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CAPITULO 1

"ITNTRODUCC T ON-



La diabcetes mellitus es una enfermedad muy comln dentro de nues-
tra poblacién, segln datos publicados en el boletin estadistico
sobre defunciones en el IMSS durante 1981, la diabetes mellitus
fué la primera causa de mortalidad en grupos mayores de 45 aflos
y en 1980 representé el cuarto lugar entre los motivos de consul
ta a nivel medicina familiar y el quinto lugar a nivel de hospi-
tal de especialidad. la tendencia prospectiva para los proximos
afios hace preveer un aumentd del 64 % en 1la mortalidad. Estas -
cifras hacen cvidente la razén nor la cual &sta enfermedad se in

cluyc cn los programas prioritarios del sector salud.

La diabetes mellitus del tipo I es el resultado de una falla en

la produccién de la insulina, (ver adendum) y el tratamiento pa-
ra csos pacientes cs la administracién de la insulina por via --
subcutancua, 2 6 3 veces al dfa. Este tratamiento es frecuente--
mente rechazado por los pacientes, principalmente los jovenes en
quienes se inicia la aplicacién antes de los 20 afios, lo que oca
siona una discontinuidad en el tratamiento que conlleva a recaf-
das graves. Todos esos inconvenientes han servido como base pa-
ra que algunos grupos de investigadores desarrollen diferentes -
técnicas para suministrar la insulina y otras hormonas, en forma

continua y prolongada.

El tratamiento de las enfermedades endocrinas en donde se obser-
va una deficiencia hormonal, representa un reto en medicina, ya

que los métodos sustitutivos deben de suministrar 1la hormona de



forma tal que simulen las variaciones fisiol6gicas. Aunque Ko-
renchevsky, Dennison, Schalit y Parkes, administraron con tal -
prop6sito la hormona '"testicular", disuelta en un aceite para -
lograr una absorci6én lenta ( 1-5 ), sus resultados no fueron sua
tisfactorios; siendo Deanesly y Parkes en 1933 los primeros en
mostrar que la liberacién de las hormonas depcnden del tipo de
aceite empleado como vehiculo ( 6 ). Asi, al comparar los acci
tes de oliva, sesamo y castoria para la liberacién de cstrége-
nos en la rata y ¢l ratbén, esos autores observan que con el
aceite de castoria obtenian los mejoreé resultados. Postcrior-
mente estos mismos autores estudiaron los efectos de diversos
preparados hormonales aplicados por diferentes vias, encontran
.do.dze“efAiﬁplanté subcutaneo de comprimidos daba los mejores -
resultados. Esta técnica fué utilizada por varios investigado
res,. aplicando hormonas estercides en animales dc diversas cs-
pecies ( 7-18 ) incluyendo el hombre ( 16 ). Tambien sc¢ reali-

zaron estudios para la liberacidn de insulina ( 8 ).

Afios mis tarde, se inicia una etapa difercnte con los trabajos
de Folkman y Long, en los que emplearon una cfpsula de pléstico,
el silastic, la cual al ser colocada en el mfisculo cardiaco y
bajo la piel de perros, permitié la difusién de triyodotironina
( 20 ). Esta modalidad fué empleada en una gran variedad de --

compuestos de bajo peso molecular ( 19-26).

En la década siguiente B.K. Davis buscando un material que ver-
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mitiera la difusién de proteinas y polisacéridos, sugiere el
uso de poliacrilamida y polivinilpirrolidona (27-31). Este .
mismo autor produjo la matriz PSR que contenia polivinilpirro

lidona y silastic, buscando mejorar los resultados (30).

Otros intentos se realizaron por el grupo de Langer y Folkman
cmpleando hidroximctilmetacriiato, etilenvinilacetato y alco-
hol polivinilico para la liberacifn de enzimas e insulina(32-
33). Posteriormente Tze, Wong y Young en 1976 y Sun y cols

cn 1977 cmplearon cultivos dc islotes.de Langerhans incluidos
en capilares de un copolimero de cloruro de polivinilo y acrf
lico (Amicon) el cual permite la difusién de‘compuestos de pe
so molcculares determinados { 34, 35). En estos estudios don
de se utilizaron matrices de polimeros, se form6 una cﬁpsuia
fihrosa alrededor del implante en las primeras 4.semanas de
tratamiento que impedia la difusién del contenido de la matriz
{ 66 ), y era necesario retirar las matrices del sitio del im-
plante por medio de una intervencién quirﬁrgiéa. Para evitar
esta intervénéién, se pensé en desarrollar un material que
fuera biodegradable, siendo Gresser und de los iniciadores en
1a elaboracién de este tipo de matrices biodegradables, utili-
zando un copolfmero de &cido d-1-polildctico y fcido glicblico
{ 36 ). Mids tarde Beck y cols utilizando solamente dcido poli

ldctico mejoran los resultados obtenidos por Gresser ({ 37 ).
Posteriormente Lee y Sokolosky, en 1981 prucban la albfimina co
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mo una matriz biodegradable para la liberacién de progesterona
con la ventaja de ser una proteina abundante en ¢l suero de ma-

miferos(38).

Los estudios que utilizan matrices biodegradables fueron emplea
dos principalmente para la liberacién de hormonas esteroides, y
basdndose en ellos, Goosen y Leung estudiaron en 1982 la capaci-
dad de difusién de la insulina a través de una matriz dc albf-
mina (39), obteniendo resultados positivos, es decir que la in-
sulina difunde a través de la matriz de albtGmina., Un afio mids tar
de estos mismos autores utilizaron este complejo Eomo tratamien-
to para ratas diab&ticas (40), y meses después estudiaron la di-
fusidn de la insulina a través de una matriz biodegraaablc de po

lilisina (41).

Bl propdsito de este estudio es desarrollar la tecnologia para '
la elaboracidn de matrices biodegradables que permitan la libe-
racidn lenta de insulina, evaluar la pirogenicidad y esterilidad
de la preparacién..Estudiar el efecto que produce su implanta-
¢idén en ratas diabéticas sobre las concentraciones de glucosa e
insulina en el suero. Medir la respuesta inmune de las ratas a
los componentes de las matrices que serdn preparadas.

Para lo cual se utilizardn 60 ratas adultas a las cuales se les
inducirid diabetes experimental mediante la administracién de

aloxana ( 75 mg/kg de peso), después de un ayuno de 48 h (63,64).

12



Serén tratadas con insulina simple de accibn rdpida (3U/rata)

por via subcutidnca, microesferas de albfimina bovina-insulina

“( AB - 1 ), alblimina de rata-insulina (AR-1 ), alblmina bovina
{ AB-AB ), albiimind dec rata ( AR-AR ). Y un grupo no recibiri
tratamiento (C D ) que servird como referencia para evaluar la

efectividad del tratamiento.
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DIAGRAMA DE FLUJO QUE SE SIGUIO
PARA LA INDUCCION Y CONTROL DE
LA DIABETES EN LA RATA

[T ]

AYUNO
(20h)

SOLUCION DE‘NaC1 0.152

ALOXANA 75 mg/kg DE PESO
mol/ .

CONTROL NORMAL

-CONTROL INSULINA FALBUMINA ALBUMINA ALBUMINA ALBUMINAA} I
DIABETICO, 34U BOVINA DE RATA BOVINA DE RAT

{_ INSULINA | fINSULINA‘il ALBUMINA ALBUMINA
: BOVINA DE RATA




CAPITULO II

MATERIAL Y METODOS



1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se cmplearon ratas hembra, adultas de la cepa Sprague-Dow-

ley con un peso entrc 180 y 280 g, a las cuales se les pro

porciond agua y alimento " ad libitum ',

2.- TECNICAS QUIRURGICAS

2.

1.

Laparotomfa

Las ratas se anestesiaron con dehidrobenzoperidol
{(Janssen Pharmaceutical, 2 mg/kg de peso ) como pre-
ancstésico y con clorhidrato de ketamina (Cia Medici-
nal La Campana, 50 mg/kg de peso) como anestésico.
Cuando se¢ encontraron en el plano quirfirgico de la
anestecsia, sc¢ sujetaron por las cuatro exfremidades
ep una tabla de manejo en posicifn de decfibito dorsal,
desputs de 1o cual se procedié a hacer una incisién
longitudinal a tré#és del tejido epitelial y subcut4-
nco y posteriormente siguiendo la linea media se pro-
cedib a coftar el tejido muscular.

Para disecar la arteria aorta abdominal se desplaza -
ron los intestinos al lado izquierdo del animal y el
tejido concctivo que cubre la arteria se seccion§ que
dando libre la arteria para su utilizacién.

Una vez disecada la arteria, Se puncion6 utilizando

“una jeringa de 10 ml con aguja del No. 20, obteniendo

un promedio de 8 ml de sangre.
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2.2. Implante

Bajo anestesia general dada por la administracién del
clorhidrato de ketamina y dchidrobenzoperidol en las
dosis anteriormente descritas, se realiz6 una incisién,
de aproximadamente un centimetro de largo en la regiﬁn
costal, previo rasurado y antisepsia de la 2ona. Con
ﬁnas tijeras de Metzen-Baum se disecéd el tejido subcu-
tineo y se procedi6 a implantar las microcsferas, para
lo cual se emplearon unas pinzas de Adson sin dicentes.
La incisién se suturd empleando Mercilene 000 y puntos
separados simples. Para. evitar una posiblc infeccifn
postoperatoria se utilizaron nitrofuranos en forma lo-

cal.

3.~ INDUCCION DE LA DIABETES

Las ratas permanecieron en ayuno de 20 h, désﬁués del cual
se sometieron a anestesia general con &ter y se les adminig
tr6 aloxana (Sigma Chem Co, 60 mg/kg de peso) disuelta en
una soluci6n de NaCl 0.154 mol/L por via intravenosa (42—4%}
Después de la administracién de la éloxana, se midid gluco-
sa en orina con tiras reactivas (Gluketur, Boehring) y en el
suero se~deféfmin6 la concentraci6én de glucosa e insulina

24 h antes y 48 h después de la administracién dc la aloxana.

