes al disefia-
do en entornos donde se requiera la verificacién o entendi-
miento de los procesos automaticos por parte del humano,
reemplazando procesos de caja negra.
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Effects of transdermal

nitroglicerin patches

on inflammation

and vascular lesion biomarkers
in preeclamptic patients
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El objetivo de la investigacion fue establecer los efectos de
tratamiento con parches de nitroglicerina sobre las concen-
traciones de los bio-marcadores de inflamacion y lesién vas-
cular en preeclampticas. La muestra fue de preeclampticas
nuliparas con embarazos de mas de 25 semanas que acu-
dieron a la emergencia obstétrica del Hospital Central “Dr.
Urquinaona”, Maracaibo, Venezuela. Se midieron las con-
centraciones interleucinas 6 y 10, factor de necrosis tumoral
alfa, interferbn gamma, proteina C reactiva, selectinas (P, E
y L) y dimetilarginina asimétrica. El tratamiento fue con par-
ches transdérmicos de nitroglicerina de 5 mg, aplicado en la
region toracica anterior o lumbar de las pacientes por un pe-
riodo de 12 horas, por un tiempo total de 48 horas. La edad
materna promedio fue de 21,77 + 3,07 afnos y la edad gesta-
cional fue de 34,23 + 1,85 semanas. Se observo una dismi-
nucion significativa en la presion arterial sistélica y diastélica
al comparar los valores antes y después del tratamiento (p <
0,05). Sin embargo, no se encontraron modificaciones en las
concentraciones plasmaticas de interleucina 6, interleucina
10, factor de necrosis tumoral alfa, interferébn gamma, protei-
na C reactiva, selectinas y dimetilarginina asimétrica luego
del uso de los parches de nitroglicerina al compararlo con los
valores iniciales (p = ns). Se concluye que el tratamiento con
parches de nitroglicerina no produce modificaciones en las
concentraciones séricas de bio-marcadores de inflamacion y
lesién vascular en pre-eclampticas.

Palabras Clave: Pre-eclampsia; Nitroglicerina; Inflamacion;
Disfuncién endotelial; Bio-marcadores, TNF-a.

Introduction and Objective: Pre-eclampsia is a multisystem
disorder that complicates 3%—8% of pregnancies in Western
countries and constitutes a major source of morbidity and
mortality worldwide. The aim of this study was to examine the
effects of transdermal nitroglycerin patches on biomarkers of
inflammation and vascular lesion in pre-eclamptic patients.

Materials and methods: a prospective study was done in 40
nulliparous preeclamptic patients over 25 weeks of gestation
who attended the Obstetric Emergency at Hospital Central
“Dr. Urquinaona”, Maracaibo, Venezuela. Interleukin 6 and
10, tumor necrosis factor alpha, interferon gamma, C-reactive
protein, selectins (p, E and L) and asymmetric dimethylargi-
nine concentrations were measured before and after nitro-
glycerin transdermal patches treatment (5 mg/twice a day) for
48 hours. Results: The mean maternal and gestational age
was 21.77 +3.07 years and 34.23 + 1.85 weeks respectively.
A significant reduction was observed in systolic and diastolic
blood pressure after treatment (p<0.05). However, no modifi-
cations were observed in Interleukin 6, Interleukin 10, tumor
necrosis factor alpha, interferon gamma, C-reactive protein,
selectins and asymmetric dimethylarginine concentrations.
We concluded that treatment with nitroglycerin patches did
not produce modifications in serum concentrations of inflam-
mation and vascular lesion biomarkers in preeclamptic pa-
tients.

Keywords: Pre-eclampsia; Nitroglycerin; Inflammation; En-
dothelial dysfunction; TNF-a.



Introduction

Preeclampsia is a multisystem disorder that involves liver,
kidneys, brain and placenta. It affects 2 to 8 percent of preg-
nancies' and is associated with a substantial increase mater-
nal and fetal morbidity and mortality. Maternal complications
may include eclampsia, cerebrovascular disease, renal or he-
patic failure and alterations on the coagulation. Severe pre-
eclampsia is associated with different degrees of fetal injury,
especially, undernutrition as a result of uteroplacental vascu-
lar insufficiencies, which leads to intrauterine growth restric-
tion or even causes fetal death. Long-term follow-up stud-
ies have demonstrated that babies who suffered intrauterine
growth retardation are more likely to develop hypertension,
coronary artery disease, and diabetes in adult life?.

The etiology of preeclampsia still unknown, but there is
strong scientific evidence supporting that the reduction of the
blood flow with placental hypoxia and/or ischemia, excessive
oxidative stress, in association with endothelial dysfunction.
The release of soluble factors from the ischemic placenta into
maternal plasma plays a central role in the ensuing endo-
thelial dysfunction that is the most prominent feature of this
disease®. Endothelial dysfunction causes generalized vaso-
constriction, platelet activation, thrombosis and decrease in
plasma volume with later multi-organic blood flow reduction*.
The main pathophysiologic finding of the preeclampsia is the
alteration of the vasodilation of maternal vessels, due to dif-
ferent compounds produced in the endothelium?®.

Nitric oxide (NO) is a potent vasodilator and inhibitor of plate-
let aggregation produced by endothelial cells from L-arginine
by the catalytic action of constitutive nitric oxide synthase
(cNOS)®. Once synthetized, NO Immediately diffuses through
adjacent smooth cells increasing the intracellular concentra-
tion of cyclic guanosine monophosphate (cGMP), yielding
vascular smooth muscle relaxation. A placental reduction in
both, L-arginine concentration and nitric oxide synthase activ-
ity have been found in women with preeclampsia’. Data de-
rived from experimental models show that chronic inhibition
of cNOS results in high blood pressure, intrauterine growth
retardation, and thrombocytopenia®; thus, NO deficiency may
be an important factor in preeclampsia development?.

Some data indicate that the administration of nitroglycerin, a
nitric oxide donor, conduces to vasodilation in the maternal
circulation but not in the fetal vasculature®. Drugs that can
be converted in NO (known as NO donors) are widely avail-
able and have been used for years as therapeutic agents in
CVD such as angor pectoralis and hypertension™. NO donors
have been previously studied in several obstetric complica-
tions, including premature labor, prevention of pre-eclampsia,
intrauterine growth restriction, and hypertensive crisis. In this
context, the decrease in morbidity and mortality is the main
reason for the use of NO donors in obstetrics®'.

It has been shown that transdermal nitroglycerin (TDN) ex-
posure modifies the vasomotor response to a number of en-

dothelium-dependent stimuli in both, healthy subjects'?'® and
coronary artery disease carriers'*. The mechanism of this va-
somotor endothelial function modification induced by nitrates
is unknown, but there is evidence, at least in part- related
to an increased superoxide anion concentration in relation
to an inadequate NO synthesis, suggesting abnormalities in
eNOS function as part of this pathophysiologic conundrum®.
In this regards, it has been hypothesized that TDN adminis-
tration attenuates the vascular injury and inflammation more
than functional or biochemical changes in endothelial cells.
Also, the effects of TDN on inflammation and vascular lesion
markers are unknown in pregnant women with preeclampsia.
Because of the latter, the aim of this study was to assess
TDN patches treatment on inflammation and vascular lesion
biomarkers in pre-eclamptic women.

Materials and methods

Study design and sample features

The present prospective study was performed in a sample of
40 nulliparous women with more than 25 weeks of pregnancy
and confirmed a diagnosis of preeclampsia, who attended
the Obstetric Emergency department at Central Hospital “Dr.
Urquinaona”, Maracaibo, Venezuela. The research was ap-
proved by the Committee on Ethics and Research of the hos-
pital and a written consent was obtained from all participants.

Exclusion criteria

The following conditions were considered exclusion cause to
participate in this study: Polyhydramnios pregnant women,
third trimester bleedings (abruptio placentae, placenta prae-
via), suspected intrauterine fetal growth restriction (top of the
pubic symphysis—fundal height measurements, abdominal
circumference and femur length under 10 percent of refer-
ence values with postnatal confirmation), HELLP syndrome,
disorders of fetal heart rate, multiple gestation pregnancy, ac-
tive maternal or intrauterine infection, chronic hypertensive
disease (before 20 weeks of pregnancy), antihypertensive
drugs treatment, cardiac, liver, and renal diseases or chronic
systemic, pre or gestational diabetes mellitus and smoking
habit. The patients who refused to participate in the research
were also excluded.

Operative definitions, treatment protocol and patients”
evaluation

Preeclampsia was defined as systolic blood pressure of 140
mmHg or more, or diastolic blood pressure of 90 mmHg or
more, confirmed by 6 h or more of difference, while protein-
uria was defined as 300 mg or more in a 24-hour sample or
1-2 proteinuria crosses in a qualitative test after 20 weeks of
gestation“. The blood pressure was measured in seated posi-
tion after 15 minutes of rest before the determination. During
the procedure, the arm was at the same level of the heart, be-
ing the systolic pressure the first sound that is heard (phase
1) and diastolic pressure the point where the sound fades
(phase 5).




Treatment protocol consisted in 5 mg nitroglycerin transder-
mal patches applied in the anterior or lumbar thoracic region
of the patients for 12 hours for a total period of 48 hours (a
total of 4 patches). The patch was placed on the skin, on the
lateral side of the thorax®.

Blood samples from the antecubital vein were collected be-
fore and after 48 hours of the treatment and were let clot at
room temperature. All the samples were centrifuged at 6.500
R.P.M for 10 minutes and then stored at -70°C until their pro-
cessing. For determining interleukin-6, interleukin-10, TNF-q,
and interferon-y, an enzyme-linked immunosorbent assay
was used and all samples were tested in duplicate, using the
arithmetic mean of the 2 measures as the final value. The
ELISA assays sensitivity were 10 pg/ml for interleukin-6, 1
pg/ml for interleukin-10, 3 pg/ml for interferon-y and 3.5 pg/
ml for TNF-a. The Inter and Intra variation coefficient were
less of 7%.

