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ACTIVIDAD DE ARGINASA EN GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS

DE RATA

RESUMEN.

La heterogeneidad de arginasa en tejidos ha sido postulada desde
1965, Su actividad ha sido estudiada en diversos tejidos y
fluidos en condiciones de salud y enfermedad. Los cambios que
presenta se consideran de importancia en el estudio biogquimico y
cifnice de algunas enfermedades.

En el presente trabajo se compara la actividad de arginasa en
gldndulas sexuales accesorias de ratas normales, ratas con
diabetes inducida y ratas diabéticas sometides a diferentes
tratamientos, Se utillizaron ratas macho de la cepa Long BEvans,
las cuales se clasificaron en cuatro grupos principales: 1.-
Grupe (Contrel (sin niagdn tratamieto), 2.~ Grupo diabético (12

mg de aloxena / Kg.de peso), 3.- Grupo diabético tratado con
insulina (0,15unidedes de insulina de accidn intermedia / Kg. de
peso.) v 4.- Grupo diabdtico tratado con arginina (35 mg / Kg. de
peso.).

S Q

El estado diabético de las ratas fud establecido por los valores
de la glucosa sangufnea, ademds de cuantificar triglicéridos, et -
amilasa y protefnas en suero. Se deteraind la actividad de
arginasa en cada una de las gldndulas sexuales accesorias
(Vesfcula seaminal, Gldndulas coagulantes, Préstata, Gldndulas
ampuiares, Gldndulas bulbouretrales y Gldndulas prepuciales.).
También se wxidieron pardmetros biogquimicos tales como el peso
seco y la concentracidn de proteinas.

Los resultados nos indican cambios en la actividad de arginasa
muy marcados en los tratamientos con Insulina y con arginina en
casl la mayorfa de las gldndulas sexuales accesorias, con
respecto al control.

Estas observaciones proporcianaron la evidencia de que cada
gldndula realiza sus fynciones metabdlicas de nanera
independiente, por lo que son afectsdas de modo diferente tanto
por la enfermedad como por los diferentes tratamientos, como
puede observarse por el incréemento 6 disminucidn de le actividad
de arginasa por insulina é arginina con respecto al control.



INTRODUCCION.

La diabetes es una enfermedad metabdlica crdnica que constituye
un importante problema de salud publica ya que afecta a gran
parte de la poblacidn mundial, su prevalencia es cada vez mayor
causando un elevado cociente de incapacidad fisica y social
ademds de constituir un factor importante de mortalidad.

Las alteraciones  metabdlicas de la diabetes se deben a una
deficiencia relativa o absolute de insulina y un exceso de
glucagon, lo que ocasiona alteraciones en el metabolismo de
carbohidrates, !Ipides y protefnas.

Esta enfermedad produce alteraciones en el aparato
cardiovascular, sistema nervioso, globulo ocular, asf coma
predisponibilidad a las infecciones y coaplicaciones en la
cicatrizecidn.

Se sabe que la diabetes causa cierte grade de iampotencia y
pérdida del deseo sexval en el hombre debido a un desequilibrio
hormonal que propicia la atrofia de los ¢érganos sexuales
accesorios productores del 1{quido sewinal y los drganos
encargados de la produccidn de espermatozoides (testfculos).

Las células, por su deterioro normal dejan escapar a la sangre
diversas moléculas y entre ellas las enzimas. Los individuos
"normales” que no presentan cuvadro patolégico muestran una
pequeffia liberacion de moléculas y consecuentemente su actividad
enzimdtica en suero se considera normal. Cuando un tejido es
daflado, la célula deja escapar enzimas a la sangre en proporcidn
directa a la gravedad ¢ dimension del daflo.

Su cuantificacidn en correlacién u apoyo con el cuadro clinico
contribuye de manera muy importante al diagnéstico correcto,
identificande incluso el drgeno lesionado; esto justifica que 1la
actividad de las enzimas sdricas se haya correlacionado con
enfermedades especfficas y que la determinacidn enzimdtica tenga
excepcional importancia para el diagnéstico, prondstico y gufa
terapdutica; estas ventajas se amplian con la determinacién de
las isoenzimas.

La cuantificacién de la actividad de arginasa en suero se ha
propteste como apoyo para el diagndstice y pronéstico de varias
enfermedades fundamentalmente {fas relacicnades con los procesos
que afectan al higado, corazén, pulmén, cerebro y prdstata.