17



4,- PREPARACION DE LAS MICROESFERAS BIODEGRADABLES
4.1. Técnica

La insulina de accibén répida ( Eli Lilly, 1864 U) se
suspendidé en 1.6 m1 de amortiguador de fosfatos 1
mmol/L a pH 7.5 al cual se le adicion6 1 % de dodecil
sulfato de sodio. En esta solucibn se disolvieron 320
mg de alblimina a 4 °C.
Para iniciar el enlace cruzado se adicionaron 0.4 ml
de una solucibn acuosa de glutaraldehido (2.5% v/v)
para obtener una concentracién final de 0.5 %, la mez:
cla se agité rdpidamente y se adicion6 por medio de
una pipeta a 50 ml de una soluci6n de aceite de maiz
y éter de petr6leo 60 - 90 °(1:4 v/v ). ‘
La emulsién formada se mantuvo en agitacibn a tempera-
tura ambiente por 15Amin, después de este tiempo se de
canté la fase aceitosa y las microesferas formadas se
lavaron 3 veces con &ter de petr6leo, finalmente se de
j6é evaporar el éter en una campana de.extraccién.
Para evaluar la concentraﬁidn de insuliﬁa por mg de mi
croesferas, se pesaron 100 mg de éstas y se colocaron
en 100 ml de amortiguador de fosfatos 1 mmol/L pH 7.5,
dejando difundir la insulina durante 7 dias a 37°C con

agitacibén continua.
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4.2,

4.3.

4'4.

Tamafio
La homogeneidad y tamafio de las microesferas se evalué

mediante un microscopio electrénicoe dc barrido

Prueba de contaminacién microbiana

Para excluir la posible contaminacién microbiana dc las
microesferas, 50 mg de éstas se incubaron 12 h a 37°C,
en un medio de enriquecimiento ( caldo cerebro corazén ),
de éste medio se tomb6 una muestra con un asa bacteriols-
gica inoculado por el método de estria cruzada, cn los

siguientes medios; gelosa sangre, EMB y Saboureaud.

Prueba de pirogenicidad

La posible pirogenicidad producida por las microesferas,
se evalu6 utilizando 2 conejos, uno como control y el
otro de prueba. A los dos conejos se les practicd una
incisi6n subcutinea, bajo anestesia general con pentobar
bital sodico (Janssen Pharmaceutical, 14mg/kg), y clorhi
drato de ketamina (Cia Medicinal La Campana, 20mg/kg).
El conejo en ei que se realizé la implantacién de las mi

croesferas recibibé 150 mg de éstas, en tanto que el con-

" trol solo recibi6 soluci6n salina. La temperatura fue

determinada:

a) 24 h antes de la implantacifn de las microesferas.
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b) Unos minutos antes de ser anestesiados los animales.
¢) Cadu hora durantc la primeras 4 h post-implante.

d) A las 12, 24, 48 y 72 h después del implante de las

microesferas.

5.- PURIFICACION DE ALBUMINA DE RATA

5.1,

5.2.

Obtencibn del suero de rata

El sucro de rata se obtuvo sangrando al blanco a los
animsles mediante una puncibén en la aorta abdominal,
para lo cual se¢ efectud una laparotomia y se disecé di-
cha arteria.

La sangre ohtenida de ésta forma, se vaci6 por las pare

"des en.un tubo de ensaye, se dej6 coagular y se separf

el paquete celular por centrifugaci6én a 2036 x g (3000

rpm } durante 15 min.

Precipitacion de globulinas con sulfato de amonio
Las globulinas se precipitaron mediante la adicién, al
suero, de una soluci6n saturada de sulfato de amonio

hasta obtener una concentraci6én final de 33 % (50,51).

.La adicifn de ésta soluci6n se hizo gota a gota y con

agitaciGn constante evitando hacer espuma. El pH de la
solucién se ajustd a 7.8 con NaOH 2 mol/L. Terminada

la adici6én, la solucién se continubé agitando durante

.20



5.3.

una hora y media, después de la cual se centrifugs a
2036 x g ( 3000 rpm ) durante 30 min.
El precipitado que contiene las globulinas se descchd

y el sobrenadante se utilizé para los pasos siguientes.

Precipitaci6n de alblimina con sulfato de amonio

Al sobrenadante obtenido del paso antcrior sc lc adicio
n6é solucibén saturada de sulfato dec amonio hasta alcan--
zar una saturacifén de 64 %, ajustando constantcmente el
pH a 4.8 con HC! mol/L. Dec nuevo, la adicién del sulfé
to de amonio se hizo gota a gota y con agitacién cons--
tante. La agitacibn se continué por 2 h y la solucibn
se centrifugé a 2036 x g ( 3000 rpm )} durante 30 min.
El sobrenadante se deseéhd y el precipitado se disolvid
en una solucién de NaCl 0.154 mol/L, hasté obtencr el
volGmen original del suero. Para eliminar el sulfato

de amonio, la solucién se dializ6 contra 6 L de agua

- destilada a pH 7, seguido de una diflisis con 2 1, de un

5.4.

amortiguador de tris-HC1 1} mmol/L de pH 7.4 (48 - 52 ).

Purificacidn de la albGmina por cromatografia en DEAE-Se-
phacel.
Una columna de 2 x 5 cm de DEAE-Sephacel (Sigma Chem Col),

se lavé con 50 m! del mismo amortiguador adicionado de

21



NaCl 1 mol/L.. Nuevamente se adicionaron a la columna
50 ml de la solucidn amortiguada de tris-HC1 0.01 mol/lL
pit 7.4. Una vez preparada la columna, se adicionaron
50 ml de la solucibn proteica y la columna se lavé con
50 m1 de una solucibn de NaCl 0.154 mol/L, amortiguada
con fosfatos 0.01 mol/L, pH 7.5 que permite eliminar
las globulinas que afin permanecfan en solucién, Poste-
riormente, la columna se lavgé con 50 ml de la solucibn
tris-lCl 0.91 mol/L, pH 7.4 adicionada de NaCl 1 mol/L,
con lo cual se logrdé eluir a.la albGmina. Para reutili
zar la columna se adicionaron nuevamente 50 ml del amor

tiguador de tris-HC1l 0.01 mol/L, pH 7.4 [ 53 ).

6,- IMPLANTE
Las microesferas se colocaron haciendo incisiones en ia‘re-
gi6én costal de las ratas, previamente anestesiadas, implgn-
tando 75 mg en cada lado, haciendo 2 reihplantes a los 15y
30 dfas ( 40 ), de los cuales se realizbé un estudio histopa~

tolégico.

7.- ELECTROVFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA
Reactivos:

A.- Amortiguador de barbital 0.06 mol/L, pH 8.4, }i 0.05

B.- Acido acético al 5 %

22



C.- Btanol al 95 %
D.- Acido acético-etanol ( 1:4 v/v )

E.- Rojo de Ponceau §

Preparacidn de reactivos

A.- Amortiguador de barbital
4cido dietilbarbitfirico ............... 2.76 g
.dietilbarbirurato de sodio ............ 15.4 g

agua desionizada cbp iiiiiiein i, 1.5 L

E.- Rojo de Ponceau §
rojo de Ponceau S ..... ettt 0.5

g
_ 8cido tricloroacético ........vvvva0v0e 1.5 g
Gcido sulfosalicilico ....vvvviveenevs 7.5 g
L

agua destilada ..vvvviiviniiriinnnniennn 0.25

Técnica

La membrana de acetato de celulosa se humedecid en el
amortiguador de barbital 0.06 mol/L, y con un papel fil
tro se elimind el excedente de amortiguador. Después
se colocd en la clmara de electroforesis, se aplicaron
las muestras y se corrié durante 11 min a 25 Amp. La
membrana se tifi6 sumergiéndola durante 8 min en la solu
cién de rojo de Ponceau S y se decolord al colocarla en

forma sucesiva en los siguientes reactivos, 1 min en

23



Gcido acé&tico al § %, 1 min en etanol 2l 95 % y 3 min
en una mezcla de dcido acdtico-etanol (1:4 v/v). Para
clarificar la membrana se colocd sobre una placa de vi
" drio, se ecliminé el excedente de la mezcla &cido acéti
co-etanol y sc meti6 al horno & 100 °C durante 2 min

(54 - 55).

8 .- INMUNOELECTROFORESIS
Reac tivos
A.- Amortiguador de barbital  0.05 mol/L, pH 7.4 p 0.05
B.- Solucifn de agarosa al 1.5 §
C.- Solucibn para teiiir
D.- Solucifn para decolorar

E.- Anticuerpos contra protefnas del suero de la rata

8.1. Prepiracién de reactivos
A.- Amortiguador de barbital

dietilbarbiturato de sodioc........... 15.87 g

4dcido clorhidrico 0.1 mol/L ......... 0.230 L
timerosal ... iiiincintioneenenens 2.0 g
agua destilada cbp ... viivveiennonn 2.0 L

se ajusta el pH a 8.4

24



B.-

Solucibn de agarosa

BEATOSB v erunsesronanrnnenss

amortiguador de barbital ....,.