Asymmetric dimethylarginine (ADMA) plasma concentration
was measured using the enzyme-linked immunosorbent as-
say. Inter and intra-assay variation coefficient did not exceed
10% and 5%, respectively. C-reactive protein was assessed
by a chemiluminescence essay with inter and intra-assay co-
efficient of variation of 8.7% and 7%, respectively. The sen-
sitivity detection was 0.01 mg/dl. The soluble selectins con-
centrations were measured using ELISA test. The lower limit
of detecting P-selectin quantification was 1.30 ng/ml, 0.25 ng/

The treatment effects with nitroglycerin patches on the mean
blood pressure value are shown in table 2. A significant re-
duction in the systolic and diastolic blood pressure was ob-
served when comparing the values before and after the treat-
ment (p<0.05).

TABLE 2. Systolic and diastolic blood pressure on women with

preemclampsia before and after using nitroglycerin patches

(n=40)

Systolic blood pressure, mm of Hg

147.06 £ 11.49
142,61 +15.71¥

Initial

48 hours

Diastolic blood pressure, mm of Hg

Initial 110.10 £ 7.00

48 hours
¥ p < 0.05 compared to the initial value.

105.13 £8.65*

Regarding interleukin-6, interleukin-10, TNF-a, interferon-a,
C-reactive protein, P-, E- and L- selectins and ADMA concen-
tration no changes in plasma concentrations were found after
using nitroglycerin patches compared to the initial values (p
= ns; table 3).

Table 3. Biomarker concentrations in women with preeclampsia

before and after the application of nitroglycerin patches

ml for L-selectin and 0.33 ng/ml for E-selectin detection. Intra A Before the After the
and inter-assay coefficients of variation were lower than 5%. - treatment treatment P
. . . Interleukin 10, pg/ml 15.9+ 3.1 17.5+6.2
The values obtained were presented as arithmetic means mereurn _pg m ns
+standard deviation. The t Student test for related samples ;;/r:‘ncl’r necrosis factor alpha, 07+46 9.0 £5.1 ns
was used for analyzing the values of high blood pressure and
marker concentrations studied before and after the treatment. | !nterferon gamma, pg/mi) 7552277 | 742+296 | ns
p<0.05 was considered statistically significant. Interleukin 6, pg/ml 31.4+25 295+64 | ns
C-reactive protein, mg/L 6.1+2.2 6.3+2.8 ns
P-Selectin, ng/ml 104.8 £9.4 102.6 £ 13.5 ns
Results E-Selectin, ng/ml 59.3+9.9 58.1+10.2 | ns
B The characteristics of the selected patients are shown in ta- | L-Selectin, ng/mi 550.0+74.2 | 561.4+815 | ns
- ble 1. The average age of mothers was 21.77 + 3.07 years | asymmetric 0547 £ 0.034 0.552 + .
I and the gestational age was 34.23 +1.85 weeks. dimethylarginine, pmol/L DREED 0.027

TABLE 1. General characteristics of women with preeclamp-

sia treated and untreated with nitroglycerin patches

Several studies in the last two decades have documented

n =40

( ) that treatment with nitroglycerin has deleterious effects on

Age of the mother, years 21.77 £3.07 endothelial function, especially, when intermediate to long-
. term therapy is indicated, in which a significant reduction

Gestational age, weeks 34.23+1.85

in smooth muscle responses have been observed in both,
healthy individuals or CAD carriers treated with TDN with
a similar protocol proposed in this trial’®'®. These changes
would be attributed to eNOS decoupling in the context of in-
creased oxygen free radicals (OFR) production induced by
nitroglycerin or ischemia-reperfusion process.

Systolic blood pressure, mm of Hg 147.06 + 11.49

Diastolic blood pressure, mm de Hg 110.10 £ 7.00

3.1+19

Proteinuria, g/24 hours




The secondary increase in vascular oxidative stress lead
by nitroglycerin exposure is well documented from a variety
of possible metabolic sources, including xanthine oxidase,
NADH oxidase, mitochondrial electron chain, P450-cyto-
chrome oxidase as well as NOS'"'°. These free radicals in-
crease has implications beyond nitrates resistance develop-
ment, thus OFR oxidizes the carbohydrates, lipids, proteins
and DNA and also altering the biochemical homeostasis in-
ducing biological damage®. The evidence of vasomotor and
endothelial dysfunction drive by nitroglycerin has been asso-
ciated with aldehydes production and isoprostanes cytotox-
icity, both products of lipid peroxidation?!, as well as deflec-
tive endothelial progenitor cells, function'. Because of the
latter, the objective of this study was to investigate whether
the treatment with TDN would be associated with an increase
in vascular inflammation and endothelial lesion markers con-
centrations in women with preeclampsia. The results of this
investigation show no changes in these bio-markers, an ef-
fect derived from an interplay between reactive oxygen spe-
cies toxicity and the protective effect of NO released by nitro-
glycerin. In a research carried out by Berrazueta and col.?,
nitroglycerin treatment decreased C-reactive protein and E-
selectin concentration, with no changes in other inflamma-
tion markers of vascular lesions in patients with the severe
peripheral vascular disease. The explanation for this incon-
sistency is not clear, but it is possible that the protector effects
of NO may prevail in patients with cardiovascular diseases, or
in the case of our work, the absence of these effects may be
due to the short lapse administration.

The particular relationship between the nitrate therapy and
ADMA has been proposed via an increase in OFR bioavail-
ability with subsequent functional alteration of ADMA hydro-
lase, the enzyme responsible for the metabolism of ADMA2*
%_ It should be noted in this context two observation from In
vitro studies?®®: 1) endothelial cells exposed to nitroglycerin
exhibit a decrease in ADMA hydrolase activity, which produc-
es an increase in ADMA concentration. 2) Endothelial cells
treatment with ADMA also cause aldehyde dehydrogenase-2
activity reduction, one of the key enzymes involved in the bio-
transformation of nitroglycerin. These studies concluded that
the exposure to the nitroglycerin reduces the dimethylargi-
nine aminohydrolase, ADMA increase and decreases in the
activity of aldehyde dehydrogenase??’,

Even though crucial pharmacology and therapeutic facts
about nitrates have been elucidated in the last years'#,
there are still a lot of questions to be solved, especially in the
practice of obstetric. One of these problems is the impact of
nitrates on the prognosis in pregnant women's. Based on our
results, it is concluded that the treatment with TDN does not
produce changes in the serum concentrations of inflammation
and vascular lesion biomarkers in women with preeclampsia.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar la calidad de vida
(CdV) relacionada con la salud en adultos mayores polime-
dicados residenciados en un centro geriatrico del estado Zu-
lia, Venezuela. La muestra consistié en 39 ancianos institu-
cionalizados a quienes se les aplico el instrumento SF-36,
y una ficha disefada para recoger datos sociodemograficos
y aspectos relacionados con su salud. La edad media fue
de 76,18 + 7,80 afos, 51,3% hombres, y 48,7% mujeres. La
dimension mas afectada fue funcionamiento fisico (31,41),
seguida de salud general (51,66). Los mejores promedios se
obtuvieron en funcionamiento social (79,16) y rol emocional
(76,06). La escala sumarial salud mental (ESSM) revelé me-
jor puntaje que la escala sumarial salud fisica (ESSF), con
una media de (67,53) y (58,71) respectivamente. Se compro-
bd correlacion positiva entre las puntuaciones de la ESSF y
ESSM. Los pacientes polimedicados presentaron puntuacio-
nes menores en todas las dimensiones y escalas sumarias,
siendo estadisticamente significativas para funcionamiento
fisico, salud general, funcionamiento social, rol emocional,
ESSF y ESSM (p < 0,05). Los pacientes polimedicados au-
toperciben peor CdV respecto a los no polimedicados. Se
recomienda revisar y simplificar en la medida posible, los es-
quemas farmacoterapeduticos, en términos de mejorar la CdV
en ancianos institucionalizados.

Palabras claves: calidad de vida, adultos mayores institucio-
nalizados, centro geriatrico, polimedicacion

The aim of this trial was To evaluate the quality of life (QoL) in
older people with polypharmacy residing in a geriatric center
of Zulia State, Venezuela. 39 institutionalized ancients an-
swered through a face-to-face interview the SF-36 instrument
and a personal file designed to collect sociodemographic
data and health-related aspects. The mean age was 76,18 +
7,80 years, 51,3% men and 48,7% women. Physical function-
ing obtained the lowest score (31,41), followed by general
health (51,66). Social functioning (79,16) and role emotional
(76,06) showed the best average. Mental component sum-
mary (MCS) attained better score than physical component
summary (PCS), with a mean of (67,53) and (58,71), re-
spectively. Positive correlation was found between MCS and
PCS scores. Elderlies with polypharmacy had lower scores
in all dimensions and summary scales of SF-36, being sta-
tistically significative on physical functioning, general health,
social functioning, role emotional, MCS and PCS (p < 0,05)..
Patients with polypharmacy have worse perception of their
QoL than those without polypharmacy. Among health politics,
should be taken as a priority to design and perform programs
in order to guarantee a whole bio-psycho-social wellbeing in
elderlies, simplifying number of medications in order to im-
prove their QoL.

Key words: quality of life, institutionalized older people, geri-
atric center, polypharmacy
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Introduccion

El envejecimiento humano ha cobrado en las Ultimas dé-
cadas un gran interés debido al progresivo aumento de la
edad media de las poblaciones tanto en paises desarrolla-
dos como en vias de desarrollo'2. Asi, en un esfuerzo por
brindar una atencién especial al anciano a través de un plan
de accion con repercusion internacional, la Primera Asam-
blea Mundial sobre el Envejecimiento celebrada en Viena en
1982, consideré pertinente definir como adulto mayor a una
persona de 60 afios 0 mas?®, ya que es a partir de esta etapa
de la vida, donde comunmente suceden o se acentlan de
manera gradual e irreversible, una serie de modificaciones
morfoldgicas, fisioldgicas, psicolégicas y sociales? ¢, siendo
el deterioro del sistema nervioso, endocrino, e inmune, los
que principalmente alteran de manera global los procesos
corporales®.

En este contexto fisiopatoldgico, nace la importancia de re-
definir los procesos de salud-enfermedad en la etapa senil,
ya que por lo procesos propios del envejecimiento comien-
zan a surgir una serie de enfermedades degenerativas de
curso crénico tales como enfermedades cardiovasculares,
enfermedad cerebrovascular, diabetes mellitus, neoplasias,
enfermedades infecciosas, afecciones osteoarticulares, que
de una manera u otra pueden repercutir en la calidad de vida
(CdV) del anciano'. Se puede definir CdV como la percepcion
global de satisfaccion en un determinado nimero de dimen-
siones, principalmente en el estado de salud fisico y mental y
la funcion socia’. Particularmente en el anciano, la CdV esta
determinada por la valoracion que ellos hacen del grado de
bienestar fisico, psiquico y social, que les permita llevar con
normalidad la vida cotidiana®®. En tal sentido, diversos estu-
dios revelan que en las personas de edad avanzada, el nivel
de salud y bienestar parece estar estrechamente ligado a la
exposicidon con multiples factores de riesgos fisicos, biolégi-
Cos y sociales™".