La arginasa (EC 3.5.3.1 L - arginina ureohidrolasa ) es
localizada en el higado de animales urotdlicos y es un componente
enzimdtico del ciclo de la urea. La actividad de esta enzima, ha
sido observado que es influenciada por factores hormonales,
factores ambientales, ingesta adecuada de alimentos y procesos de
envejecimiento.

Se han reconocido que la actividad de arginasa es encontrada en
varios drganos como ios ya mencionados anteriormente y se han
reportado también varios trabajos concernientes a la arginasa
extrahepdtica, ia funcioén fisioldgica de esta enzima
extrahepdtica es en general poco conocida, pero se sabe que
favorece le& sintesis de poliaminas, donde la arginasa provee de
ornitina, importante precursor de las poliaminas.



OBJETIVOS:

Determinar la actividad de arginasa en Gldndulas
Sexuales Accesorias de rata, en condiciones npormales,
con diabetes inducida y diabéticos bafo tratamiento
con insulina y con arginina.

Correlacionar la variacidn de actividad con los
cambios causados por los distintes tratamientos en
dichas gldndulas.



DIABETES.
DIABETES MELLITUS.

La diabetes en una de las enfermedades humanas mds intensamente
estudiadas que constituye un importante problema sanitario va que
afecta a cerca del! 3 3 de la poblacion mundial.

La diabetes mellitus en una enferaedad metabdlica que consiste en
una deficicacia relativa 6 absoluta de la produccién de insulina
por los islotes de Langerhans del pdncreas y una produccidn
excesiva de glucagen.

La diabetes es una enfermedad coapleja que presenta distintas
elases y grados de patologia, asi como un conjunto de anomalfas
metabdlicas debidas a las alteraciones hormonales y una serie de
complicaciones a largo plazo que afectan la mayor parte de los
aparatos y sistemas. ( 5, 6 )

SINTOMATOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS.

Los primeros sfntomes de diabetes son: hiperglicemia (aumento del
nivel de glucosa sangufnea, Figura 1 ), poliuria (eliminacién
excesiva de orina}, polidipsia (ingestidn exceslva de agua),
polifagie (ingestidn exagerade de allmentos), pérdida de peso y

be
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FIGURA 1, NIVELES DE GLUCOSA EN DIABETES.



astenia (falta de energfa). La hiperglicemia es causada por la
irregular produccidon de insulfna, lo que impide la entrada de
glucosa a los tejidos para su utilizacidn en la produccidn de

energfa. La poliuria se debe al efecto diurético osmdtico de la
glucosa en el tdbulo renal. A su vez, la polldipsia es causada
por la deshidratacién provaecada per la poliuria, La mala

utilizacioén de glucesa por el organismo proveca pérdida de peso y
tendendencia a la pelifagia. La astenia se debe principalamente a
la pérdida de protelnas.(56)

CLASIFICACION DE LA DIABETES.

La diabetes segdn su gravedad se clasifica en:

1.,- Leve.~ La cual por lo general se corrige con dieta.

2.- Moderada.-~ Este grado de diabetes se trata generalmente con
dieta, ejercicio, aplicacién de Insulina y/o
bhipogliceniantes.

3.- Intensa.- En este estado de diabetes se da tratamiento
principalmente con Insulina.

Es aceptado actualmente que el términe de diabetes mellitus, mds
que a una enfermedad, describe a un grupc de enfermedades en las
que el comun denominador es es ila hiperglicemina.

La diabetes se «clasifica segdn sus caracteristicas y cuadro
clinico en:

1.- Diabetes mellitus tipo I' .- Diabetes insulino dependiente.

En este grupo se incluyen a los diabdticos que dependen en

forwa permanente de la insulina para controlar la
hiperglucemia. Este tipo de diabetes se presenta por lo
general en personas menores de 20 affos de edad, delgados,
con tendencia a desarrollar cetoacidosis diabética y que

requieren la aplicacidn de insvline para su control.

Este tipo de diabetes, que antes se clasificaba como diabetes
Juvenil, puede presentarse en cualquier etapa de la vida, por
lo que se decidid eliminar la edad de inicjio como un criterio
de diagndstico para distinguir este tips de diabetes.

2.- Diabetes mellitus tipo II.-Diabetes no insulino dependiente.

En este grupo se incluyen a los diabéticos cuya hiperglicemia
se controla con dieta e hipoglucemiantes bucales.

Este tipo de diabetes, se manifiesta en adultos mayores de 40
affos de edad, frecuentemente cuando existe cbesidad y sdlo
eventualmete conduce al desarroilo de cetocacidosis. La



prevalencia de este tipo de diabetes aumenta con la edad y el
grado de obesidad.