Solucibén para tefiir

azul brillante de coomassie R-250,. 2.5

meta‘n01 L A N A N R B A R A )

e 0.5

Bcido ac8tico v.vuvintriernnnninns 0.1
agua destilada......covevniineienan, 0.4
Solucién para decolorar
..V.Gt&nol...-......-....'.....'. -------- 0045
dcido acético ..iveiinenn.. caes 0.1

E-'

aguadestilada S 00 0 5% PV PBIP LTI B 0.45

L

= = T

Obtencién.de los anticuerpos contra proteinas del

suero de la rata.

jo con suero estéril de rata,

que se indica a continuacibn:

. Los anticuerpos se prepararon inmunizando a un cone

siguiendo el esquema

25



VIA DE DOSIS DE
DIA ADMINISTRACION ANTIGENO

1° Intramuscular 0.5 ml de suero de

' rata, 0.5 ml de ad
yuvante completo
de Freund

82 Intramuscular 1.0 ml de suero de
rata, 1.0 ml de ad
yuvante complcto
de Freund

- e ]
15¢% Intravenosa 0.2 ml de sucro dc
rata, diluido 1:10%*

162 Intravenosa 0.5 ml de suero dec
rata, diluido 1:10%*

172 Intravenosa 1.0 ml de suero de
rata, diluido 1:10%

182 - . Intravenosa 0.2 ml de suero de
: rata
19¢ . Intravenosa 0.5 ml de suero de
rata | |
. ok
202 Intravenosa ‘ 1.0 ml’.de suero de
rata ‘
282 | Intravenosa 1.0 ml de-suero de
o rata

‘*  Se diluyS utilizando una soluci6n de NaCl 0,164 mol/L.

E1 dfa 282 se realiz6 la sangria de prueba ( 3ml ) por via
intravenosa y el dfa 36° se realiz6 la sangrfa de cosecha

( 50 ml ) por;pﬁnciﬁn cardiaca ( 57 ). :
' g ' 20



a)
b)

c)
d)

a)

b)

. Técnica

Preparaci6n de la placa
Aplicacifn de las muestras y electroforesis
Adicibn del anticuerpo

Tincidn

Se utilizd una placa de vidrio de 8.2 x 9.5 cm,
limpia y desengrasada. Se colocé sobre una su-
perficie plana y nivelada, para poder verter so
bre clla, rdpidamente y con cuidado, 20 ml de

la solucién caliente de agarosa, la cuai se de-
jo6 solidificar. Posteriormente, con la ayuda
de una plantilla se procedi6 a hacer los canales

y horadaciones pertinentes.

Aplicacibn de las muestras y electroforesis.

En los pozos formados en el paso anterior se co-

locaron 0.1 ml de las muestras proteicas utili--

"~ zando un capilar. En el primer pozo, se adicio

né una gota de una solucién 0.001 moi/L de azul
dc bromofenocl que al ligarse con 1a‘§1bﬁmina se
desplaz6 con ésta, obteniendo asi uﬁhfggia de la
migracién de la protefna. Una ve:z prépafadaalg

placa se procedid a realizar la electroforesisf:g



c)

Se colocd la placa en una clAmara de electroforesis
que previamente se llend con amortiguador de barbi
tial 0.04 mol/L, hasta aproximadamente 1 cm encima
;de los electrodos, y sc establecieron los puentes
entre la clmara y la placa, con la ayuda de unas
tiraéidb bébel\filiro; Eon un extfeﬁo sumergido en
la solucidn amortiguadora y otro extremo sobre una
orilla de la placa. La camara se cerr$é y los elec
trodos se conectaron de tal forma, que las muestraé
se desplacen del citodo hacia el 4nodo. Posterior-
mente se conectaron los electrodos a la fuente de

poder, manteniéndola durante 1 h a 90 volts.

Adicidn del anticuerpo

Después de transcurrido este tiemﬁo, con la ayuda
de una aguja, se procedif a retirar la agarosa que
formaban los canales e inmediatamente después se
llenaron con el suero que contiene los anticuerpoév
contra las proteinas del suero de la rata.

Una vez llenados los canales, la placa se introdu;‘
jo en una cémara hGmeda durante 24 h. Al término
de este tiempo se observaron las bandas de precipi
tacién y pa;é poder observarlas mejor se procedid

a tefiirlas.
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d) Tincibén
La placa se lav6 varias veces con una solucién de
NaCl 0.154 mol/L para elimiar las proteinas que no
reaccionaron . Posteriormente se lavé con agua
destilada hasta eliminar las sales y se dej6 des-
hidratar a temperatura ambiente durante 48 h. .
Para su tincidn, la placa se sumergi6 durante 15
min en la solucifn para tefiir.
El excedente de colorante sc¢ eliminé sumergiendo
la placa varias veces en la solucién para decolo-

rar ( 49 - 56 ).

9.- TOMA DE MUESTRA
Las muestras de sangre para las determinaciones de insulina
y glucosa en el suero de la rata, se obtuvieron bajo aneste-
sia general con éter, del seno orbital, utilizando un catéter
de plastico del No. K 79, el cual se introdujo en la comisu-
ra interna del ojo con un inclinacién aproximada de 45 ®has-
ta 1legar al seno orbital. La sangre se centrifugé a 2036 x
g (3000 rpm) durante 10 min para eliminar el paquete celular.
El suero obtenido de esta forma fue almacenado a -20°C hasfa

su utilizacién.
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10.- DETERMINACION DE GLUCOSA

La determinaci6én de glucosa en el suero de la rata se hizo

empleando el método de la‘gluccsa-oxidasa (Merkotest),(58).

Reactivos:
Reactivo de color,
Amortiguador de fosgatos 0.1 mol/L y tris-0.1 mol/L
ajustado a pH 8. _
Glucosa-oxidasa 6KU/L, peroxidas 38 KU/L.
4-aminoantipirina 0.25 mmol/L.

2,4-diclorofenol 0.3 mmol/L.

10.1. Preparaci6n de la curva estdndar

Sol. Patrén Conc.final de
400mg/100 ml agua glucosa(mg/ml)
1.00 ml . 4
0.75 ml 0.25 ml . 3
0.50 ml 0.50 ml 2
0.25 ml ‘ 0.75 ml 1
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10.2.

Técnica

PROBLEMA BLANCO
Suero o solucién
de glucosa 0.01 ml -
Reactivo de color 2.00 ml 2.00 ml

Las soluciones se mezclaron y se dejaron reposar a

temperatura ambiente, durante 40 min. Al finalizar

este tiempo se determind la extincidon a 510 nm,

i1.- DETERMINACION DE INSULINA ( RADIOINMUNOANALISIS )

Reactivos: .

11.1.

A.- Insulina estidndar (CIS)

.- Solucidn I

.~ Solucidn 11

(] ey ] [« +] (=) (@] o
1

.- Solucidn III

Suspensidn de carboén-dextrana

Preparacifn de reactivos:

.- Anticuerpo diluido al titulo adecuado

.- Insulina marcada con 1125 (New England Nuclear)

A.- E1 estandar de insulina humana (CIS} se disolvi6

en 5 ml de la soluci6n I.

Las diluciones para la
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curva esténdar se prepararon con el mismo diluyen
te,

B.-La insulina marcada con 1125. Se diluyé con 1la
solucién I hasta obtener SlﬁU/ml. La dilucién se
llevé a cabo tomando en cuenta los datos de acti-

vidad especificé que envia el fabricante.

C.-Anticuerpo. Se realiz§ una dilucién 1:14 000 uti-

lizando la solucién I.

D.-Suspensi6n de ;arbdn-dextrana. Se suspendieron
por separado 50 g de Norita en 1,900 ﬁl de la so-
lucién III mantenida én hielo y § g de dextrana
en 100 ml de la misma solucién III.

La dextrana se adicion6 lentamente é la suspensién
de carbdn manteniendo la agitaci6n continua y la
temperatura a 4 °C. Una vez formada la mezcla, la
suspensién se agité constanteﬁente manteniendo el

recipiente en hielo.
E.-Solucidén I. Utilizada como diluyente de ensayo.

Amortiguador de barbital sédico 0.1>m01/L pH 8.5 y -

albimina bovina al 2.5 §%.
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F.-Solucién II.

Se disuelven 14.714 g de barbital

s6dico y 9.714 g de acetato de sodio en 500 ml

de agua destilada,

G.-Solucién III.

A 100 ml de la solucién II se le

adicionaron 1.53 g de NaCl, 100 ml de HC1 0.1

mol/L y se aforé a,2 L con agua desionizada.

11.2. Técnica:
Bn tubos de ensaye de pléistico de 12 x 75 mm se colo
caron los siguientes reactivos: .
Eiluyontev Muestra 7§ Insulina® }Anticuerpo Insulipa*
Unibn - -
inespeci- 0.9 - - - - - - 0.1
fica.
Uni6n es- P
pecifica, 0.8 - - - 0.1 0.1
100 ¢
Curva es-
tandar 5 0.7 - - 0.1 0.1 0.1
a 200 PU .
Sgeros
a) conocido
0.7 . - - 0 001
b) problema 0.1 0.1
0 = Insulina.
125

* = Insulina marcada con I .
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Los tubos se cerraron con un tapbn de presién y
el contenido se mezclé en un agitador Vortex, pos
teriormente se incubaron a 4°C durante 4 dfas.
Terminando este perfodo se le adicionaron 3 ml de
la suspension fria de carb6n-dextrana.

Una vez agitados los tubos, estos se centriguga-
ron a 4 °C, durante 1 h a 2036 x g (3000 rpm).

El sobrenadante se trasvas6 a tubos de pléstico
de ia misma medida cuyo contenido en radioactivi-
dad sc¢ determiné en un contador de radiaciones ga

ma (Autogamma Scintillation Spectrometer), (59-62).

12.- DETERMINACION DE ANTICUERPQ§ ANTIALBUMINA {OUCHTERLONY)

Rcactivos:

12.

1.

A.- Agarosa
B.- AlbGmina bovina
C.- Albimina de rata

.- Amortiguador de Veronal

Preparacién de reactivos:

“A.- Agarosa

agarosd ... .. renae N SEATERRE 0.15 g

agua destilada ......vivirrrrianianrase 0,01 L
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12.