Entre esos factores que influyen negativamente en la CdV de
la poblacién geriatrica esta la polimedicacion, entendiéndose
como aquella condicion en la que una persona recibe 5 o
- mas medicamentos diarios, de forma simultanea, continua,
I aunque se establece un periodo minimo de 6 meses''®. Se
ha determinado que la poblacién geriatrica consume del 25 al
50 % de los farmacos prescritos' 6, y entre los mas frecuen-
temente indicados y consumidos figuran los antiplaquetarios,
hipoglicemiantes, diuréticos, broncodilatadores, psicotropos,
antiinflamatorios no esteroides y demas drogas empleadas
para el tratamiento de enfermedades en la esfera cardiovas-
cular'”-'®, Sin embargo, la polimedicacién pudiera representar
un riesgo para la salud, puesto que con el envejecimiento
suceden una serie de modificaciones, que condicionaria pro-
fundas modificaciones en la farmacodinamia y farmacociné-
tica en este grupo etario'-'72, De tal manera que, a pesar de
que la intencion de la atencion farmacologica es mejorar las
condiciones patologicas, el efecto sumativo de las reaccio-
nes adversas de los medicamentos podrian generar graves

consecuencias en la salud del adulto mayor y entorpecer la
calidad de vida de los ancianos?%.Debido a que el enveje-
cimiento es una etapa mas del ciclo fisiol6gico de la vida,
y debido a la carencia de estudios que permitan evaluar la
autopercepcién de la salud en personas de edad avanzada,
surgiod la iniciativa de este trabajo, cuyo objetivo es evaluar
la CdV relacionada con la salud en pacientes mayores que
residen en un centro geriatrico de la localidad, a través del
cuestionario SF-36. Asi mismo, se persigue comparar la CdV
entre pacientes polimedicados y no polimedicados.

Se trata de un estudio descriptivo, no experimental, de tipo
transversal, en el “Hogar Santa Cruz”, Centro Geriatrico ubi-
cado en el Sector la Rinconada, Municipio Jesus Enrique
Lossada, Estado Zulia, Venezuela. La muestra fue seleccio-
nada mediante muestreo probabilistico del tipo aleatorio sim-
ple de una poblacion representada por adultos de 60 afios o
mas, de ambos sexos. De inicio se excluyeron los pacientes
con hipoacusia severa, disartria severa, cuadros confusio-
nales, demencia o enfermedades psiquiatricas graves que
imposibilitaran la administracion de la encuesta. Se solicit6 el
consentimiento escrito tanto de la Directora de la institucion
como de los ancianos. Seguidamente, mediante una entre-
vista personal, se recolectaron en una ficha personal datos
sociodemograficos y referentes a su salud. Asi, se obtuvieron
2 grupos: no polimedicados y polimedicados. Se consider6
pacientes polimedicados, a aquellos que estaban bajo trata-
miento médico con 5 0 mas farmaco de modo simultaneo por
un lapso de 15 dias o mas, para el momento de la entrevista.
No se incluyé como farmacos productos herbolarios, vitami-
nas, minerales y medicamentos tdpicos. Simultdneamente,
se procedi6 a aplicar el instrumento SF-36.

Instrumento SF-36

Es un instrumento para evaluar el nivel de CdV relacionada
con la salud, conceptualmente basado en un modelo bidi-
mensional de salud: fisica y mental, originalmente elaborado
por Ware Jhon y Sherbourne C.D. Se trata de un cuestio-
nario auto-administrado, aunque también puede ser aplica-
do por el investigador. Consta de 36 itemes, que exploran
8 dimensiones del estado de salud, asi como también dos
medidas sumariales: El Funcionamiento Fisico (FF), El Rol
Fisico (RF), Dolor Corporal (DC), Salud General (SG), Vitali-
dad (V), Funcionamiento Social (FS), El Rol Emocional (RE),
y Salud Mental (SM), y las 2 medidas sumarias: La Escala
Sumarial Salud Fisica (ESSF) y La Escala Sumarial Salud
Mental (ESSM)?*25,

Todas las puntuaciones que se obtienen de los itemes de
una misma dimension se transforman a una escala del 0 al
100 segun el enfoque Rand, para crear los puntajes de las 8
dimensiones de la CdV, donde el valor 0 es el peor estado de
salud autopercibido, y 100 es considerado como percepcion
excelente. En esta forma de asignacién del puntaje no exis-
ten puntos de corte; cuanto mayor sea el resultado, mejor



estado de salud refleja, y por lo tanto mejor calidad de vida.
Existen nimeros estudios que garantizan una alta confiabi-
lidad y validez del instrumento SF-36 en la valoracion de la
calidad de vida de los ancianos, incluso en adultos mayores
institucionalizados, especialmente si se administra bajo una
entrevista personal®+2®,

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizd utilizando el paquete es-
tadistico SPSS version 12. Los resultados se expresaron en
valores absolutos, porcentuales y como media + desviacion
estandar (M+DE). Para comparar la media de las dimensio-
nes y escalas sumariales, al clasificar la muestra en no po-
limedicados y polimedicados, se utilizd la “t “de Student. Asi
mismo, para analizar la posible asociacion de variables, se
empled el Coeficiente de Correlacién de Pearson. En todos
los casos se considerd, como estadisticamente significativo
cuando la p <0,05.

Resultados

Para el momento en que se efectud este trabajo, estaban ofi-
cialmente residenciados en el centro geriatrico 147 ancianos,
aplicandose el instrumento a 40 de ellos, siendo necesaria la
exclusion de una encuesta por estar incompleta. Por lo tanto,
la muestra final estuvo constituida por 39 adultos mayores
institucionalizados, representando el 26,5% de la poblacion
estudiada. En la tabla 1, se presenta un resumen de las ca-
racteristicas mas resaltantes, en la que se evidencia, que
la edad media de la muestra estudiada fue de 76,18 + 7,80
anos, de los cuales 51,3% eran hombres (n=20), y 48,7%
mujeres (n=19). Por otra parte, una muy elevada proporcion
de ancianos informaron padecer alguna enfermedad crénica
diagnosticada (89,7%), mientras que aproximadamente la mi-
tad de ellos reportaron consumir 5 0 mas farmacos (53,8%).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y aspectos relacio-

nados con la salud de los ancianos institucionalizados

evidencia que la dimension FF obtuvo el valor més bajo de
todas las dimensiones (31,41), SG obtuvo un puntaje inter-
medio (51,66), mientras que Vitalidad ((61,92), DC (72,05)
y RF (75,64) arrojaron puntuaciones moderadamente altas.

Tabla 2. Puntuaciones de las Dimensiones y Escalas Sumarias

del Cuestionario SF-36 en ancianos institucionalizados

Dimensiones y Escalas M<DE Minimo | Méaximo
Sumarias

Funcionamiento Fisico 31,41+ 27,04 0 100
(FF)

Dolor Corporal (DC) 72,05 £ 26,72 25 100
Salud General (SG) 51,66 + 16,71 25 95
Vitalidad (V) 61,92 + 26,34 5 100
Rol Fisico (RF) 75,64 £ 34,16 0 100
Funcionamiento Social 79.16 + 23,00 12,5 100
(FS)

Rol Emocional (RE) 76,06 + 41,14 0 100
Salud Mental (SM) 68,82 + 23,98 20 100
Escala Sumaria Salud

Fisica (ESSF) 58,71 £ 21,03 19,5 90
Escala Sumaria Salud

Mental (ESSM) 67,53 £ 21,03 21,5 99

Al evaluar las dimensiones psicosociales, se revela que, en
general, éstas obtuvieron promedios mas elevados, particu-
larmente FS (79,16), seguidas de RE (76,06) y SM (68,82).
Asi mismo, considerando el modelo bidimensional para eva-
luar el nivel de CdV propuesto por el cuestionario SF-36, se
examinaron las dos escalas sumariales, y se evidencié que
la ESSM present6 una puntuacidon mas elevada (67,53), al
compararse con la ESSF (58,71). Seguidamente, al correla-
cionarse los puntajes de las dos escalas sumariales del SF-
36 que valoran globalmente salud fisica y salud mental, se
evidencia un resultado interesante de este estudio, plasmado
en el grafico 1, como lo es la fuerte correlacion positiva entre
las puntuaciones de la ESSF y ESSM , siendo estadistica-
mente significativo (r=0,565, p=0,0001).