3.- Diabetes Gestacional.

Este tipo de diabetes se refiere a la hiperglucemia que se
descubre durante el eambaraze y ocurre generalmente en el
segundo y tercer trimestre, dicha anormalidad cesa al terminar
el embarazo, aunque algunas pacientes llegan a desarroliar
diabetes meliltus tipo II en los siguientes aflos.

Debido a que la diabetes gestacional se asocia con una alta
morbimortalidad fetal, es Importante su deteccidén y
tratamiento en forma oportuna.

4,-Diabetes mellitus secundaria.- Transtornos en la tolerancia a

Los

la glucosa.

Esta variedad se relaciona con defectos en 1a secrecidn
pancredtica de inpnsulina y con Iinterferencie para gque esta
ejerza su accidn sobre las células efectoras.

factores que propician este tipo de diabetes son externos y

algunos de estos soni

a)

b)

c)

d)

e)

Destruccidn de células B por enfermedades pancredticas, la
secreclon de dinsulina se reduce; como ocurre en los casos de
pancreatitis y fibrosis quistica.

Exceso de hormonas antagdnicas & la insulina, como en el
case de enfermedad de Cushing, acromegalia, glucagonoma,
hipertiroidismo etc., donde los niveles hormonales se ven

aumentados por estas enfermedades.

Existencia de anticuerpos en contra de Ios receptores de
insulina, disminucidn de receptores de insulina 6 secrecidn
de formas aoleculares anormales de Insulina 6 insvlina sin
actividad bioldgica.

Enfermedades gendticas como el sindrome de Turner y de
Klinefelter, cuya incidencia de diabetes es muy grande.

Fdrmacos del tipo de glucocorticoides, diurédticos y agentes
adrendrgicos, estos pueden causar diabetes o simplemente
intolerancia a los carbohidratos.

5.~ Diabetes mellitus tipe I'Il.~ Diabetes tropical.

Este tipo de diebetes no es muy comun y se¢ presenta en
regiones troplcales donde las personas se alimentan con
dietas deficletes en nutrientes eseciales, tambiédn es
conocida come diabetes de desnutricidn.



Entre los tipes de diabhetes mellitus, se distinguen dos tipos
importantes: La diabetes tipo I y II; las diferencias entre estos
tipos de diabetes se resumen en el cuadro 2. (6)

ETIJLOGIA.

La herencla tiene un papel amuy importante en el desarrollo de
la diabetes tipo I y II. Por otra parte el ejercicio fisice, la
calidad de la alimentacién, las infecciones virales, la condicidn
ffsica del individuo ( obeso ¢ no ) y el ambiente ejercen un
profundo efecto sobre su incidencia.

En el cuadro 1. se resumen algunos de los factores etioldgicos y
patogénicos mds importantes de la diabetes mellitus.

DIAGNOSTICO DE LA DIABETES.

E] diagndstico de ]a diabetes mellitus se apoya en tres criterios
esenciales:

a) Cuadro clfnico
b) Glucemia de ayunc
c¢) Prueba de tolerancia a2 la glucosa.

El cuadre clfnico comprende todas las manifestaciones clfnicas de
hipergiucemia, como son poliuria, polidipsia, pelifagia ect.

La glucemia de ayuno consiste en la medicidn de los niveles de
glucosa en sangre en estado de ayuno. En esta prueba, la glucemia
de ayuno se valora con base en las cifras normales, medidas en
suero (Segdn método enzimdtico de glucosa oxidasa), que son: en
las personas adultas £ 115mg/dl: durante el embarazo, 4 105mg/d!
Yy en niflos, & 130mg /dI.

E! diagndstico de diabetes se da cuando los valores de glucemla
en ayuno exceden 140 mg/dl al menos dos veces consecutivas.

En la prueba de tolerancia a la glucosa determina la habilided de
un individuo pare remover una cierta cantidad de glucosa ingerida
de la circulacidn sangulnea. Una cantidad de glucosa es
administrada oralmente (En adultos la dosis es de 50 a 100 g, ¢
en razdn de 1.75 g.por K¢ de peso, en niffos la dosis va tambida
en la misma razdn siendo la dosis mfnima de 50 g.), la absorcidn
ocurre rdpidamente y el nivel de glucosa sangufnea aumenta,
propiciando la liberacidn de insulina, cuya accidn disminuye el
nivel de glucosa sanguinea a normal en e] plazo de 2 a 3 horas.