1.

B.- AlbGmina bovina

alblimina bovina .........cvivivnin., 20 g

agua destilada ...............viu.n. «.0.1 L
C.- Albilimina de rata

alblmina de rata ............ N 20 g

agua destilada .......... N e 0.1 I
D.- Amortiguador de Veronal .

dietilbarbiruato de sodio ............ 15.87 ¢

acido clorhfidrico 0.1 mol/L ........ v 0.230 L
. -agua destilada ..........c.o0ill, vee 2.0 L

se ajusta el pH a 8.5

Técnica

Se utilizaron portaobjetos descngrasados, los cuales

se colocaron sobre una superficie nivclada para ver-
ter sobre cada uno de ellos 3 ml dc”aégyosa fundida

y se dej6 solidificar. Una vezAsolidificada, se pro
cedi6é a hacer 5 horadaciones en forma de roscta, una
centraiAy 4 periféricas, con la éxuda'de tubos cahi-
lqres'se'ilenaron los pozos ;6£f0?64 mi de ios reac-

o . .
tivos segin se indica a continuaci6n; los pozos peri-

féricos con sueros problema y el pozo central con el
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antigeno correspondiente. Los portaobjetos'se colo-

caron dentro de una cfmara hfimeda y se mantuvieron

en clla durante 48 h a temperatura ambiente. Al tér

mino de esc tiempo se leyeron los resultados (57).

13.- ANALISIS ESTADISTICO
Las diferencias entre los grupos y entre el mismo grupo,

se evaluaron mediante la prueba " t " de student.
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CAPITULO III

RESULTADO §



IIr.1.

INDUCCION DE LA DIABETES
En los primeros intentos que realizamos para inducir la
diabetes en las ratas, los animales se mantivieron en ayu

no durante 48 h previo a la administraccién intravenosa

. de una dosis de. aloxana de 75 mg/kg de peso ( 63,64 ).-

BEste tratamiento produjo una mortalidad muy alta del 82%.
Al investigar las razones del efecto tan nocivo de la alo
xana, encontramos que el alimento que. se proporcionaba a
los animales en el bioterio no contenia la calidad adecua
da de protefnas y por lo tanto, los animales se encontra-
ban desnutridos. Esto, aunado'alvayuno y la toxicidad de
la aloxana caus6 la muerte de las ratas. Por lo aﬁterior,‘
decidimos probar el tratamiento con diferentes dosis de
aloxana y diferentes tiempos de ayuno, la tabla I resume

parte de los datos obtenidos.

Como se puede observar, los resultados Gﬁtimos se obtienen
utilizando una dosis de aloxana entre 55 y 60 mg/kg de pe-
so después de mantener a los animales en ayuno durante 18
a 24 h. Por lo tanto se decidib6 tomar como condiciones

de trabajo un ayuno de 20 h y una dosis de 60 mg/kg de pe-

S0.
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- 68

 TABLA I

EFECTO DE LA DURACION DEL AYUNO Y LA DOSIS DE ALOXANA
 SOBRE LA INDUCCION DE LA DIABETES

DURACION DEL NO. DE * ANIMALES *# % DE ANIMALES ###

DOSIS AYUNO ANIMALES DIABETICOS SOBREVIVIENTES
(mg/kg) (h) ;

75 48 45 35 17.7

33 ‘ i 7 7 57,74

65 Y 7 7 42.85

60 18 7 7 ~100

60 24 7 7 7100

55 18 7 7 100

55 24 7 7 ~ 100

50 18 7 0 100

50 73 7 2 100

* NGmero total de animales que recibieron el tratamiento con aloxana.
** NGmero de animales que resultaron con sintomas de diabetes.
*t* { del total de los animales tratados con aloxana, que sobrevivieron al trata-
miento. ' ‘



II1.2. PREPARACION DE LAS MICROESFERAS BIODEGRADABLES

2.1, Técnica

2.2.

2.

3.

Ya quc Goosen y Leung no indican el tipo de &ter de
petrdleo utilizado, tuvimos que realizar la siﬁtesist~
tanto con el &ter de petrSleo 30 - 60 °C como con él
de 60 - 90 °C. Con el primero se obtenian microesfe
ras, pero al lavarlas estallaban inmediatamente, en

cambio con el éter de petrbleo 60 - 90 °c, los resul
tados fucron satisfactorios, conservindose las esfe-
ras intactas. La cantidad de insulina contenida por

mg de microesferas fue de 0.13 U,

Tamafio

Se observé con el microscopio electrénico de barrido
que la preparacion produjo predominantemente microes

feras de 2 mm de didmetro ( Figs. 1ty 2 ).

Prueba de contaminacién microbiana
La prucba para excluir la posible contaminacién mi=
crobiana resulté negativa, ya que no se. observé de-

sarrollo de bacterias ni hongos.
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" Fig. 2 miéroesFeras a un-aumento de 160-x

-4



2.4. Prueba de pirogenicidad

En la prueba de pirogenicidad ( Tabla 1I ), se obtuvo
una diferencia en la temperatura de 1.3°C, y de acuer
do a la Farmacopea Nacional, cambios menores de 1.8°C

no son significativos ( 65 ).

TABLA 1II

CAMBIOS DE TEMPERATURA DURANTE LA PRUEBA DE

PIROGENICIDAD

TIEMPO CONTROL  PRUEBA - P vs.C
(hy (C) (P (A)
- 24 38.3°C 39.3°C +1.0°C
0 " 39.0°C  38.8°C -0.2°C
1 37.3°C 37.7°C +0.4°C

2 37.2°C 37.1°C -0.1°C
3 38.4°C 38.9°C +0.5°C

4 38.9°C - 39.5°C +0.6°C

12 | 39.5°C 40.1°C +0.6°C
24 39.2°C 38.4°C -0.8°C
48 39.1°C 39.8°C +0.7°C

72 39.0°C 39.5°C | +0.5°C
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111.3., PURIFICACION DE LA ALBUMINA DE RAT

Dado que la albfimina obtenida sigu
linguctt mostraba una importante c
proteinas ( Fig. 3 ), se‘decidid m
con objeto de precipitar directame

bulinas, previamente a la precipit

A

iendo el método de Ber
ontaminaci6n con otras
pdificar la técnica .

nte del suero las glo-

acién de la albﬁminan

Siguiendo este método se logrd eli*inar la mayor canti-

dad de globulinas ( 75.5 % ). Par
reza, la albGmina se aplic6é a una ¢

ionico { DEAE-Sephacel ).

El andlisis por electroforesis en

comprobé la presencia de una banda

"~
o

3 lograr una mayor pu-

olumna de intercambio -

3

icetato de celulosa

que corresponde a la

albimina y una banda muy pequefia q$e corresponde a las

alfaglobulinas ( 5.7 % ).. Una prej
albimina bovina purificada, mostrd
(Fig. 4 y 5 ).

por inmunoelectroforesis, empleandc

ticas Se realizb
jo contra las proteinas del suero d
en este estudio*, observéndose nuev
de mayor densidad correspondiente ¢
menor densidad correspondiente a 13

( Fig. 6 ).

* Los anticuerpos obtenidos en nues

las proteinas del suero de la rat

1:128.

raracién comercial de

las mismas caracterig
tambien el estudio
anticuerpos de cone-
le 1a rata, obfenidos
'amente-do§ bandas, la
3 1la albimina y una de

s alfaglobulinas

to estudio; contra

a dieron un tffulo de
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Fig, 6 A) Inmunoelectroforesis de la albfinina de
rata (1) y del suero normal de rata (2).
B} Inmunoelectroforesis de la alblimina de
rata antes de pasar por la columnade DEAE

sephacel (3) y del suero ndrmal de rata (4).



III.4. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE LA ZONA DE IMPLANTACION
El tejido disecado de las zonas donde se implantaron las
microesferas, al estudiarse histopatolGgicamentc, no mos
trd indicios de inflamacibn ni de fibrosis a los 15, 30,

ni 45 dias de 1la impiantacién.

III.5. BFECTO DE LA ALOXANA Y DE LA IMPLANTACION DE LAS MICROES
FERAS SOBRE EL PESO, GLUCOSA E INSULINA DEL SUERO EN LA
RATA. ‘

5.1. Peso
Al séptimo dia, despuds de administrar la aloxana
a las ratas, se observd una pérdida dé péso, signi-
ficativa ( P - 0.001 ), la cual sec corrigi6 cuando
se les administré insulina (I ) (P - 0.001 ), las
microesferas de albGimina bovina-insulina ( AB-I )
( P- 0.001), microesferas de alblmina de rata-in-
sulina ( AR-I ) (P - 0.001 ). A partir del vigdsi
mo cuarto.dia los grupos a ios que se les adminis-
traron microesferas con insulina comenzaron a p;r-
der peso nuevamente, mientras que las ratas trata-
aas con microesferas de albGmina bovina ( AB-AB ),
albﬁmina de rata ( AR-AR ) y el control diabetico
( C D), siguieron bajando de peso ( P-0.,001)
como se puede observar en la tabla III y en la fi-

gura 7.
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TABLA III

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LA ALOXANA Y LA IMPLANTACION DR
MICROESFERAS CON DIFERENTE COMPOSICION SOBRE EL
PESO DE LAS RATAS EN GRAMOS -

DIAS C.D. AB-T AR-T I. AB-AB |  AR-AR
1 258.0 248.7 245.2 | 250.0 | 242.7 | 267.0
2 259.9° | 249.1 247.1 | 252.5 | 243.0 268.9 -
3 263.0 | 249.8 | 248.5 | 254.7 | 245.0 270.3
4 265.0 250.2 249.0 | 256.2 | 247.0 272.5
5 266.9 | 252.0 250.0 | 258.7 | 248.3 | 275.0

- AYUNO ' Y ALOXANA

7 249.4 228.3 226.6 244.2 223.5 254.9

9 . 241.5 223.8 217.5 237.8 215.3 249.5
10 _ IMPLANTE

12 234.5 226.0 | 232.0 238.5 | 207.8 240.3
16 © 224.9 235.0 245.0 236.4 200.0 227.0
20 214.8 240.5 250.3 236.5 196.5 216.5
24 205.8 240.0 | 253.0 238.9 188.3 208.5
28 -] 198.3 234.5 | 243.0 233.3 180.0 * 200.5

31 190.0 230.0 238.0 235.0. 175.0 » 195.0

L3
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5.2,

Glucosa en el suero de la rata

Como sc¢ puede observar en la tabla IV y figura 8,

al quinto dia después de la administracifn de la -
aloxana, los niveles de glucosa en el suero se in-
crementaron .en relacifn. a la .concentracién basal

(P =-0.001), a mds de 29.3 mmol/L. Al adminis-
trar ¢l tratamiento, los valores disminu;eron en

las ratas tratadas con AB-I, AR-I e I ( P - 0.001),
micntras que en las ratas tratadas con AB-AB, AR-AR.'
Los niveles de glucosa siguieron aumentando en ielg'

cién a la concentracién basal ( P- -0.01 ) al igual

que en el control diab&tico ( P - 0.001 ).