Grafico 1. Correlacion entre los puntajes obtenidos en la Escala
Sumarial Salud Fisica y la Escala Sumarial Salud Mental

Caracteristicas | N | Media * DE | (%) | Caracteristicas | N | (%)
Enfermedad
crénica
E nos): 76,1817
dad (afnos) 39 | 76,18+7,80 Una o més 35| 89,7
Ninguna 4 110,3
Consumo de
Sexo: -- .
farmacos
Masculino 20 -- 51,3 50 mas 21(53,8
Femenino 19 - 48,7 Menos de 5 18 | 46,2

En cuanto a los resultados obtenidos al aplicar el cuestio-
nario SF-36 para evaluar CdV, en la tabla 2 se presentan la
media, desviacion estandar, valor minimo y maximo alcan-
zados en cada una de las dimensiones y las dos escalas
sumariales. Examinando los datos, y considerando el reco-
rrido del puntaje del instrumento que oscila de 0 a 100 se
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Al comparar la media de las puntuaciones de los ancianos no
polimedicados con los polimedicados, estos Ultimos presen-
taron valores mas bajos en la media de todas las dimensio-
nes y las dos escalas sumariales que los pacientes no poli-
medicados, siendo estadisticamente significativo en los roles
FF (p= 0,009), SG (p=0,04), FS (p= 0,012), RE (p= 0,001),
ESSF (p=0,018) y la ESSM (p=0,003), tal como se puede
evidenciar en la tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de las medias de las puntuaciones de las

Dimensiones y Escalas Sumarias del Cuestionario SF-36, entre

adultos mayores no polimedicados y polimedicados

. . . Pacientes
Dimensiones y Escalas Pacientes No L
Sumarias Polimedicados M+DE Rolldcdes

- M+DE

(FF“F”)‘”O”am'e”to Fisico 41,66£30,30 19,44416,52**
Dolor Corporal (DC) 73,09+24,26 70,83+30,01
Salud General (SG) 56,66+17,34 45,83+14,27*
Vitalidad (V) 67,85+23,58 55,00+28,33
Rol Fisico (RF) 82,14+31,81 68,05+42,70
Funcionamiento Social 87.50+13.69 69,44+27 85
(FS)

Rol Emocional (RE) 95,23+21,82 53,70+47,33**
Salud Mental (SM) 74,47+18,69 62,22+28,09
Escala Sumaria Salud "
Fisica (ESSF) 64,28+13,53 52,22+16,99
Escala Sumaria Salud -
Mental (ESSM) 76,35+14,08 57,24+23,38

*p<0,05 **p<0,01

Con este trabajo se ha pretendido aportar alguna informacion
relevante sobre la calidad de vida en ancianos residenciados
en un centro geriatrico de la localidad, aplicando el instru-
mento SF-36, una herramienta util por su bajo costo, facil
aplicacion, con demostracion suficiente de su validez y con-
fiabilidad. Es importante sefalar que, al revisar la literatura,
los resultados de estudios que valoran CdV en personas de
edad avanzada suelen ser muy heterogéneos, por la diversi-
dad de instrumentos empleados, y puesto que utilizan como
muestra, sujetos tanto institucionalizados en centros geriatri-
€0s, como no institucionalizados.

En primer lugar, al compararse estos hallazgos con los repor-
tados en otros estudios en ancianos no institucionalizados,
concuerdan con el presente, en el sentido de que las dimen-
siones psico-sociales como funcionamiento social y rol emo-
cional, obtuvieron los mejores promedios?”28.0tro estudio en
el que se utilizé el SF-36, al comparar los valores obtenidos
entre ancianos institucionalizados y no-institucionalizados,
se obtuvo que, los primeros mostraron promedios significati-
vamente mas altos en RE, FS, seguidas de RF y DC?.

Se ha dicho previamente, que en la poblacion estudiada, la
dimension FF, obtuvo el puntaje mas bajo de todos los roles,
lo que traduce limitacion acentuada para llevar a cabo activi-

dades fisicas de esfuerzo moderado a intenso, ademas del
autocuidado como bafarse o vestirse. Se ha encontrado que
los ancianos que viven en un asilo presentan peor FF que
aquellos que viven en su domicilio®®. Esto podria tener una
etiologia multifactorial, ya que con el proceso del envejeci-
miento se van sumando diversas enfermedades que ocasio-
nan un gran deterioro de las capacidades fisicas?°.

En relacion al rol SG, tuvo una puntuacién intermedia, lo que
quiere decir, que la poblacién estudiada autopercibe su salud
como regular y creen que probablemente empeoraran. Esto
concuerda con un trabajo realizado en ancianos instituciona-
lizados, utilizando otro instrumento, en donde la percepcion
global de su salud fue regular®. Ahora, al analizar la dimen-
sién Vitalidad, con un puntaje moderadamente alto, revela
que los ancianos institucionalizados perciben poco grado de
cansancio y agotamiento la mayor parte del tiempo. La au-
topercepcién del nivel de energia en estas personas podria
deberse a que la mayoria de las actividades que realizan co-
tidianamente son del tipo sedentaria.

Por otra parte DC, obtuvo un puntaje moderadamente alto,
lo que constata poca interferencia del dolor como factor limi-
tante para la realizacion de sus actividades cotidianas. Estos
resultados son favorables para esta poblacion, y a su vez,
contrastan con otros estudios puesto que se conoce que el
dolor crénico es un problema comin en personas de edad
avanzada, y esta asociado a depresion y peor CdV3!, En
cuanto a la dimensiéon RF mostr6 una puntuacion moderada-
mente alta, lo que significa que los problemas de salud fisica
de estas personas, influyen poco en el rendimiento y tiempo
necesario para realizar sus actividades. Esto en parte podria
explicarse, a que las actividades cotidianas que realizan exi-
gen poca o ninguna dificultad para llevarlas a cabo, sin ser el
tiempo un factor limitante para ello.

Al considerar la dimension FS, se observa que es el rol que
obtuvo el puntaje mas elevado del cuestionario aplicado, lo
que revela que las personas encuestadas pueden llevar a
cabo sus actividades sociales habituales, con muy poca in-
terferencia de los problemas fisicos o emocionales que pa-
dezcan. Esto es sumamente beneficioso para ellos, puesto
que el bienestar social aumenta la capacidad en el anciano,
para afrontar problemas de salud y limitacién funcional®.

Las dimensiones SM y RE arrojaron una puntuacién modera-
damente alta, revelando que la mayor parte del tiempo, los an-
cianos entrevistados experimentan sensacién de tranquilidad.
Estos resultados concuerdan con los de otros estudios, que
han reportado un incremento en los sentimientos de bienestar
entre los adultos mayores, quienes informan poca ansiedad,
con un manejo mas equilibrado entre sentimientos positivos
y negativos®3*. Pero al mismo tiempo contrasta con otras in-
vestigaciones, que han referido que la ansiedad e irritacion se
hacen mas presentes tras estar institucionalizados®.

En la poblacion estudiada la ESSM present6 puntajes mas al-
tos que la ESSF. Este fenbmeno indica que al valorar la CdV,



los ancianos institucionalizados autoperciben mejor su esta-
do emocional que su estado fisico. A conclusiones similares
llegaron investigadores japoneses al aplicar el instrumento
SF-36 en ancianos institucionalizados®. Esta interdependen-
cia salud fisica y salud mental en la poblacion estudiada, se
puede ver también reflejada en la fuerte correlacién positiva
encontrada entre las puntuaciones de la ESSM y ESSF, lo
que significa que a mejor salud mental autopercibida, mejor
salud fisica. De manera muy particular, se ha reportado que
los adultos mayores tienden a adoptar una actitud mas opti-
mista, por lo que tienden a percibir su salud y CdV mas posi-
tivamente, a pesar de que pueden tener mdultiples problemas
de salud3®%,

Al clasificarse la muestra de estudio en pacientes no polime-
dicados y polimedicados, se encontr6 que aproximadamente
la mitad recibe como tratamiento habitual para sus problemas
de salud, entre 5 0 mas farmacos por un periodo minimo de 6
meses. Este hallazgo concuerda con el arrojado en un trabajo
espanol quienes encontraron que el 49,5% de la polimedica-
cién en la comunidad estudiada se registraba en adultos ma-
yores de 65 afos®. Otras investigaciones han documentado
que cerca de un 40% de adultos entre 75 y 84 afios consumen
hasta mas de 10 farmacos™. La literatura reporta que gran
parte de esta polimedicacion resulta de la automedicacion, y
de actos médicos aislados condicionando al desarrollo de ia-
trogenia'®182337.38 Entre los grupos de medicamentos que mas
usan los ancianos se destaca en primer lugar antihipertensi-
VoS, seguido por otro grupo terapéutico para el tratamiento de
dislipidemias, diabetes mellitus, enfermedad obstructiva créni-
ca, osteoporosis, artrosis, entre otras'.

En general, en la presente investigacion los resultados obte-
nidos apuntan a una baja percepcion de la calidad de vida en
los ancianos polimedicados, evidenciado por la obtencién de
bajas puntuaciones en todas las dimensiones y escalas su-
mariales medidas en el SF-36. Estos resultados concuerdan
con varios estudios, y ratifican la vinculacidén estrecha entre
namero de farmacos consumidos y autopercepcion de sa-
lud”23°, reportando que a mayor niumero de medicamentos,
peor es la percepcion global de la CdV®. Particularmente, se
compara con un estudio llevado a cabo en ancianos no ins-
titucionalizados donde la CdV se midi6 a través de Notthin-
gam Health Profile quienes reportaron un deterioro global y
subjetivo de su estado de salud, de manera importante en
las dimensiones energia, grado de movilidad, sueno, dolor y
aislamiento social. El grado de deterioro global en la CdV se
asocié de manera significativa al nUmero de farmacos pres-
critos a los pacientes*.

Es de hacer notar que entre las dimensiones de la CdV mas
afectadas de manera significativa en los ancianos institucio-
nalizados incluidos es este estudio estan el FF, RE y SG.
Respecto a esto es importante acotar que diversos estudios
han reportado que la polimedicacion esta asociada a la apa-
ricion de Trastornos depresivos, delirium, sindromes de cai-
das e inmovilidad®, y de otras situaciones clinicas que imitan

otros sindromes geriatricos, que pudieran ser mal interpreta-
do como una nueva patologia, y al no ser reconocido gene-
raria una cascada adicional de prescripciones'® 2442, Por lo
que se infiere, que la polifarmacia tiene una influencia negati-
va en la CdV en la poblacion incluida en el presente estudio.
Particularmente estos ancianos, pudieran estar presentando
reacciones farmacolédgicas adversas similares a las descritas
que podria estar afectando de manera significativa tanto el
estado de salud fisica como mental, tal como lo pareciera
explicar, el hecho de que las dos escalas sumariales del ins-
trumento SF-36 (ESSF y ESSM) arrojaron puntuaciones sig-
nificativamente méas bajas en los pacientes polimedicados.
Por lo tanto, la indicacién de multiples farmacos representa
un riesgo potencial puesto que el efecto sumativo de las inte-
racciones medicamentosas incrementa sustancialmente las
reacciones adversas de los mismos™ 2, por lo que podrian
generar un profundo deterioro de la salud del adulto mayor.