En cuanto a la interpretacién de !& prueba de tolerancia a la
glucosa, se toman en cuenta varios criterios! El método de
Wilkerson de puntos, el método de Fajans v Conn y el nmétode de
suma. (69)

En el método de Wilkerson, se asignan valores de puntuacién a los
niveles de glucosa sangufnea determinades a tiempos 0,1,2 y 3
horas.



CUADRO 1.  FACTORES KTIOLOGICOS M 1A DIABITLS NELLITUS.

1.= Anorealidad genitica de 1a funoidn € estimulo, reconociniento, propagacion del wensale
§ secreciin) y nimero de lag células 3.

&, Disminuoidn del mimero y afinidad de sitios receptores de las celulas & a glucesa

¥ anineanidos.

9.- Disminuoion de biosintesis de insulina

C.- Anormalidades en la conversidn ds proinsulina a insulina

0.~ Sintesls irregular de insubina con actividad bicldsica deteriorada

E.- Disminucicn en el nivel de replicacidn de celulas 3

F.- Susoeptibilidad incrementads de las celulas 3 a factores anbientales relacionades al
sistena de histocompatibilidad,

5.~ Factores ambientales que alteran la intensidad y funcicn de las cetulas 3

A~ Obexidad y gestacidn,

€.~ hutolomunidad.

D.- Sistema nervieso central,

111+ Anormalidades en 1a avolon de 1a irsulina.

k.- Insensibilidad a Insulina enddgena,
1) Insulima con astividad Disldgica deteriarada,
&) Disninupion del nuwere de sitics receptores de insulina.
3) Interdferencia con |a union de insulina a sus sitios receptores {anticuerpos )

4) Diswinucion de

actividad de enzimas claves

1V, nermalidad on 1a seorecien de glucagen.

B.= Ayentes infecoiosos - virus.

actividad adrenergética alta,

CUADRG 2. CARACTERISTICAS DK LA PIABITES TIPQ I ¥ II.
CAMCTIRISTICAS DIABITES TIPO I DIARKTES TIPO {I
% DE OCURRINCIA W% 48 x

TR WIS

Diabetes Nellitus Insuline
Dependiente (EDIN)

Blabetes Mellitus na Insuling
Dependiente (HIDDM)

COMDICION DE SALUR

Nederada A severamnte grave

Musstra poces sfntomas

CAUBAG

Escasa ¢ nula preducclén do insulina

Resistencin a la insulisa

Presencia de resotiones de autoinming-

Factores genétioes y de madio

ITI0LOGIA dad, faoteres gendticos y de medis anbitnte ne ssociacidn.
anbiente, antiguasents oon obesided,
Repanting, polidipsia pelifagts, Inicle gradual ds sintowas,
CARACTERISTICAS poliuria, perdida de peso, bajos obesos, nivel de insulina
CLINICAS niveles 4o fnsulina y altos niveles norsal pere sltos niveles de
de glucagon glucosa plasmatica y glucagon
Coma hiperglucemice,
CONPLICACIONES Catasoldoxis resistentes & 1a cotoasidosis
TRATANIINTO Ingulina, ejercicios y dieta Dietas, ejercicio y

jeontralada

{wedicaciin oral.




Tiempo (horas) Glucosa (mg. /di) Puntos
Sin embarazo Con embarazo

Qg (Ayuno} 130 105 1

1 195 190 0.5

2 140 165 0.5

3 130 145 1

Valores iguales ¢ mayores a los listados acreditan el nomero de
puntos clitados. Se considera que existe un estado diabético
declarado con 2-3 puntos, sospecha de diabetes con 0.5 - 1.5
puntos y no exsistencia de diabetes con 0 puntos.

En el método de Fajans y Conn se considera un paciente diabédtico
cuando cualquiera de los niveles de glucosa excede a los valores
dados:

Tiempo (horas) Glucosa (mg/dl)
1 185
1.5 165
2 140

En el método de suma, se considerea un paciente diabétice si la
suma de los valores obtenidos a 0,1,2, y 3 horas es mayor de 600.

BEn la interpretacidn de la prueba de tolerancia a la glucosa
Influyen clertas variables que deben cuidarse, con el fin de
obtener los mejores resultados posibles, algunas de estas son:

~ Tipo de fluldo a analizar (plasma, suero d sangre total)

~ Mdtodos para determinar la glucosa sapgufnea ( enzimdticos o
reductivas)

Dosis y concentracidén de glucosa adecuada en una prueba de
tolerancia a la glucosas.