~Las diferencias entre los grupos que recibieron in-

sulina fueron significativas para AB-I vs. AR-T el

vigésimo quinto dia (P - 0.001 ) y para (Blfi vs.
Iel mismo dia y el trigésimo primer dia (P - O.bOD;

'para AR-I vs, I hubo d:ferenc1as s1gn1f1cat1vas has

ta el tr1gé51mo primer dfas ( P - 0.001 ).

La figura‘g.y-la tabla V, mueStrg el efecto spbre .

los niveles de glucosa en el suero de las ratas al

;eimpléntar.las microesferas de AB-I y AR-1 a los

15 y 30 dias, observando que dichos niveles se man-

tuvieron dentro de las concentraciones normales.
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TABLA

Iv

EFECTO DE LA ALOXANA Y DEL.IM?LANTE SOBRE LOS NIVELES DE GLUCOSA'SERICA* EN LA.RATA

DIAS ,
TAMIENIO (LI 3 T0%F% 13 16 19 22 75 238 31
AB-1 5.89 | 29.39 | 29,52 5.76 6.12 6.81 7.98 19.17 | 28.55 | 30.8
#0,26 | * 0.59 |+ 0.43 & | #0.10 | 20.05 | =n.04 | =015 | £ 0,11 |+ 0.46 |+ 0,27
AR-1 6.07 32.64 | 32.97 5.36 5.58 5.70 5.79 .6.39 | 11.70 | 24.23
£0,10 | = 0.42 |* 0.89 £0.04 | 20.07 | 0.6 =0.06 | £0.10 | = 0.23 | % 0.16
I ~ 6.03 29.46 | 30.69 5.91 6.16 6.33 6.17 6.55 6.38 6.25
20.14 | + 0.45 |+ 0.39 20,05 | #0.10 | 20.09 | =0.06 | +# 0.10 | * 0.07 |+ 0.52
AB-AB 7.18 32.76 | 33.03 36.33 | 38.36 | 39.01 | 39,17 39.67 { 39.80 | 39.89
0,17 | #+ 0.71 {* 0.93 #0.53 | #0.40 | 20.22 | #0,21 | +#0.33 |+ 0.29 |+ 0.5
AR-AR 6.35 29.47 | 30.31 32.05 | 34.65 | 35.95 | 37.46 38.11 | 39.01 | 39.17
%0.13 | + 0.70 |* 0.50 %0.51 | #0.53 | 30.45 | ®0.38 | 4.0.34 | 0.11 [* 0.35
CD 6.30 31.55 | 32.15 34.37 | 35.30 | 3%6.10 | 36.87 37.98 | 39,70 | 39.69
0,08 | *+ 1,14 {* 0.46 *0,58 | *0.53 | %0.44 | %0,38 + 0,61 |+ 0,57

* 0.49

* Los valores de glucosa estan reportados en -mmol/l, en donde 5.5 mmol/l1 = 100 mg/dl.

** Representa el valor de glucosa en el suero obtenido un minuto antes de recibir la inyec-

cifn de aloxana.

**% Dia del implante.




FIGURA 8
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TABLA V

EFLCTO DE LOS IMPLANTES MULTIPLES DE MICROESFLRAS DE
AB-I Y AR-1 SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA ( mmol/L )

DIA POSTIMPLANTE
IMPLANTE MICROESFERAS 3 6 9 12 . 15
1§ AB-I 6.32 7.09 [6.21 7.90 | 8.30
AR-1T 5.33 | 5.06 |5,00 5.70 | 6.20
g0 AB-I 7.40 7.00 16.80 6.40 7.60
AR-1 5.80 5.40 15.30 5.60 | 6.00
5 - AB-I 7.20 7.00 |6.80 6.50.] 6.90
AR-I 5.90 5.70 |5.60 5.40 5.50°

“n

- Para evaluar los valores normales de glucosa en el suero de 1a
rata, se tomd muestra de sangre a 100 ratas obteniendo el si-

guiente resultado: 6.2 - 7.28 mmol/L de glucosa.
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EFECTO DE LOS IMPLANTES MULTIPLES DE
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CONCENTRACION DE GLUCOSA EN EL SUERO
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5.3.

Insulina en el suero de la rata
Como se observa en la tabla VI, las concentracio-
nes dec insulina en el suero de las ratas control

fluctuan entre 17 y ZlIuU/ml ( dia cero')_no habien-

- do difercncias significativas entre los diferentes

grupos.

L1 décimo dia después de administrar la aloxana se
observa una disminucibn en la concentracién de insu
ina (P - 0.001 ) entre 3 y S.QIpU/ml en todos los
grupos. .

Al administrar el tratamiento con las microesferas,
las concentraciones de insulina aumentaron { P -
0.02 - 0.01 ), en las ratas tratadas con AB-I, AR-I
¢ I hasta concentraciones entre 15 y 19 uU/ml, mien
tras que en las ratas tratadas con AB-AB y AR-AR,
las concentracicnes de insulina se mantuvieron ba-

jas al igual que el control diab&tico (C D ).

La duraci6n del efe;to de las microeéferas de AB-I
y AR-I decae al vigésimo cuarto dia, obser&ando que
el grupo tratado con microesferas de AR-I mantiene
concentraciones de insulina un.poca mis altas ( P-
0.001 ), que el grupo tratado con microesferas de

AB-I.
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TABLA VI

EFECTO DE LA ALOXANA Y DEL IMPLANTE SOBRE LOS NIVELES DE INSULINA SERICA* EN LA RATA

: | DIAS
TRATAMIENTO | n one 108%8 16 19 25 31
18.66 3.21° 15.85 | 17.06 | 11.05 | 2.64
AB-1 6 & 3,13 . | %0,93 +2.38 |*2,20 |*1.58 |[%0.74
AR-I 6. 18.95 2.96 16.74 | 20.19 | 13.94 2.80
« 1.86 «0.34 % 1.58 s 1,58 a1.11 | 20.69
. 6 19.50 3.17 19.31 | 20.11 | 20.27 | 20.89
+ 1.45 21.05 C% 2,25 | * 2.68 | ® 2.00 £2.74
AB-AB . 6 18.40 3.42 2.14 2.20 | 2.12 1.81
S . 2,74 %0.77 | x0.61 |»0.88 |a0.30 |«0.82.
17.45 3.66 2.51 248 | 211 | 2.25
AR-R ) 6 371 [.s1.27 | s049 |[«071 [s0.70 |e0.48
121.05 3.40 2.50 | 2.4z |- 2.66 2.45
¢b 6 1« 2.62 «0.82 | % 0.55 | 0.63 | 40.48 | %0.56
] i , | _

Ss

* Los valores de insulina estan reportados‘yulml.

** Representa el valor de insulina en el suero obtenido un minuto antes de recibir 1a
inyeccifn de aloxana.

% nDfa del implante.
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La figura 11 muestra las gréficas comparativas del
efecto de los diferentes tratamiento sobre las con-‘
centraciones de glucosé e insulina en ¢l suero de
las ratas. Se observa que las concentraciones de
insulina y glucosa 'se invierten, cuando se adminis-
tr6 la aloxana, es decir quec las concentraciones de
glucosa aumentan bruscamente y la concentraciones
de insulina disminuyen de la misma forma, para des-
pués mantenerse constantes. . Situacidn que mejora
notablemente al administrar la insulina en sus difec

rentes variantes ya descritas, al décimo dia.

En la figura 12 se muestra la gridfica comparativa
de los resultados obtenidos con los grupos que rec-
cibieron unicamente albimina 0 que no recibieron
ninglin tratamiento. Se muestra que las concentra-
ciones de glucosa e-insulina del suero, son direc-
tamente proporcionales al dafio celular producido

al administrar 1la aloxanavpbr via intravenosa, exis:
tiendo una relacién directa entre el incremento en
las concentraciones de glucosa y la disminucién eﬁ
las concentraciones de insulina, principalmente a
partir del quinto dia, que corresponde a la adminis

tracién de 1la aloxana.
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IIT.6  DETERMINACION DE LOS ANTICUERPOS ANTIALBUMINA
No se presentd reaccidn evidente de anticuerpos antialbG

mina durante los 45 dias que duro el tratamiento.
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CAPITULO VI

"DISCUSION Y CONCLUSIONES



IV.I.