De los resultados derivados del presente estudio, se propo-
ne: Incentivar a los profesionales de las diferentes disciplinas
del area de la salud, evaluar la CdV en adultos mayores, de
manera que se convierta en una herramienta de uso habitual
en la practica médica, creando conciencia a su vez, respec-
to a la necesidad de atender de manera integral y con un
equipo multidisciplinario al adulto mayor institucionalizado.
Por ultimo, sensibilizar al personal de salud en revisar los
esquemas farmacologicos en la poblacién geriatrica, reco-
mendando evitar la polimedicacion, realizar ajustes de dosis,
mantenerlos so6lo por el tiempo adecuado y luego suspender,
recordar las posibles interacciones farmacoldgicas, efectos
adversos y contraindicaciones. De esta manera, se garanti-
zara mantener un tratamiento farmacol6gico lo méas simplifi-
cado posible, pero eficaz.
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The sustainability of the effects, the improvement of directly
damaged and associated organ dysfunction, acceptable oral
tolerability and lower side effects are probably the desired
outcomes of any pharmacological therapy, especially for one
that is used for long periods of time, such as T2DM phar-
macotherapy. Biguanides and Sulfonylureas have a common
development history, both associated with the economic dif-
ficulties associated with both World Wars and the impact
caused by the discovery and application of Insulin for diabetes
management. Glimepiride, the third generation sulfonylurea,
is a KTP channel modulator, which also happens to influence
plasma membrane dynamics, pro-inflammatory cytokine se-
cretion and PPAR-m activation. The biological effects of met-
formin are widening every day, and they are not only related
with the activation of AMP-dependent Kinase, but also with
mitochondrial bioenergetics, glycogen and monocarbon me-
tabolisms, epigenetic silencing and cell death pathways. The
individual effects of glimepiride added to metformin’s could
very much improve the patient’s metabolic and cardiovascu-
lar profiles, especially when such benefits are obtained with
lower dosages than the standard. Such properties not only
could guarantee adhesion to the oral medication but could
enhance the prognosis of T2DM patients. The purpose of
the following review is to describe the effects of glimepiride
and metformin from a biological standpoint, including their
recently pleiotropic effects.

Key words: metformin, glimepiride, lipid rafts, AMP-depen-
dent Kinase, K, , channel, mitochondrial bioenergetics, glu-
cose transporters.

La sostenibilidad de los efectos, la mejora de la disfunciéon
de organica, una tolerabilidad oral aceptable y pocos efec-
tos secundarios son probablemente los resultados desea-
dos de cualquier terapia farmacolégica, especialmente, para
una que se utiliza durante largos periodos de tiempo como
los es la farmacoterapia con DM2. Las biguanidas y las sul-
fonilureas tienen una historia de desarrollo coman, ambas
asociadas con las dificultades econdémicas asociadas con
ambas guerras mundiales y el impacto causado por el des-
cubrimiento y la aplicacion de insulina para el manejo de la
diabetes. La glimepirida, la una sulfonilurea de tercera gene-
racion, es un bloqueador del canal KTP que también influye
en la dindmica de las membranas plasmaticas, la secrecion
de citocinas pro-inflamatorias y la activacion de receptores
PPAR-gamma. Los efectos bioldgicos de la metformina se
estan ampliando cada dia, y no so6lo estan relacionados
con la activacion de la quinasa dependiente de AMP, sino
también con bioenergética mitocondrial, el metabolismo de
glucégeno, silenciamiento epigenético y vias de muerte ce-
lular. Los efectos individuales de la glimepirida afiadida a
la metformina podrian mejorar mucho el perfil metabdlico y
cardiovascular del paciente, especialmente cuando estos
beneficios se obtienen con dosis menores que las estandar.
Tales propiedades no sélo podrian garantizar la adhesién al
tratamiento, sino que podrian mejorar el pronostico de los
pacientes con DM2. El propésito de la siguiente revision es
describir los efectos de la glimepirida y la metformina desde
un punto de vista biologico, incluyendo sus efectos pleiotré-
picos recientemente descubiertos.

Palabras clave: metformina, glimepirida, balsas lipidicas,
quinasa dependiente de AMP, canal KATP, bioenergética mi-
tocondrial, transportadores de glucosa.
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Mechanism of action of sulfonylurea ~ not

as simple as it seems

The primary effect of sulfonylureas is to stimulate pancreatic
insulin secretion' and this property varies according to the
generation of this drug class. The first developed sulphonyl-
ureas — called First Generation — were tolbutamide, aceto-
hexamide, chlorpromide and tolazamide®. Second Genera-
tion class were gliclazide, glibenclamide (gliburide), glipizide,
and Third Generation is currently glimepiride3. The drugs
from the second and third generation are 20-50 more potent
in their effects, with a prolonged half-life time when compared
with chlorpromide®. These new sulfonylureas are associated
with less side effects, included hyponatremia and disulfiram
effect due to inhibition of hepatic alcohol dehydrogenase®.

As previously mentioned, insulin stimulation effect varies ac-
cording to sulfonylurea, and it's due to structural changes
which would modify binding affinity to its receptor localized
in the plasma membrane. The Sulfonylurea Receptor (SUR)
belongs to the ATP-Binding Cassette family, described in
Aguilar-Bryan et al.? as a 140-170 kDa membrane protein.
The SUR is structurally related to another protein called In-
wardly Rectifying Potassium Channel and together they con-
stitute the K., channel, one of the major metabolic sensors
in pancreatic beta cells”. This ion channel is an octamer of 4
SUR subunits and 4 Kir6.2 subunits, where the latter units
are the porous aspect of the channel and the former are the
regulatory elements®. The basic layout for sulfonylurea-me-
diated insulin secretion is briefly as follows (Figure 1). The
SUR subunit acts via switch mechanism, so when a sulfonyl-
urea is bound to SUR the ion channel closes, and when the
sulfonylurea dislodges from the receptor, the channel opens
again. The net result is increased concentrations of intracel-
lular potassium, which progressively depolarizes the cell and
induces insulin release®'°. Depolarization induces Voltage-
dependent calcium channels, increasing calcium influx to-

Figura 1

Kirt.2
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wards the beta cells, activating cytoskeletal changes that end
in the exocytosis of insulin vesicles™.

Sulfonylureas depend on genetically-determined receptors,
where binding time and intensity of the effect varies with
each drug generation. The SUR receptor family can be di-
vided in 3 types': a) SUR1, located mainly in the beta cell
plasma membrane; b) UR2A and SUR2B derived from al-
ternative splicing, are expressed in cardiac and skeletal
muscle. SUR1-related polymorphisms have been associated
with hyperinsulinemic hypoglycemia'? and neonatal diabetes
mellitus™. In regards to receptor binding affinity, each drug
class has peculiar properties. glibenclamide has 2.5-3 times
more binding affinity than glimepiride'™, which results in
higher insulin secretion in humans and in dogs*®. This higher
affinity enhances the risk of oxidative stress, endoplasmic
reticulum stress, and beta cell apoptosis, proven in dogs
and humans'®'®. Prolonged use of sulfonylureas (especially
those with higher affinity to SUR) has been associated with
less beta cell survival rate, suggesting that insulin replace-
ment therapy is actually a better choice regarding preserva-
tion of pancreatic islet'®.

Nevertheless, evidence has suggested that glimepiride may
participate in the preservation of insulin secretion capacity
during hyperglycemic states®. In fact, when glimepiride is
combined with sitagliptine, islet diameter and proliferation
markers seem to improve when compared with monothera-
py?'. Moreover, a clinical study conducted by our laboratory
concluded that low dosages of glimepiride (0.5 mg/day) com-
bined with metformin enhanced beta cell function, without an
enhanced insulin secretion or downregulation of insulin re-
ceptors?2. These findings show that glimepiride at low doses
could exert non-pancreatic effects which influence beta cell
function and improved 100% its performance. Therefore, we
proposed that the extrapancreatic effects of sulfonylureas
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The Sulfonylurea receptor in the pancreatic beta cell. The drawing is divided into two periods: fasting and postpandrial; added to the latter the use of sulfonylurea. During
fasting, there is low glucose influx via GLUT2 due to low plasma glucose; ergo there are higher levels of ADP inside the cells, allowing the K,., channel to be open. Once
feeding has occurred, there is an increased intracellular glucose level via GLUT2 and steady production of ATP, which closes the K, ion channel, increasing intracellular
potassium concentration, leading to cellular depolarization, opening of voltage-dependent Calcium Channels and exocytosis of insulin. Sulfonylureas can induce insulin
secretion due to closing of the K,, channel, imitating the glucose-induced insulin secretion pathway.



like glimepiride deserve further investigation, especially
when combined with a pleiotropic drug such as metformin.

Non-Pancreatic effects of Glimepiride

The hypoglycemic effect of sulfonylureas has been mainly
attributed to acute insulin secretion, albeit, some extra-pan-
creatic effects have surfaced over the years, especially with
glimepiride, which suggest novel pathways in the control of
hyperglycemia in diabetic patients. First off, in vitro studies
have confirmed that glimepiride intervenes in glycogen me-
tabolism. Experiments in Hep-G2 cells have confirmed that
the drug enhances glycogen production by 30-40% when
used with insulin, apparently induced by increased insulin
receptor recycling and Protein Kinase-C (PKC) pathway
activation®®. Moreover, a similar effect has been observed
in myotubes mediated by Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K), an effect that is not shared with glibenclamide®.
Evidence has suggested that PKC might be related to this
phenomenon?®, especially with PKCe?® which is associated
with insulin resistance in liver. In fact, PCKe is considered the
culprit of lipid-induced insulin resistance via downregulation
of insulin receptor expression?®,

Other related miscellaneous effects have been described
over cytokine production, such as the one reported by Mori
et al.?’, where glimepiride improved glucose tolerance and
blunted expression of TNF-a in retroperitoneal adipose tis-
sue, suggesting that glimepiride participates in the control
of low grade inflammation and adiposopathy. Mdiller et al.%®
published that glimepiride induced the expression of mMRNA
for Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-gamma im-
plying that this sulfonylurea is truly capable of modifying the
expression on insulin-sensitizing factors such as adiponec-
tin, subsequently enhancing insulin signaling in its dependent
tissues?; these aspect will be further discussed in the next
section. These two cytokines are important in the adiposop-
athy-related microenvironment, since they actively partake in
the shaping of such inflamed tissue. TNF-ais known to phos-
phorylate and inhibit IRS-1/PI3K/Akt pathways which is im-
mediately activated after insulin binds its receptor®. Mean-
while, adiponectin exerts the opposite effect, by activation

of AMP-dependent Kinase (AMPK) which phosphorylates
serine and theonine residues in IRS-1, improving insulin’s
intracellular signaling®.