Dieta preparatoria ajta en carbohidratos antes de la prueba.
Actividad ffsica antes y durante la prueba.

Hora del dfa de aplicacidén de 1la prueba.

Consideracién de enfermedades agudas 6 cronicas sufridas por el
paciente y embaraczo.

Drogas ingeridas,

- Perfodo de ayuno.

En base o lo anterior es necesaria la aplicacién de los mayores
medios posibles, con el fin de obtener un diagnéstico seguro y
evitar errores en este. (29)(69)(70)

TRATAMIENTO DE LA DIABETES MELLITUS.

En el tratamiento de la diabetes son importantes los siguientes
factores!:



Educacidn

Este factor ha side reconocide dltimamente a pesar de ser el nds
importante de todos, ya que permite la aplicacion correcta del
tratamiento sefflalado y permite al paciente ecomprender la
importancia de €ste.

Ejercicio.

El ejercicio es uno de los métodos originales de controlar la
diabetes, quizd4 no por este mismo sino porque mejora el efecto de
los otros tratamientes. Es importante porque no solo mejora la
salud general sino que puede reducir los regquerimienteos de
Insulina haciendo Ja insulina mds efectiva probablemente por
mejoramiento de 14 funcidn de los receptores de Ifnsulina. EI
nivel requerido de actividad de cada individuo es importante e
individual de acuerdo a sus requerimientos.

Dieta.

Las necesidades de insulina de cada diabético se vcalculan en
funcidn de una alimentacidn estdndar gque contiene cantidades
normales bien contreiadas de carbohidratos, ya que cualquier
modificacidn de la cantidad de éstos que se ingiera cambia dichas
necesidades, En condicienes normales, el pdncreas tiene 14
capacidad de ajustar la cantidad de insulina producida a la
Ingestién de carbohidratos, pera cuando hay diabetes, esta
funcidn de control se ha perdido por completo. En los primeros
tiempos del tratamiento de Jla diabetes hablea tendencia a
disminuir los carbohidratos de la alimentacidn, para que las
necesidades de insulina fueran minimas. KEste procedimento
permitia conservar la glucemia en valores cercanos al anormal y
evitaba la pérdida de glucosa por la orina, pero no evitaba las
anomalf{as del metabolismo de las grasas. FEn consecuencia existe
actualmente la tendencia & permitir que el paciente ingiera los
carbohidratos que correspondan a una alimentacidn normal,
administrdndole simultdneamente grandes cantidades de insulina
para que las metabolice. Disminuyendo as{ e! metabolismo de las
grasas, tante como el alto nivel de colesterol sangufneo.

Medicacidn oral.

La aplicacidon de agentes hipoglicemiantes orales propicia la
disminucidn del npivel! de glucosa ya que pueden estipmular la
liberacidén de insulina, desafortunadamente no son efectivos para
todos los tipos de diatetes, sdlo en los casos en los que el
pdncreas puede producir insulina (Tipo II).

Insulina.

Cuando el cuerpo no dispone de insulina 6 esta insulina no es
adecuada (Tipo I) d si se necesita mds insulina que Ia provista



por la dieta (Tipo II), entonces es necesaria la administracion
de insulina.

Se dispone de insulina en diversas formas y con varios tiempos de
acclidn. {Cuadro 3). En general se proporcicna una dosis
importante al diebetica para realizer el metabolismo de los
carbohidratos e impedir la hiperglucemia durante el dfa, pero
cada pacliente recibe un tratamiento Individual v se le indica el
ggga de insulina que debe recibir asi como la dosis de ésta. (56,

COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS.

En la disbetes crdnica 8 permanente se aprecia un conjunto
secundario de sintomas también llamados complicaciones de la
diabetes mellitus, generalmente se presentan a4 un plazo mds largo
Vv entre estas complicaciones se encuentras:

- Coma diabético.

La falta de secrecion de insulina por el pdncreas impide el
aprovechamiento normal de la glucosa para el metabolismo. En su
lugar, las grasas se metabolizan por los tejidos para lograr
energfa en lugar de glucosa, esto dltimo tiene a su vez como
consecuencia la formacidn excesiva de un grupe de dcidos
orgdnicos llawmados cuerpos cetodnicos; ello origina une forma de
acldosis: la cetdsis, que condleva a la disminucién del pi
sanguineo. (Fig. 2) Cuando el pH de la sangre cae por debajfo de
7.0, el sistema nervioso central se deprime tante por hipoxia que
produce un estado dec coma diabético, Estos efectes extremos
ocurren en casos de diabetes ne controlada y cuandoe se presentan
pueden causar la muerte en pocas horas, (55, 57)

- Trastornos neuroldgicos.