DISCUSION
Efecto de la aloxana

Para la induccién de la diabetes, cuando se utilizé una do-

'sis de 75 mg/kg de peso y un ayuno de 48 h como se indica

en la literatura (.64). el 75 % de los animales murierop.
Por lo anterior se realizé un estudio de DL-50 para detef;
minaf la dosis y la longitud del ayuno. Experimentalmerite
se encontrd en nuestro caso que la dosis 6ptima debia ser
60 mg/kg de peso y el ayuno de 20 h ( tabla I ). Haciendo .
resaltar ﬁue es necesario tomar en consideracién la varia-
bilidad de la respuesta fisiol6gica para poder inducir dia
betes experimental, conservando una sobrevida razonable de -

los animales.

El contenido de insulina por mg de microesferas fue menor

que el encontrado por Goosen_y‘LeUng,'ésto es debido proba
blemente a pérdida de insulina durante el procengOﬁa una .
incorporacién insuficiente a las ﬁatrices‘utilizadas; La

primer opcién parece ser la més'viable; puesto que la con-
centracién de insulina en el Eter y en la mezcla acei;evde
maiz- &ter de petr6leo, utilizados para lavar las microes-

feras, no excedi6 de 0.03 U en total.
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Purificacién de albfinina de rata

La referencia encontrada especifica para la albfimina de ra;
ta.fue la de Berlinguett ( 52 ), en la cﬁal se adicioné
sulfato de amonio hasta alcanzar una concentracién final
del 64 §. Como se puede observar en los resultados, al
utilizar este procedimiento, la albfimina pbtenida tenia

una pureza de 55.3 %.

Debido a ésto, se decidié modificar la técnica como se ex-
plicd en los resultados, logrando con ello una albGmina

con un grado de pureza de 94.3 §.

Implantacién de las matrices biodegradables

Se ha informado previamente ( 18, 66 ), que durante~e; pri
" mer mes del tratamiento se forma una cipsula fibrosa alre-
dedor del implante, 1la cual'impide la difusibn del conteni
do de la matriz. Bn.el presente eétudio, no se encontrd
la formacién de dicha cipsula durante los 60 dias de obser

vaci6n mixima, al menos macroscopicamente.

E1 peso » .

Es un parfimetro indicativo del descontrol metabélico de 1la
diabetes. Como se puede observar en los resultados obteni
dos durante lds-primeros 5 dfas, los animales aumentaﬂ de
peso esto puede atribuirse a que al empezar el experimento
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sc¢ colocd un menor niimero de animales por jaula, por lo
que tuvieron un mayor acceso al alimento y al agua. Al
administrar la aloxana se pré&enté un descenso brusco del
peso debido a la poliuria no compensada por la polidipsia,

ni por 1a polifagia.

A partir del implante,. se observa una estabiliiacién del
peso para los grupos AR—i, AB-1 e‘I no asi para AB-AB,
AR-AR y CD, que se mantuvieron en descenso, situacién pre

vista.

l'ue indudable que las curvas de peso son mejoré§ y existen .
difercncias significaticas ep'los grupos tratados con mi-
croesferas AB-I.y AR-I, que las de los tratados con dosis
finicas de insulina. MAis afin, los animales tratados con
microesféras dé alblmina homb6loga ganaron pesoc en mayor
proporcién que los que recibieron microesferas de albiimina

heterdloga.

Glucosa del suero

Después de la administracifn de aloxana, se obtuvo un in-
cremento Significativo en las concentraciones de gluposa
en el suero. Estas dismiﬁuyeron al administrar la insuli
na en cualquieré de las formas descritas, manteniendose

elevadas cuando se utilizaron preparaciones sin insulina.
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Al estudiar el efecto de los implantes multiples sobre las
concentraciones de glucesa del suero, se observd quc &sta
sc mantiene en los limites de referencia con una variacién
no significativa, cuando se administran los implantes cada’
15 dias, por Lo menos durante 45 dfas.

Concordando con lo ocurrido en la variacifn del peso, los
animales que recibieron microesferas de alblimina homdloga,
tuvieron concentraciones de glucosa menorcs que los de los
animales tratados con preparaciones a base de albfimina he-
terSloga, a partir del décimo segundo dia. Es probable
que este fendmeno sea debido a que la degradacién enzimi-
tica de la albimina bovina sea mis rdpida que la degrada-
cidén enzimitica de la alblmina homéloga o a que la rcac-
cién inmunoldgica que debe déspertar la albGmina heterélo

fa modifica la velocidad de absorci6n de la insulina.

Insulina del suero

Sufrié una disminucibn bruscéAdespués de 1la administracién
de la aioxana, permaneciendo constante a lo largo del estu
dio indicando que la aloxana suprimid la funcidén de las cg
lulas beta, Situacibn que mejoro al administrar la insuli
na en sus diversas formas descritas anteriorménte, mien-
tras que los grupos que no recibieron tratamiento al igual

que el grupo control diab&tico, mostraron concentraciones
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indetectables de ésta-hqrmona, al tiempo que se deteriora-

ban fisicamente y finalmente murieron.

El estudio comparativo del efecto de los diferentes trata-
mientos sobre las concéntraciones de glucosa e insulina
del suerc, pueden ser comparados con los de otros autores,
{ 40 ). El punto mis significativo es 1la utilizacién de
un sistema biodegradable de libgracidn lenta, que pueda
sustituir el tratamiento tradicional. Mediante éste mé-
todo sc¢ logro evitar la inyecciGn diarig de insulina duran
te 15 dias en la rata, los animales presentaron una nota-
ble recuperacifn fisica y las concentraciones de glucosa

e insulina del suero tuvieron pocas variaciones.

Las ventajas de utilizar una matriz hombloga, son:

- Que es capaz de mantener un control sobre_la glucémia"
mis prolongado.

- Disminuye la posibilidad de que se presente una reacéi6n
inmunolﬁgiéh deleterea contra la matriz.

Sin embargo al utilizar la matriz de qlbﬁminq heterﬁloga

no se demostr6 la presencia de anticuerpos. -Por Lo\tanto‘

se deberé tener en consideracién la sensibilidad de la téc

nica utilizada y el tamafio del in6culo.
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IV,

2.

CONCLUSIONES ’

Al implantar las microesferas de AB-I y AR-I, se presenta'
una respuesta muy semejante a la obtenida al administrar

insulina diariaménte por via subcutinea, por lo tanto este
tratamiento es efectivo para contrelar la hiperglicemia en
ratas diabéticas. Observandose una mayor duracibn y conti

nuidad del efecto al utilizar una matriz de albdGmina homé-

loga.

La concentracidn prevalente de la insulina del suero en

las ratas tratadas con insulina ligada a matrices de albG-
mina, es similar a la de las ratas intactas, 'Lo anterior
sugiere que la preparacién es eficaz para mantener un con-

trol metabblico adecuado de la diabetes.

Durante el tiempo de observacién las matrices de albfimina

hom6loga y heteroléga, no estimularon la produccién de an-
ticuerpos especificos en concentraciones detectables por

el método empleado.
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ADENDUM



HISTORIA

El desarrollo de nuestros conocimientos acerca de la dia
betes constituye una muestra del progreso cientifico que
ha conducido repetidas veces a notables adelantos médi--
cos, Lo primero fue«la~descripcién'c11nica-de la..enfer-
medad dada por Celso en el afio 10 dC. Areteo la descri-
bié en forma apropiada y le da el nombre de diabetes en
el afio 20 dC. La primera demostracién de la naturaleza
quinica se atribuye a S@sruta, quien en ¢l siglo V des-
cribié " la orina meliflua ", dato confirmado después -
por Thomas Willis y Dobson, quicnes demostraron en 1679
la presencia de azficar en la orina. Cowley hace la des-
cripcidén de alteraciones pancreéticés cn los diabéticos
en 1788 y Bouchardat empieza a tratar la diabetes con re
gimenes diversos en 1850. Langerhans en 1869 descubre
los islotes pancredticos y Bernard en 1870 descubre la -
funcidén glucogénica del higado en conejos y la hiperglu-
cemia en diabéticos. Afios después se describe la aceto-
nemia diabética. Un paso muy importante fue la demostra
cién fisiolbgica realizada por Von Mering y'Minkowsky en
1889, de que 1la ex;irpacién del pincreas va seguida, en
los perros, del desarrollo de un proceso muy semejante a
la diabetes humana, con hiperglucemia, glucosuria y ace-
tonuria, y que cuando se les suministra glucosa, hay eli

minacién por la orina de toda la glucosa que consumen.
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Naunyn en 1895, menciona 1la natufaleza hereditaria de 1la
diabetes, y describe sus diferencias en la diabetes juve
nil y la tardfa. Después de esto, los estudios realiza-
dos en el hombre por Opie en 1900, demostraron cierta co-
rrelacidén entre la degeneraci@n del tejido endécrino del
pﬁncfeaé y ia presenéia de ia'diabefes. HLQ# expefimén—;
" tos de Sobbhw reforzaron estﬁs,estudios, ya que démostrg
ron que la degeneracién del tejido ex6crino del pAncreas
no daha lugar a diabetes, De Meyer en 1909, da el nombre
‘de " insulina ", a una posible hormona de los islotes, -
siendo Bantiﬁg y Best en 1921 -los que descubren la insu-
lina en perros y 6ésto pareci6 establecer la prueba de -
que lnldiabetes sacarina se produce por lesién intrinse-
ca del pincreas., 8in embargo los estudios posteriores -
~ hicieron pensar que la enfermedad podia ser mis compleja
'vf?dc{lb que se creia envlos primeros 'momentos que siguie-
ron al descubrimiento de la insulina, y que la lesi6én -
intrinseca del péncreas podrfa no ser la causa primordial
~del proceso, tales dudas sufgidas de 1a observacién cii-
nica de diversos transtornos endécrinos, recibieron un
apoyo impresionante por los experimentos iniciales de -
Houssay. Este investigador observé que la diabetes gra-
ve ocasionada por. pancreatectomia en el perro, mejoraba
mucho éi después se extirpaba la hip6fisis. Long y Luc-

kens en 1936, demostraron que se obtenfia igual mejoria
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II.

si en vez de extirpar la hip6fisis sc extrafan las glén-

dulas suprarrenales en los gatos pancrcatectonizados.