Glimepiride’s Insulin-like activity

The insulin-like effects of glimepiride have been investigated
for the past 2 decades in adipose, skeletal muscle and liver
cells. This sulfonylurea stimulates glucose influx in rat adipo-
cyte, being associated with enhanced translocation of GLUT1
and GLUT towards the plasma membrane'®. Interestingly,
this effect is also observed in insulin resistant adipocytes and
cardiomyocites®, partially explaining its benefits in T2DM pa-
tients®' and in ischemic cardiopathy®. Moreover, Mller et al.®®
published that glimepiride also modulates the activity of sev-
eral enzymes associated with glucose metabolism like cCAMP-
specific phosphodiesterase 3B and Protein Kinase A. Like-
wise, the drug is known to modify lipid metabolism by inhibiting
lipolysis, as shown by the in vitro studies®. Finally, Takada®*
reported that glimepiride induces PI3K and Akt activity, and
these results were higher when compared with glibenclamide
and tolbutamide. Enhancement of insulin downstream path-
way seems vital in the pleiotropic effects of this sulfonylurea.

Glimepiride and plasma membrane dynamics

During the search for glimepiride’s long lost receptor, sever-
al in vitro studies were conducted using [*H]Glimepiride333%,
and during the analysis of several possible targets, plasma
membrane proteins were marked with the tracer. Glyco-
sylphosphatidylinositol 1/2 (GPI-1/2) were found to be cova-
lently bound to glimepiride and preferably located in lipid raft
domains®. These lipid raft domains contain GPl-anchored
proteins in the outer side of the membrane, as well as Src
kinases and prenilated small G Proteins®¢; Figure 2. GPI-an-
chored proteins are main components of the lipid rafts, and
such structure can be disassembled via GPI-specific Phos-
pholypase C (GPI-PLC)%. Interestingly, GPI-PLC is activated
by glimepiride and to a lesser extent by insulin, interrupting
such signaling cascades®“° and enhancing glucose trans-
porter translocation®®. In fact, these effects are also observed
during exercise, resulting in lower insulin secretion and de-
creased levels of C peptide*!.
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Insulin - mimetic properties
of Glimepiride. As proposed
by Mdller [70], glimepiride
seems to modify plasma
membrane dynamic, by stim-
ulating GPl-associated PLC,
reorganizing lipid raft compo-
sition, activating non-recep-
tor tyrosin kinases like Lyn
and activating downstream
cascades that mimic insulin’s
metabolic effects. CSD: ca-
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The exact mechanisms for lipid rafting membrane control are
still not completely understood, especially the regulation of
outer membrane GPI-proteins and dually acylated signaling
proteins (also known as NRTK) in the inner membrane loca-
tions?8. It seems that it all depends on the electrochemical in-
teractions between the fatty acid long chains of GPI-proteins
and the dually acylated proteins which involves caveolin
domains as scaffolds**“®. The caveolin scaffolding domain
(CSD) conveys the presence of caveolin-1 fragments asso-
ciated with cholesterol rich membranes, which are essential
in receptor platforms where homo-oligomerization is key*.

If this theory is correct, then insulin/insulin receptor signal-
ing must has a complex lipid raft like this, which would aid
in the homo-phosphorylation of more insulin receptors (am-
plification) and coordinates the hetero-phosphorylation of
IRS-1/2 as second messengers. Miller et al.*® published that
insulin signaling required a dynamic lipid raft composed of
NRTKSs, Lyn and Fak, in raft microdominions called hydropho-
bic detergent-insoluble Glycolipid-enriched raft microdomain
(DIG)*. It seems that when insulin binds its receptor, caveo-
lin is phosphorylated while Lyn gets dissociated from the raft,
and this phenomenon is also imitated by glimepiride. The
NRTK are Non-receptor Tyrosine Kinases that act as switch
mechanisms controls for several signaling platforms, com-
monly called cytoplasmatic enzymes*’; the family comprises
32 NRTK in human genome, including Lyn and Fak. The
former, is part of the Src family of cytoplasmatic enzymes,
intimately associated with PI3K and Phospholypase Cy2 “.
The latter, Fak (Focal Adhesion-binding domain Kinase), is
associated with plasma membrane shaping, focal adhesions
and cytoskeleton remodeling®.

Further research has demonstrated that glimepiride and ca-
veolin are also associated in insulin secretion stimulation,
where depletion of caveolin-1 in beta cells blunts sulfonyl-
urea-induced insulin secretion, suggesting that caveolin-rich
microdomains might also be associated with SUR/Kir6.2 as-
sembly*. Sun and Hu®' reported that the cardiac K, chan-
nel required caveolin-3 scaffolding domains to properly as-
semble with SUR2A. Likewise, Davies et al.** K, Kir6.1/
SUR2B activity in vascular smooth muscle cells depends
on caveolin-1 rich microdomains. This information suggests
that KATP control is a two-way street, relying not only on the
peptidic structure of its ensemble, but also on the lipid-based
structure which is embedded in the plasma membrane, fur-
ther enhancing the role of lipid raft in metabolic control®.

Novel anti-diabetic effects of glimepiride — beyond the
plasma membrane and onwards to the nucleus

The PPAR’s belong to a subfamily of nuclear receptors,
with 3 different isoforms coded by 3 separate genes: PPARa
(PPARA), PPARB/S (PPARD) and PPARYy (PPARG)**%. PPAR
receptors control gene expression for several gene clusters
involved in processes such as adipogenesis®*’, lipid metabo-
lism®8, inflammation®%° and bone turnover®. These receptors

are activated by lipophylic ligands like fatty acids and derived
metabolites, heaving as an intracellular lipid content sensor,
and ergo capable of redirecting intermediary metabolism®'.

Receptor activation is similar for all 3 PPAR proteins. After
the ligand has bound to the receptor it heterodimerizes with
another nuclear receptor, the X-Retinoid receptor, forming
the PPAR-RXR complex. This dimeric complex colocalizes
to the promoter site of target genes, activating assembly and
progression by recruitment of several transcription coactiva-
tors®283; nevertheless, all PPAR isoforms have specific tissue
distribution and different roles in energy metabolism. For ex-
ample, PPARa are expressed in skeletal muscle, liver, heart
muscle and kidneys, whose principal function is lipid and li-
poprotein metabolism control®. Likewise, the PPARP/S are
expressed ubiquitously albeit with lower levels in liver, and
has been associated with energy balance in adipose tissue
and skeletal muscle®®. Finally, the PPARy has two alternate
splicing products, PPARy1 and PPARy2. The former is ex-
pressed in adipose tissue, small intestine and hematopoietic
cells, while the latter is expressed in white and brown adipose
tissue®®7°. Endogen ligands for PPARs include fatty acids
and prostanoids such as 15-deoxy-12,14-prostaglandin-J2,
9- and 13-cis-hydroxy-octadecaenoic acids, and lysophos-
phatidic acid, acting as weak agonists when compared with
thiazolidinediones (TZD), certain NSAIDs and the Angioten-
sin Il receptor blocker Telmisartan’*78. A possibility is open
concerning the existence of an endogenous ligand with high-
er affinity than those previously mentioned, and perhaps this
type of ligand performs in a “promiscuous” manner in order to
detect small changes in intracellular lipid concentrations’°,

In humans, these receptors are incredibly important in order
to regulate glucose and lipid homeostasis in liver, muscle
and adipose tissue, the differentiation process of adipocytes,
especially from pre-adipocytes to mature adipocytes, and
achieving adipocyte functional differentiation maturity by
controlling the expression of major cytokines such as ADPN,
leptin, resistin, TNF-a, and insulin signaling platform-related
proteins such as GLUT4 and CAP®"#. Interestingly, PPARy
participates in the immune system, particularly in antigen
presenting cells such as macrophages and dendritic cells,
controlling lipid partition, inflammation and cell proliferation.
In fact, such anti-atherosclerotic properties have also been
observed in animal models using TZDs, demonstrating ex-
pression pattern changes in TNF-a, IL-1b and IL-6, suppres-
sion of inducible Nutric Oxide Synthase (iNOS) and reduc-
tion of free radical production®-.

As mentioned in previous sections, several sulfonylureas
have been proven to generate extra-pancreatic effects, es-
pecially with glimepiride®®. Most cited articles show sensitiz-
ing effects with increased glucose uptake in skeletal muscle
and adipose tissue via higher density of GLUT4 in plasma
membrane®*®. Even though these studies proved the as-
sociation, they did not show how these effects came to be
until the XXI Century, when reports of glimepiride, gliben-



clamide and telmisartan agonist activity of PPARYy surfaced.
Fukuen et al.%® published a classic manuscript describing
how glimepiride was capable of inducing PPAy activity (25%
potency of Pioglitazone) in HEK293 cells, with parallel in-
crease in DRIP205 co-activator participation and dissocia-
tion of co-repressors NCoR/SMRT. Likewise, this study also
revealed that glimepiride assembles complexes with these
receptors, competing with Rosiglitazone for its binding site.
Moreover, this glimepiride-PPARy complex modified mRNA
levels of PPARy-gene targets in 3T3-L1 adipocytes, includ-
ing ADPN®¢. Such findings were confirmed by Tsunekawa et
al.*” which reported that ADPN expression is enhanced in
T2DM patients when treated with glimepiride.

An important aspect concerning sulfonylureas, it’s the pro-
apoptotic effects reported with glibenclamide, glimepiride
and repaglinide treatment in in vitro studies with pancre-
atic beta cells®®'%, In fact, the UKPDS (United Kingdom
Prevalence Diabetes Study) published that glibenclamide
and chlorpropamide were associated with better glycemic
control and lower incidence of microangiopathic complica-
tions. However, even though improved HOMA-{cell indexes
are observed, further down the line there is a progressive
decline of beta cell function with literal fatigue of this cell,
observed in almost all sulfonylureas™. In vitro and animal
studies have suggested that beta cell decline is associated
with activation of Akt, NADPH oxidase and increased oxida-
tive stress, and these outcomes seem to de dose-depen-
dent'%21%%_ Del Guerra et al.’ analyzed that glucose stimu-
lated insulin secretion, insulin content, islet apoptosis and
GLUT1 expression in human Langerhans islets exposed to
glimepiride (10 uM), glibenclamide (10 uM) and chlorprop-
amide (600 pM). Insulin content diminished after the expo-
sure with the three drugs, albeit glucose stimulated insulin
secretion was steady on the cells exposed to glimepiride,
not with the other 2 sulfonylureas'.