La neurcopatfa es la causa mds frecuente de incapacidad y la gue
mds empeora la calidad de vida del diabdtico. Se trata de une
compiicacion muy frecuente ya gue afecta indistintamente la mitad
de los casos de los dos tipos de diabetes. La Intensidad y
extensidn de 1a neurcpatfa es variable y no siempre estd en
relacidn con el grado de control del diabdtico. La neuropatfa se
manifiesta principalmente en nervios periférices (pares craneales
Yy médula espinal) causando una hipersensibilidad superficial y
profunda, ademds de deolor.

- Aumento considerable de la susceptibilidad & infecciones.

£1 diabétlco tiene gran propensidn @ mostrar ajteraciones de la
piel, principalmente infecciones.



CUADRO 3. TIPOS OE INSULIMA Y SUS TIEWPOS DE ACCION.

1120 BE ARRANQUE Pico DE DURACION DE
INSULING DE ACCION ACCION ACCION
(#RS) (HRS} (HRS)
CORTA DURACION
(RAPIDA)
Aprax
-REGULAR 0.5 -4 6-8
-SEMILENTA 1-2 3-8 1g-19
ACCION [NFERMEDIA
(LENTA)
-NPH 1-2 6-12 18-26
-LENTA 1-3 . 6-12 18-26
ACTIVIDAD PROLONGADA
(MUY LENTA)
-ULTRALENTA 4-6 18-24 28-36
~PROTAMINA ZINC 4~5 14-24 2636

[ e —— L

- 4
crroncinos [0 3p weq

CATIONES p--voeevmne-inanan ] 135 meq
TOTALES — 130 neq ~-+- Wlores
. normales,
Heo,
—— Vajores &n

) 17103 neq 1 diabetes.

L —
98 neq

coLESTEROL [~ T80 g
! ) 368 wg %

FIGURA 2. CAMBIOS DE LOS COMPONENTES SANGUINEOS EN LA DIABETES.



« Trastornos Cardiovasculares.

Las concentraciones de !{pidos y colesterol wutilizadas como

fuente de energfa son transportades por la sangre desde los

sitios de almacenaje de las células de diversos tefjidos y soan

depositados en las paredes de los vasos sangulneos, lo cual
ocasiona lesiones como; arterosclerosis, enfermedades coronarias,

insuficiencia cardiaca, hipertensién y diversos problemas

circulatorios que en algunos casos degeneran en gangrena.

- Trastoinos oculares.

Aunque son varios los drganos que resultan afectados por la
degeneraciodn de las paredes de los vasos sanguineos,
especialmente de los capilares finos y de sus wmembranas de
susten, los njos parecen ser de los mds susceptibles, de hecho la
diabetes mellitus es una de las causas principales de la ceguera
y cataratas. (12)

- Trastornos renales.

El rifién es un érgano particularmente susceptibie de presentar
dafic en los diabéticos, ya gque ademds de! producidoe propiamente
par la enfermedad los transternos renales se dan coma
consecuencia de otras complicaciones de la diabetes como son la
arterosclerosis, alta concentracién de cuerpes cetonicos y
especialmente en la compensacién de los cambios globales de
electrolitos en la sangre a consecuenacia de una acidosis
diabdtice grave.(12) (69)

- Trastornos sexuales.

Se han reportado niveles anormales de andrdigenos en pacientes con
diabetes tipe 1I: especialmente concentraciones plasméticas
disminuidas de testosterona, apesar de reportarse niveles
plasadticos normales de hormona luteinizante (LH) y ‘hormona
folicule estimulante (FSH). ( 51 ) En el vardn diabético se
observa también una pérdida del deseo sexual, dolor al eyacular y
en algunos casos impotencia., Ademds de una disminucién en la
produccién de esperwmatozoides y semen por parte de los testiculos
y gldndulas sexuales accesorias, lo que nos seflala que en el
estado diabético se presenta un cierto grado de atrofia en estas
estructuras. (58).



MORBIMORTALIDAD POR DIABETES.

De acuerdo a los datos publicados por el IMSS en 1991. En la
poblacién mexicana afiliada al IMSS durante los affos de 1988-1989
se encuentran cifras de morbilidad y mortalidad por diabetes,
tales como!