Pareci6 por lo tanto que la insulina era esencial sélo -

para el dominio'de la hiperglucemia, glucosuria y aceto-

nuria cuando las gléndulas suprarrenales o la hipéfisis’

se hallaban presentes. Young en 1937, estudia la produé
cidén de diabetes permanenie por inyeccidn de éxtractos

de hipéfisis en el perro. Afios mis tarde Sanger en 1955,
establece la estructura de la insulina y Steiner y Chance
en 1967, descubren la pfoipsulina estableciendo su férmu-
la, siendo Hodking en 1969, quien descubre'la estructura

tridimensional de la insulina ( 47, 69 ).

DEFINICION

La diabetes es una enfermedad crénica degenerativa, carac
terizada .por hiperglucemia y glucosuria, debido a una au-
sencia absblutatb relativa de insulina endfgena circulan- .
té, lo que ocasiona un metabolismo anormal de los carbohi
dratos, de las proteinas y de los lipidos. '
Los. factores que afectan el desarrolla de la enfermedad-
son: genéticos y probablemente ambientales, y los facto--
res que favorecen la aparici6n de la diabetes son: la au-

toinmunidad y la prdbable accién de un virus ( 67,71,72 ).
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IIT CLASIFICACION

El término diabetes| mellitus m4s que una sola enfermedad
describe a un grupo;de enfermedades en las que el com@n

denominador es la hiperglucemia, siendo en la maforia de
los casos de causa desconocida, de maneralque la clasifi
cacibn actual de disbetes mellitus se funéamenta en cri-
terios epidemiolbgicos y fisiopatolSgicos mis que etioll
gicos, por lo que es| posible que surjan modificaciones a
medida que sc conozca mejor la etiopatogenia de 1a‘enfe£
medad, reconociendo actualmente tres clases clinicas que

son:

[

.~ Diabetes mellitus.
2.- Intolerancid a los carbohidratos.

3.- Diabetes gestacional.

1.- Diabetes mellitus.
Independientemente de su causa el término diabetes -~
mellitus se aplica a los sﬁjetos que tienen hiperglg;
cemia de ayuno oluna respuesta anormal a la'prueba -
de tolerancia a

¢, Clases:

‘Se presenta generalmente en personas meno-

res de 20 afios, delgados, con tendencia a
72



TIPO II.-

desarrollar cetoacidosis diab&tica, que
requieren de aplicacién de insulina parav
su control. Este grupo se clasificﬁba
anteriormente como diabetes juvenil, sin
embargo la dependencia de insulina puede
presentarse a cualquier edad por lo que
se decidié evitar la edad del inicio como
criterio diagndstico. Por definicién sb-
lo se incluyen los sujetos que dependen
permanentemente de insulina para contro-

lar la hipérglucemia.

Diabetes mellitus no dependiente dc la
insulina.

Se presenta en adultos mayores de 40 afios,
es de inicio insidioso y sélo eventualmen
te conduce al desarrollo de cetoacidosis
diab&tica. La hiperglucemia se controla
con dieta e hipoglucemiantes bucales, es
frecuente que haya obesidad. Por defini-
ci6n no necesita insulina ex6gena para
corregir la hiperglucémia, éstos pacien-
tes -tienen insulina circulante que puede

estar en niveles supranormales.



OTROS TIPOS. -

Diabetes mellitus secundaria o asociada

a otros sindromes clinicos.

En esta subclase se incluyen los pacien-
tes en quienes la hiperglucemia es secun-
daria a otras enfermedades como puedeh
ser la acromegalia, la enfermedad de Cus-
hing, el feocromocitoma, el glucagonoma y
la pancreatitis crénica. También influye
la hiperglucemia como un efecto .secunda-
rio de fArmacos como pueden ser los anti-
hiperfensivos, las tiazidas y los gluco-
corticoides. La hiperglucemia asociada a
otros padecimientos como la acantosis ni-
gricans y las hiperlipidemias, pueden con

siderarse como secundarias.

2.- Intolerancia a: los carbohidratos.

' Este grupo lo conforman los pacientés que tienen

una respuesta a la curva de tolerancia g);a glu-

cosa diferente a la " normal ", pero no de ld mag

nitud necesaria para establecer un diagnéstico de

diabetes mellitus. Se les ha clasificado como pa

cientes con intolerancia a los carbohidratos, an-

tes se les clasificaba como prediabéticos pero s@
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lo el 25 § desarrollan diabetes mellitus ﬁor lo que

se abandond esta terminologia,

3.~ Diabetes gestacional.
Este término se refiere a la hiperglucemia que se
descubre durante el embarazo y ocurreAen_el 2 % de
todas las embarazadas, generalmente en ¢l segundo y
tercer trimestre, siendo de importancia descubrir
este tipo de diabeteé dada -1a elevada mortalidad

fetal ( 70 ).

DIAGNOSTICO
Diabetes mellitus
El diagnéstico de la diabetes mellitus se establece en base

a los siguientes criterios:

1.- El1 cuadro clinico, que comprcndg a to-
das las manifestaciones clinicas de la
hiperglucemia como son la. poliuria, la
polidipsia, la polifagia y la pérdida
de peso ( 70 }.

2.- La glucemia de ayuno que se juzga a
partir de las cifras de referencia que
son € 6.4 mmol/L ( 115 mg/dl ), en hom-

bres y mujeres no embarazadas, € 7.2
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mmol/L ( 130 mg/dl ), en nifios y < 5.8
mmol/L ( 105 mg/dl ), en mujeres embara-

razadas ( 70 ).

3.- La prueba de tolerancia & la glucosa que
al igual que la glicemia de ayuno se juz
ga a partir de las cifras de referencia,
para lo cual se emplea una dosis de 75 g
de glucosa por via oral y se mide la glu
cemia a diferentes tiempos, siendo las
concentraciones de referencia de los 0 a
los 60 min menores de los 17.1 mmel/L
( 200 mg/dl ), y a los 120 min menor de
7.8 mmol/L ( 140 mg/dl ).
en los nifios la dosis de glucosa se cal-
cula a razén de 1.75 g por kg de peso-

ideal con una dosis méxima .de 75 g ( 70 ).

De acuerdo a lo anterior el diagnbstico de diabetes se de
be restringir a las siguicntes condiciones:
1.- Pacientes con manifestaciones clinicas
de hiperglucemia y con una glucemia de

ayuno £ a 11.1 mmol/L ( 200 mg/dl ).
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2.-

Pacientes con dos determinaciones de glu-
cemia en ayuno § 7.8 mmol/L ( 140 mg/dl Y,
en diferentes ocasiones.

Pacientes con una respuesta a la prucha
de tolerancia a la glucosa en la que se
encuentran al menos dos determinaciones
de glucosa < 11.1 mmol/L ( 200 mg/dl ),
una mayor a los 120 min y otra cn cual-

quier tiempo entre los 0 y 120 min ( 70 ).

INTOLERANCIA A LOS CARBOHIDRATOS

Los criterios para el .diagnéstico de intolerancia a los

carbohidratos son los siguiente:

a)

b)

Glucemia en ayuno mcnor de 7.8 mmol/L
( 140 mg/dl ), pero mayor a 6.4 mmol/L
(115 mg/d1l ).

La respuesta a la prueba de tolerancia
a la glucosa debe mostrar una glucemia
entre 7.8 y 11.1 mmol/L ( 140 9 200 mg/
dl ), a los 120 min y una cifra mayor de
11.] mmol/L ( 200 mg/dl ), entre los @

y 120 min.
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c) En nifies 1a glucemia de ayuno es mayor de
7.8 mmol/L ( 140 mg/dl ) y en la prueba
de tolerancia a la glucosa las cifras es-
tan entre 7.8 y 11.1 mmol/L ( 140 y 200
mg/dl ), a los 120 min ( 70, 72 ).

DIABETES GESTACIONAL

Si la glucemia de ayuno es anormal se hace una prueba de
tolerancia a ia glucosa utilizando 50 g de glucosa siendo
la respucsta normal a los 0 min ¢ 5.8 mmol/L ( 105 mg/dl),
'y a los 60 min 8.25 mmol/L ( 150 mg/dlv); en el caso que
ée encuéntre anormal es necesario efeétuar una prueba de
tolerancia a la glucosa utilizando 100 g de glucosa, sien
do las concentraciones esperadas a los 0 min 5.8 mmol/L

( 105 mg/dl ), a los 50 min 10.6 mmol/L ( 190 mg/dl ), a
los 120 min 9.2 mmol/L { 165 mg/dl ), y a los 180 min 8.1
mmwol/l. ( 145 mg/dl ). Si dos. concentraciones igualan o
superan a cualquiera de las concentraciones anteriores se

- establece el diagnéstico de diabetes gestacional ( 70, 72).

 PANCREAS

El péncreas se compone de dos tipos celulares bien defini
dos: las células de los acinis que.producen las enzimas
digestivas y las segregan hacia el duodeno y los islotes
de Langerhans que segregan diversas hormonas en la corrien

te sanguinea. Se calcula que en el pincreas puede haber
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entre 1 y 2 millones de islotes de aproximadamente 200 jn

de didmetro y cuya masa en conjunto, representa un 2 4 de

la masa total del 6rgano ( 47, 68, 71, 72y 75 ).