In fact, Remedi and Nichols'% evaluated prolonged pancre-
atic hyperexcitability with implants that were able to measure
depolarization impulses in beta cells when exposed to glib-
enclamide. They reported a progressive decline in produc-
tion of and insulin secretion, effects that were reverse after
glibenclamide treatment was removed. Moreover, immunos-
taining of pancreatic islet cells demonstrated normal-sized
a and B cells when further evaluating them using TUNEL
technique (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick
End Labeling)'®. These findings are similar to those found
on our laboratory using low doses of glimepiride in combina-
tion with metformin?1%, Taking all this information into ac-
count, it’s conceivable that glimepiride’s biological profile is
more favorable than other sulfonylureas, especially due to
its insulin-mimnetic effects, anti-inflammation properties and
recently published anti-apoptotic effects via Bcl/Bcl, and
protein 14-3-3¢ 103.107-109,

Metformin — the oldest new kid on this block

As previously mentioned, metformin’s IUPAC name is N,N-
Dimethylimidodicarbonimidic diamide (Figure 1), is posi-
tively charged at physiological pH, with a pKa of 2.8 and
11.51 "9, |ts molecule has five nitrogen groups, making it
electronically possible to form square planar complexes with
transition metals like copper and nickel by acting as a biden-
tate ligand coordinator in a 1:2 ratio manner''. Such struc-
tural conformations require the two imino groups, serving
as primary, secondary and tertiary amino groups as elec-
tron donors during the conformation of the m bond™". Since
copper bears functional importance due to mitochondrial
bioenergetics''?, coordinated complexes with copper have
extensively analyzed. Zhu et al."® published that deproton-
ated metformin forms a stable complex with deprotonated
copper, described as [Cu(C,H,N,),]-8H,0, with a resulting
copper atoms between a twofold rotation axis held together
by van der Wall forces'.

Absorption and distribution and metformin is quite complex
and requires the intervention of small intestine, the liver and
kidneys. The drug has an oral bioavailability of 40-60% and
is completely absorbed during the first 6 hours after inges-
tion's, with plasma levels between 54 — 4133 ng/mL'"¢. The
varying plasma levels are associated with a variety of plasma
membrane transporters belonging to 3 transporter families,
whose affinity guarantee metformin’s level of absorption (Ta-
ble 1). Once inside the target cell, metformin will influence
several aspects of its functionality, including mitochondrial
energetics and DNA metabolism. Sun et al."” published a
signaling pathway network analyzing which genes/proteins
were relevant in metformin’s network. They found that the
drug targets 65 upstream genes and some 355 downstream
genes, and includes 7 fundamental genetic targets that are
partially responsible for its antidiabetic and anticancer ef-
fects: CDKN1A, ESR1, MAX, MYC, PPARGC1A, SP1 and
STK11"7. The signaling cascades that are needed to activate
these target proteins can be academically divided in two ma-
jor groups: AMP-Dependent Kinase (AMPK)-dependent and
AMPK-independent; which will be explained shortly.
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Table 1. Plasma membrane transporters associated with metformin’s absorption.

Structure

Associated SNPs

PMAT: 11 transmembrane
domains, 530 amino acids.
Molecular mass of 58 kDa.

OCT1: 12 transmembrane
domains, 554 amino acids.
Molecular mass ~47 kDa.

OCT2: 12 transmembrane
domains, 555 amino acids.
Molecular mass ~47 kDa.

OCT3: 12 transmembrane
domains, 556 amino acids.
Molecular mass ~47 kDa.

OCT1 420del: reduced metformin transport [191].
OCT1 R61C: reduced plasma membrane distribution [191].

OCT2 T199I, -T201M, -A270S: decreased metformin
transport [192].

OCT3 T44M: metformin transport increases >50% [193].
OCT3 T400I, -V423F: significant reduction of metformin
transport [P]. The SNPs is related to structural differences in
the pore itself or membrane spanning helixes [193].

MATE1: 12 transmembrane
domains, 570 amino acids.
Molecular mass 62 kDa.

MATE1 rs2252281: better glucose tolerance responses
[194].

MATE1 loss-of-function variants are associated with higher
liver concentrations and lactic acidosis [195].

Name Class/Type Locus
Plasma Membrane 5
Monoamine Transporter TCI\)AA?;II-\A ?68122;\]4 7p22.1
(PMAT) .
OCT1: SLC22A1
[OMIM 602607].
Organic Cation OCT2: SLC22A2 6a25.3
Transporters (OCT) [OMIM 602608]. 9.
OCT3: SLC22A3
[OMIM 604842]
MATET: SLC47AT1
[OMIM 609832].
Multidrug And Toxicity
Extrusion Protein 17p11.2
(MATE)
MATE2: SLC47A2
[OMIM 609833].

MATEZ2: 12 transmembrane [0 MATE2 P103R: higher cargo transportation due to higher
domains, 602 amino acids.
Molecular mass 62 kDa. [0 MATE2 Y273C: lower plasma membrane localization with

0 MATE1 rs2289669: associated with reduction of HbA1c
levels [196].

[0 MATEZ2 rs12943590: higher renal clearance and lower
glucose tolerance responses [194].

concentration on plasma membrane [197].

lower metformin transport [197].

AMP-Dependent Kinase (AMPK)-dependent mechanism
of action of Metformin

The Adenosin Mono-Phosphate-dependent Kinase (AMPK)
is perhaps the most important piece in metformin’s intracel-
lular signaling pathways. This afy heterotrimeric complex is
constituted by 3 subunits: alpha-subunit which is the cata-
lytic fraction beta-subunit'’® which functions as a scaffold
protein'®; and the gamma-subunit which is the AMP/ATP
sensor'?®. When metformin enters the target cell, it activates
AMPK and its subsequent downstream signaling which in-
cludes the following net effects: lower Acetyl-CoA Carbox-
ylase (ACC) activity, lower expression of lipogenic enzymes
and induction of fatty acid oxidation'®'. The activation of
AMPK relies basically in two pathways: Mitochondrial-de-
pendent and -independent mechanisms. Even though the
mechanisms will be explain separately, they are indeed in-
tertwined and will be discussed further.

The Mitochondrial dependent pathway requires the uncou-
pling of respiratory chain from oxidative phosphorylation,
modifying overall cellular energetics'??. Metformin inhibits
Complex | due to interaction with deprotonated cupper using
molecule chelating mechanisms'®''4 and such property has
been proposed as a viable anticancer therapy due to cancer
cell’s upregulation of OCT1 and weaker intracellular redox
status'??123, Moreover, inhibition of this Complex was associ-
ated with enhanced superoxide production by 260%, increas-
ing oxidative cellular damage and apoptosis induction, key

processes in cancer control™4. Uncoupling between the re-
spiratory chain and Complex V shifts cellular bioenergetics,
increasing glycolysis and lactate production'??, with a result-
ing overall decrease of ATP levels and progressive eleva-
tion of intracellular AMP. Once the ATP/AMP ratio shifts, the
gamma-subunit from AMPK changes the cargo in its adenos-
ine-binding sites, switching from ATP to AMP (considered a
primed inactive state)'?2, which loses the beta-subunit myris-
toylated tail from the alpha-subunit, making it susceptible to
phosphorylation from upstream AMPK kinases like LKB1 and
CaMKK (activated state)'?125126; Figure 4. In accordance to
this line of thought, AMPK non-catalytic subunits are more
important than previously considered, suggesting that actu-
ally beta-subunit is the gatekeeper during metabolic stress
sensing and AMPK activation'?.

Among the Mitochondrial-independent proposed mecha-
nisms for AMPK activation, Ouyang et al.'® published that
metfotmin inhibited the enzyme ADP Deaminase, responsible
for the conversion of AMP to inosine monophosphate (IMP),
increasing the availability of AMP. These findings were cor-
roborated by Vytla and Ochs' that this biguanide increases
free AMP and ADP availability, enhanced fatty acid oxidation
and gluconeogenesis inhibition, placing the AMPD1 enzyme
in a novel role as insulin sensitizer and probable pharmaco-
logical target. In fact, modulation of the one-carbon metab-
olism and interference with folate availability, suggests that
metformin actually mimics antifolate drugs by accumulating



5-formimino-THF3'132. The sudden increase in AMP levels
has been also associated with inhibition of the Adenilate cy-
clase (AC) family of enzymes (EC 4.6.1.1). Miller et al.' pub-
lished that the inhibition of AC by AMP3 results in a blunted
Protein Kinase A signal and therefore abrogates glucagon
hyperglycemic signals and favors metabolic homeostasis in
insulin resistant and diabetic patients', especially those with
hyperglucagonemia'®.

AMPK downstream signaling

Once this “secondary messenger” has been activated, the
end results can be classified into 2 groups: a) nuclear effects,
which include the modulation of genetic expression of specif-
ic set of genes, induction of sirtuins and autophagia, and final
modification of metabolic memory programming, and b) cyto-
solic effects, encompassing glucose transporter-4 (GLUT4)
mobilization towards the plasma membrane; Figure 3.
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Metformin: AMPK-dependent and —independent effects. Metformin has mainly two mechanisms of action. The first, is via its “second messenger” AMPK, which exerts nu-
clear effects over gluconeogenic genetic program, glucose transporters and housekeeping genes such as p53. Likewise, AMPK is capable of other cytosolic effects such as
mobilization of GLUT4 vesicles towards the plasma membrane and interaction with glycogen-related enzymes in order to modify glycogen deposits. The second mechanism
is using an AMPK-independent pathway, which included the uncoupling of the respiratory chain and oxidative phosphorylation, inhibition of mitochondrial glycerol phosphate
shuttle and the enzyme AMP Deaminase. Interestingly, these mechanisms induce AMP elevation, which is known to allosterically inhibit Adenilate Cyclase (AC), blunting
cAMP production and later activation of Protein Kinase A (PKA), literally shutting down Glucagon’s signaling pathway.