Mortalidad:

La mortalidad por diabetes representa un 122 de la mortalidad
general (Dando un total de 7242 defunciones en toda la Repiublica
Mexicana. ).

Un 80 £ de estas defunciones fueron debidas al tipe II de
diabetes mellitus. Las defunciones por diabetes ocurren en un
42 £ en hombres y en un 58 % en mujeres.

La wmortalidad por diabetes ha tenide un incremento en los
ultimos afios (Debe tomarse en cuenta que también la poblacidén ha
sufrido un gran Incremento)

La mortalidad por diabetes ocupa el 5to lugar en nifios de 15 -~
19 aflos de edad, mientras que ocupa un tercer lugar en personas
de 20 -24 afios.

En la wmayorfa de los estados de la Repdblica Mexicana Ia
mortalidad por diabetes ocupa el primer lugar, excepto en Chiapas
v Quintana Roo, donde gcupa el 2 y 3 lugar respectivamente,
superada esta causa de mortalidad por infecciones intestinales y
afecciones del recién nacido. (Debe tomarse en cuenta la
ubicacidn y condiciones econdmico-sociales de estos estados.)

E! mayor nédmero de defunciones por diabetes en 1la Repdblica
Mexicana se da principealmente en: Edo. de México, Nuevo Ledn,
Jalisco, D.F., Chihuahua, Tamaulipas, Guanajuato, Puebla,
Coahuila , B.C., Durango y Veracruz.

Esta alta wmortalidad se debe a condiciones que favorecen la
aparicidén de Ia diabetes, como son el tipo de alimentacidn, vida
sedentaria, factores ambientales, ete.

Se debe atacar y modificar estos factores con el fin de
disminuir esta mortalidad tan alta.

Morbilidad:

La morbjlidad por diabetes ocupa el 5 lugar en magnitud, (después
de enfermedades respiratorias, intestinales, hipertensidn y
dentales) con un 3.8% (1988) y 4.3% (1989) en porcentaje de la
poblacion que acude a consultas en clinicas familiares y de
especializacién,

La morbilidad obtenida por consultds en unidades familiares es
mayor en estados como B.C., Colima, Nuevo Ledn v D.F.

Debe destacarse la gran tendencia de la diabetes cuya atencidn
integral resulta prioritaria principalmente en medicina familiar
para evitar que por las complicaciones que se registren en los
enfermos diabdticos se tengan que canalizar a especialidades.

La morbilidad obtenida por consulta en servicios de
especialidades ocupe el primer Jugar en estados como: Coahulila,
Guanajuate, Jalisco, Edo. de México y Nuevo Ledn principalmente.
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DIABETES EXPERIMENTAL.

La diabetes experimental estd relacionada con aquellos agentes
quimicos que tienen un efecto téxice selectivo en las células B
de los Iislotes de lLangerhans! este efecto es seguido por un
estado diabdtico crdnico de duracidn no necesariamente
permanente. Estos agentes quimicos son conocides también como
substancias B citotdxicas ¢ B citotoxinas, con la implicacidn de
que su accidn es restringida a las células B de los islotes de
Langerhans, (9)

La ealoxana ( Fig 3 ) cuyo efecto para producir diabetes fué
descublerto por Dunn y colaboradores y cuvo usoc introdujo el
téraine de diabetes quimica 6 experimental. La aloxana, es
probablemente el agente diabetogénico mas ampllamente usado para
la induccidn de diabetes en la experimentacion. Este
descubrimiento fué el principio de una intensa investigacidén por
todo el mundo de la diabetes quimica, que suplementd las foramas
de diabetes experimental ya conocidas (pancrectomfa y diabetes
causada por alteraciones de la hormona de crecimiento.)

La diabetes causada por aloxana presenta los signos cldsicos de
la diabetes humana ( hiperglicemia, glucosuria, polidipsia.
poliuria, pérdida de peso corporal, polifagia, cetonuria y
acidosis) en conejo, rata, perro, hamster, gato, oveja, mono y
ratdn.

RUTA DE ADMINISTRACIGN.

La diabetes experimental se ha producido despuds de
administracidén de aloxana via tntravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, subcutanea, oral, enteral e intrapulmonar, (9,
31,34,39,59) .

FIGURA 3. ALOXANA, AGENTE DIABETOGENICO.
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Los trabajos repartados sobre este tema concluyen que la aloxana
pasa f4cilmente de los tejidos a la circulacidn, por lo que la
via de administracién esta influida por la dosis a aplicar, el
dafic que se desee causar y de la disponibilidad que se tenga con
el modeio experimental. En ratas, la diabetes puede ser
producida con una dosis desde 60 a 200 mg de aloxana por Kg. de
peso via intravenosa.