En cada islote podemos distinguir al menos 4 tipos de cé-
lulas diferentes:
1.- Las células alfa, que representan el 20 %
de la poblacidén celular del islote, las

cuales segregan el glucagon,

2.- Las células beta, que forman el 75 } de
las células del islote, que segregan la

insulina.

3.- Las c&lulas delta, que segregan la soma-
tostatina, que inhibe la secrecién tanto

de insulina como de glucagon.

4.~ Las células PP, que segregan la hormona
polipeptidica pancrefitica cuya funcibn

todavia no esti muy clara.

VI SfNTESIS Y ESTRUCTURA DE LA INSULINA
La inéulina se sintetiza y almacena en las células beta
de los islotes pancrefiticos. Su sintesis se inicia a pag.
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tir del ADN, quc se encuentra en el nGcleo celular, y que
envia su cb6digo genético a través del ARNm a los ribosomas.
En éstos sc forma una cadena larga de 86 aminoicidos, de
peso molecular aproximado de 9 000 daltons que se llama
proinsulina, la cual tiene muy poca actividad insulinica.
Por accibn enzimitica, probablemente 1a tripsina, la cade-
na peptidica de proinsulina da origen a dos cadenas, una

de 6 000 daltons ( insulina ) y otra de 3 000 daltons (pep
tido C }.

El proceso de conversifn se realiza en el aparato de Golgi,
cn donde la insulina queda almacénada en forma de grinulos,
l.osa sacos o vesiculas que contienen los grinulos emigran

hacia 1a membrana celular por los microtubulos y al llegar
a ésta, mediante un fenémeno llamado emiocitosis son libe-
rados. Bstos‘gfﬁnulos viajan por el espacio éxtracelular

y llegan a los capilares para entrar a la circulacién gene

ral.

La insulina es una hormona de tipo proteico con un peso mo
lecular de 6 000 daltons formada por 51 aminofcidos ordena
dos en dos cadenas denominadas cadena A constituida por 21
amino4cidos, y cadena B formada por 30 aminoicidos unidas

por puentes disulfuro. La insulina puede existir como mo-

némero, como dimero o como heximero formado por tres de
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tales dimeros, Dos moléculas de zinc se coordinan en el
hexdmero, que probablemente sea la forma almacenada en el
grinulo de la célula beta. Se cree'que la forma biolbgi-

camente activa de la hormona es el monbmero ( 08,72, 73,

74, 76 )

ACCION DE LA INSULINA SOBRE EL METABOLISMO

La insulina tiene diversas acciones que modifican 1la fun
cifén de 1la mayoria de los tejidos orgidnicos. Su activi-
dad depende de la cantidad de la hormona, del tipo de tc

jido y la cantidad de nutrientes circulantes. Los teji-

~ dos y nutrientes que mis relacién tienen con la insulina

son: el higado, el mlsculo y el tejido adiposo, asi co-
mo los carbohidratos, lipidos y proteinas. La accidn ge
neral de la insulina sobre los carbohidratos en el teji-
do muscular es aumentar la captacién‘telular de glucosa,
el transporte a través de la membrana, la fosforilacibn
y la incorporacién de la glucosa a glucégeno por la adcti
vidad de la glucégeno sintetasa. En el higado acelera
la sintesis de glucégeno por accién de la glucSgeno.sin-
tetasa suprime la gluconeogénesis. En cl tejido adiposo
aumenta la captacibén celular de glucosa e incorpora la
captaciﬁn;celular de glucosa e incorpora la glucosa a
dcidos grasos y triglicérides, favoreciendo la lipogéne-

sis. Sobre los lipidos, en el tejido adipbso favorece
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la sintesis y conversifn de glucosa a triglicéridos, au-
menta la captacién de acetato y Aacidos grasos por lo que
inhibe 1a liberacién de los‘miSmos, suprime el catabolis
mo de¢ los lipidos, proteinas y carbohidratos, regula la

produccibén de cuerpos cetdhicos. Sobre las protefnas en
el higado y en el tejido adiposo aumenta ia captacién de
aminoficidos, el transporte a través de la membrana celu-
lar y la sintesis de protcinas y A4cidos nucleicos ( 76,

77, 78, 80, 81,82 ).

Otro efecto de la insulina es estimular la formacidén de

ATP, ADN yARNm (79, -81),

Cuando la insulina 1lega a faltar { 68 ), ya sea por-hi;
pofuncién de las células beta, por accién de alguna hor
mona antagdnica, por bloqueo de los receptores celula-

res o por accién de anticuerpos especificos, entonces se
va altcrar todo el metabolismo infermediarid como sespug

de observar en los siguientes cuadros:
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VIII

MECANISMO DE ACCION DE LA INSULINA

El mecanismo de accifn de 1la insuliné; se ha explicado
mediante su unifn a un receptor especffico, de cardcter
protéico, que se encuentra en la membrana celular y que
modifica la ﬁermeabiiidad'y transporte de compuestos es '

pecificos, Este recebtor es una glucoproteina asimétri

ca de peso molecular de 300 000 daltons, que se ha en--

contrado en la membrana celular de adipocitos, leucoci-

tos, eritrocitos, fibroblastos y hepatocitos. (76, 77 ).

Cuando la insulina se une a sus receptores en la membra
na celular desencadena una cascada de - evéntos, que ‘-
son los siguientes: se inhibe la adeniiatd ciclasa, es-
timulando la actividad de la fosfodiesterasa que produ-
ce un descenso-en 165 niveles de 3' - 5' adenosina mono
fosfato ( AMPc )}, :éste  disminuye la actividad de la
proteina cinasa, produciendo ésta a su vez cambios en

otras enzimas, como por ejemplo: inhibe a las fosfori-

lasas y entonces se activa la gluc6geno sintetasa, cuyo

efecto es favorecer la sintesis de gltcogeno, por lo -

que se inhibe la gluconeogénesis. Ademis, al disminuir

la actividad de la proteina cinasa, disminuye también
la actividad de alguﬂas lipasas y por lo tanto disminu-
ye la lip6lisis y la cetogénesis, favoreciendo la lipo-

génesis. Otros eventos desencadenados por la unién -

86



IX

de la insulina a su receptor son: estimular la sintesis
de proteinas por un aumento en la captaci6n de aminoici
dos y permitir 1la entrada de iones potasio, aminofici--

dos y glucosa al interior de la célula-( 76, 77, 82 ).

TRATAMIENTO EFARMACOLOGICO DE LA DIABETES
El tratamiento farmacolSgico cuenta con dos alternati--
vas que son:; los hipoglucemiantes orales y 1la insulina.

De 1a poblacién total de diab&ticos, solamente una ming

,ria (15 %), requiefen de insulina para su tratamiento.

En éste g_rupo se incluyen: lo5 diabéticos.del tipo I, diabg

“ticos del tiéo IT durante periodos de estres,. cuando

pigsentan alergias a las sulfonilureas ytlas diabéticas

embarazadas ( 72, 73 ).

Las preparaciones de insulina que mis se utilizan son
la insulina de acci6én intermedia NPH y la insulina de
accién rdpida, siendo las insulinas disponibles en el -

bais las. siguientes:

87



DURACION DEL | EFECTO | AMORTI- |PROTEIMA
TIPO ASPECTO ACCION. "EFECTO ' (h ) | MAXIMO (h) | GUADOR TIPO
Simle Claro Rapida I A N ) Yo tiene {No tienc
NPH Turhio Intermedia | 24 - 28 14 Fosfato |Protamina
Protamina , .
Zinc Turbio Prolongada 36 19 Fosfato {Protamina
Lenta Turbio Intermedia §{ 24 - 28 14 Acetato  |No tiene

La complicacién més comfin del uso de insulina es la hi-
poglucemia que puede ser ocasionada ﬁor una sobredosis
debida 'a la falta de alimento, exceso de ejercicio y -
errores en la técnica de aplicacién, también puede pre;
sentarse el fenSmeno de Somogyi, qué consiste en que -
los pacientes no se controlan a pesar de recibir dosis
progresivas de insulina, aumentando de peso y presentan
do glucemias variables, existen algunos pacientecs que
al recibir tratamiento con insulina presentan alergias
y resistencia a la misma, causado por la preéencia de
anticuerpos anti-insulina o por anomalias en los recep-

tores.( 72, 73 ).

En los diabéticos del tipo II, generalmente se contro--
ian con dieta y ejercicio,'pero cuando no se consigue';
‘contfolar dg gsta manera, se pueden utilizar los'hipoﬁ-
glucemiantes orales, que s&lo son adyuvaﬁtes,y no susti‘

tuyen la dieta ni el ejercicio. Los agentes hipoglu--
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cemiantes disponibles son las sulfonilureas y las bjigua
nidas ( 72, 73, 83, 84 ).

La accién de las sulfonilureas es la de estimular a las
cBlulas beta, cuando la degranulacién de las mismas baja
la captacibn de insulina endfgena, aumenta la lipogéne--

sis, el nfimero de receptores y disminuye la produccién -

hepdtica de glucosa,

El mecanismo de accifn de las biguanidas difiere del de
las sulfonilureas por su modo de lograr la hipoglucenmia
ya que no actua estimulando la secrecidén de insulina, '
por lo que no produce flcilmente hipoglucemia en indivi-
duos normales. Las biguanidas en dosis relativamente --
elevadas van a aumentar la utilizacifn de glucosa incre-
mentande la gluc8lisis anaerobia, disminﬁyen la gluconeo
génesis e inhiben la absorcifn intestinal de glucosa y
probablemente de algunas otras sustancias como la vita-

mina B12 (72, 73, 83, 84 ).

Los hipoglucemiantes orales pueden producir como efectos
colaterales leucopenia, trombocitopenia, anemia hemolfti
‘ca, erupciones, pflirpura, prurito, nausea, vbmito, coles-

tasis hepitica, efecto antitiroideo, edema e hiponatremia.
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