Overall Nuclear Effects

The Cyclic-AMP (cAMP) responsive element (CRE)-bind-
ing protein depends on the phosphorylation of Ser'3® (active
state) in the KID domain of the protein via PKA'™. The CRTCs
(cAMP-regulated transitional Co-activators) are cytosolic pro-
teins which mobilize towards the nucleus after cAMP induces
dephosphorylation via inhibition of SIK'™’. These co-activators
have multiple phosphorylation sites, including one for AMPK,
the Ser'”" which serves as a negative modulator's¢. The CREB
and its DNA binding site CRE are responsible for the expres-
sion control of gluconeogenic genes such as Pyruvate Car-
boxylase, Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1 and Glu-
cose-6-phosphatase’'“. AMPK is a major genetic modulator,
having major participation in several protein expression ma-
chineries, including transporting families, cytoskeleton-related
proteins, enzymes, and housekeeping genes.

Indeed, several have made the assumption that AMPK and
suirtuins may work hand in hand in managing metabolic

stress, starvation and proper response''. In fact, AMPK and
Sirtuin-1 share some common functions, such as inducing
GLUT4 translocation'? and fatty acid oxidation induction'3,
both scenarios being associated with the activation of Per-
oxisome Proliferator-Activated Receptor-gamma Coactivator
1-alpha. It's been demonstrated that metformin itself induces
SIRT1 activity by incrementing intracellular NAD+ levels, re-
sulting in increased SIRT1 activity, including three especial
targets: PGC1a, Forkhead Box O1 and Forkhead Box O3 44,
The biguanide’s actions rely on AMPK'’s ability to increase
the expression of Nicotinamide Phosphoribosyltransferase,
the key enzyme during NAD+ salvage pathways'*, favoring
sirtuin activity. Finally, a novel pathway between AMPK and
SIRT1 has been described, and it relates to the decreased
availability of p53 via metformin-mediated inhibition of MDM2
(murin double minute 2), the ubiquitin-ligase responsible for
p53 ubiquitinization and destruction'®. Metformin induces
AMPK activity in high and low glucose concentrations, yet
SIRT1 is only induced by the drug during high-glucose condi-
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tions'6. Such effect on p53 could impact in the activation of
senescence, DNA repair and aging mechanisms associated
with hyperglycemic states. As a side note, another sirtuins
seems to participate.

In regards to glucose uptake via insulin-dependent tissues,
the Facilitated Glucose Transporter member 4, otherwise
known as GLUT4, is perhaps the most important glucose
transporter during the postprandial phase, since it correlates
with insulin sensitivity and glucose deposition'’. Grisouard
et al."® have proven that metformin increases the expression
of GLUT4 mRNA but not GLUT1 mRNA via AMPK, favoring
glucose uptake in insulin-dependent tissues such as adipose
and skeletal muscle tissues. AlImost 20 years ago, Lenzen
et al."*® demonstrated that metformin could modify the ex-
pression of glucose transporters in the small intestine, with
increased expression of GLUT5 and SGLT1. By 2005 Walker
et al.’® reported that AMPK induced GLUT2 translocation to-
wards the brush-border membrane (BBM), suggesting that
metformin might be involved in other glucose transporter
systems. Five years later, Sakar et al.’®' confirmed that
metformin via-AMPK does redistribute glucose transporters
GLUT2 towards the BBM, whereas reducing SGLT1’s con-
centration in this cellular region.

Overall Cytosolic Effects

The translocation of GLUT4 to the plasma membrane has
been reviewed elsewhere'?, but certain aspects will be de-
tailed in order to describe the effects of metformin in this pro-
cess. Insulin downstream pathways depict the phosphory-
lation and activation of Phosphoinositide-3-kinase, key en-
zyme in insulin metabolic effects. Once Pospholnositol-3,4,5
is generated, this serves as an anchor and allosteric activa-
tor for the serine/threonine kinase 3-Phosphoimositide-de-
pendent Protein Kinase and PDK2. Both PDK enzymes have
Akt/Protein Kinase B as target, but they phosphorylate differ-
ent targets's®1%: PDK2 associates with mTOR/Rictor in order
to phosphorylate Ser*”®, and afterwards, PDK1 phosphory-
lates Thré%®, Once Akt is activated, phosphorylates AS160,
a GTPase protein which is known to block VAMP2-vesicles
towards the plasma membrane by favoring the generation
of Rab-GDP'%. Lee et al.® reported that metformin increas-
es phosphorylation of AS160 and enhances the activity of
Rab4-GTPase activating protein and even increases phos-
phorylation of Protein Kinase C-zeta (PKC{), modulating
insulin-dependent GLUT mobilization towards the plasma
membrane and overall improvement of glucose uptake, no-
tions that were previously reported by Thong et al. in 2007
57, The PKCC is known to be involved in the dynamics of
vesicle traffic via actin remodeling'®, suggesting that met-
formin also influences cytoskeleton networking. Moreover,
Lee et al.’™® also published that metformin stimulates an al-
ternate vesicle-traffic inducing pathways, the AMPK/Src/Cbl
axis. The Cbl-CAP-Crkll-C3G-TC10 pathway is an alternate
pathway for GLUT4-vesicle mobilization towards the plasma
membrane®°.

As a final note, there are other miscellaneous effects at-
tributed to metformin, including modulation of mitochondrial
shuttles, like the Glycerol phosphate shuttle. This mecha-
nism of reducing equivalent mobilization is important dur-
ing keep the respiratory chain active using Complex Il as
the catapult™®'. Madiraju et al.’® confirmed that metformin
inhibits the Glycerophosphate Dehydrogenase, which modi-
fies hepatic redox states, decreasing the rate of gluconeo-
genesis: albeit increasing the chance for lactoacidosis since
the conversion of lactate to glucose is seriously blunted in
a dose-dependent manner. Similarly, this shuttle seems to
be prone to electron leak and could be considered an im-
portant site for ROS production using intermediaries such
as flavin or semiquinone'®. Moreover, in 2003 Otto et al.'
reported that hepatocytes incubated with metformin had im-
paired gluconeogenesis and interrupted glycogen synthesis
as well. AMPK’s activity seems to be modulated by carbo-
hydrate-binding via its beta-subunit, and this chemical prop-
erty seems to be important in glycogen metabolism. During
metabolic stress, acute exposure to AMPK is bound to block
glycogen synthesis in favor of glucose oxidation and ATP
production by phosphorylating Glycogen Synthase at Ser®
85 _However, chronic activation of AMPK has been known to
increase glycogen synthesis due to increased availability of
glucose-6-phosphate’®. In fact, AMPK is also known to eso-
terically associate with Glycogen-phosphorylase'®* and Gly-
cogen debranching enzyme'®” and such interactions seem
to depend on the beta-subunit and autophosphorylation of
BThr148 residue’®®.

Together is better

The use of glimepiride and metformin in this day and age of
new anti-diabetic drugs such as SGLT2 inhibitors'®®, can still
be justified by the numerous synergistic effects of these “old
school” drugs, especially considering their respective pleio-
tropic effects, albeit considerable lesser side effect. Using an
animal model of streptozotocin + high fat diet to induce dia-
betes in rats, Saad et al.'° reported that metformin increased
ADPN levels, while glimepiride was more powerful when con-
cerning lowering nonesterified fatty acids, suggesting that
both drugs exerted cardiovascular protection functions. In
fact, metformin/glimepiride combination showed lower crude
incidence rated of cardiovascular mortality (20.7 [19.7-21.7])
and lower rates of cardiovascular death (9.6 [8.9-10.3]) when
compared with metformin/glibenclamide and metformin/glipi-
zide'”". When comparing effect over HbA1c between met-
formin/glimepiride fixed doses vs. metformin tittering doses,
the combination was significantly superior in lowering basal
levels'”2, even when metformin was up to 2550 mg/day'™. In
fact, there’s a plateau effect of metformin at 1500 mg, after
which no additional response has been observed'”*175.

The combination of low dose of glimepiride and up to 1500mg
of metformin has been proven to be effective in managing not
only insulin resistance in T2DM, but to properly wield pleio-
tropic effects that enhance glycemic control. Our laboratory
published in 2007 2 that 0.5 mg/day of glimepiride with 1500



mg/day of metformin daily is associated with powerful reduc-
tion of fasting, postpandrial levels, associated with improved
HOMA-IR and HOMA-Bcell indexes. These findings have
been observed in further clinical studies such as the one
from Keiko et al.'”8, reporting significant and sustained gly-
cemic control when using these drug quantities, even when
compared with triple-medication therapy (sitagliptine, met-
formin and sulfonylurea). Likewise, Gonzalez-Ortiz et al.'”
reported that 1 mg of glimepiride in combination with metfor-
min (500 mg/day) was more efficacious than glibenclamide
(5 mg/day) with metformin in achieving glycemic control and
sustained management of uncontrolled T2DM.

Concluding remarks

The sustainability of the effects, the improvement of direct-
ly damaged and associated organ dysfunction, acceptable
oral tolerability and lower side effects are probably the de-
sired outcomes of any pharmacological therapy, especially
for one that is used for long periods of time, such as T2DM
pharmacotherapy. Several anti-diabetic drugs have been ap-
proved'”®, new ones are recently'® and certainly more will be
devised. The pharmacological goal is to standardize which
is a better monotherapy and how to choose add-on medi-
cation onwards, reflected in the latest management guide
sponsored by the American and European diabetes agen-
cies'. The individual effects of glimepiride over metformin
could very much improve the patient’s metabolic and cardio-
vascular profiles, especially when such benefits are obtained
with lower dosages than the standard'®'7”. Such properties
not only could guarantee adhesion to the oral medication but
could enhance the prognosis of T2DM patients, especially in
the younger patients.
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Nos dirigimos a usted en virtud de comunicarle los resultados de la Evaluacion

Integral a la que fue sometida su publicacion, en el proceso que anualmente convoca el
Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (FONACIT).

En este sentido, la publicacién Archivos Venezolanos de Farmacologia y

Terapéutica, correspondiente al REG-1997000108, obtuvo una calificacion promedio total
de 82,52 puntos, quedando ubicada en la posicion 1* dentro del drea de Biomedicina.
Estos resultados podran ser consultados en

la pagina web del
(http://www.fonacit.gob.ve/convocatorias.asp?id=68).

FONACIT

Asimismo, hemos considerado importante hacer de su conocimiento las opiniones
que emitieron los arbitros externos que participaron en dicha evaluacion, con la finalidad

de que atendiendo a estas observaciones pueda mejorar la calidad y gestion de la revista
que conduce. A continuacion se anexan

las transcripciones textuales de
observaciones emitidas por los evaluadores.
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