CAMBIOS HISTQLOGICOS EN LOS ISLOTES DE LANGERHANS PRODUCIDOS
POR LA ALOXANA.

Despuds de wuna dosis diabetogénica de aloxana se observa una
necrosis masiva de las células B ( Ver cuadro 4 ) de los Islotes
de Langerhans en la mayoria de los mamiferos.

A pesar de que la eloxana es selectivamente téxica para las
células B del pdncreas una dosis diabetogénica alta causa daflos
secundarios en el rifién, principalmente cambios hidrdpicos,
necrosis y descamacidn de las células tubulares. Las lesiones
renales no son peramanentes v si reversibles en la mayorfa de los
casos en los que se presentan.(9)

CAMBIOS DE GLUCOSA SANGUINEA, GLUCOGENO EN HIGADO Y NIVELES
DE INSULINA PROVOCADOS POR ALOXANA.

En animales, el nivel de glucosa sanguinea fluctua después de una
dosis diabetogénica de aloxana de una manera caracter{stica
usualmente trifdsica; ( Fig 4 )

Estas [fases que representan el desarrolio de la djiabetes con
aloxana son:

1) Una rdpida y marcada hiperglicemia de corta duracién ( de I a
4 horas )

Esta temprana hiperglicemia estd representada por lo menos por
dos efectos; une repentina disminucidn & Interrupcidn de la
liberacién de insulipa y por un efecto glucogenolitice en el
higado iniciado por la falta de glucosa bajo influencia adrenal.

2) Una hipoglicemia mds & menos severa de duracién de hasta 48
horas, que provoca algunas veces convulsiones y muerte, la
cual puede ser prevenida con tratamiento con glucosa.

Esta fase es producida por la insulina presente en las cdlulas B
que no es inactivada por la aloxana, de hecho se sugiere que esta
fase es la consecuencia de un derramamiento incontrolado de
insulina de las células B daffadas.



CUADRO 4, CAMBIOB HISTOLOQICOS EN LOS ISLOTES DE LANGERHANS
PRODUCIDOS POR UMA DOSIS DIABETOQENICA DE ALOKAMA.

Tienpo transourride
desputs de aplicada
1a dosis de aloxana

Cambios histologicos observados

3 minutes

Canbios ligaros pero definitivos
consistentes en la digwinuoicn del
contenido de les grinulos pancreaticos
( cilulas )

15 winutos

Reduccion marcada en el nimero de grinulos,
disminuoion de cflulas £ y un incresento
de espaclo pericapllar,

1 hora

Es svidente la picendsis nuclear ( forea de
neorosis que gonsiste en la reduccidn de
tanafic y atmento de densidad del nisles)
y hay diswinuoidn marcada del oitoplasma.

24 horas

Los signos degenerativos s# vuelven intensos
El nicleo sufre carealisis, el oitoplasma

s¢ desintegra, 1a menbrana oeluiar desaparece
¢ finalminte se observa en Ja masa de
desechos, fragpmantos de material nuclear,
Esto indioa la Gltima fase del prooeso
neordtice.
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3) Una hiperglucemina crénica de larga pero no necesariamente
de permanente duracion.

Esta fase es producida por la falta de insulina que no es
producida ya por las células B del pdncreas que han sido
necrosadas ( 7, 49 )

El glucagon del bhigado se agota durante la primera fase,
observandose las més bajas concentraciones en el nivel adximo de
hiperglucemia. Durante la fase hipoglicemica los niveles de -
glucdgeno en el higado se incrementan retornando al nivel que
tenfan antes de la dosis eplicada de aloxana. Durante e] estado
diabético crénico, los niveles de glucdgeno en higado permanecen
en niveles disminuidos a los normales.

Los niveles de Insulina plasmética diswminuyen radicalmente
durante la primera fase, posteriormente se incrementan a niveles
marcadamente arriba de los niveles normales siendo mds altos en
el tiempo de la hipoglicemia mds intensa. Después, en el estado
crénico de diabetes, los niveles de insulina plasmdtica
disminuyen a niveles por debajo de lo normal incluso inmedibles
en el transcurso de pocas semanas.

3504

ug de Glucosa

d

180

ih 34 4 da 2 dias 3 dfas

Tienpo

FIGURA 4. RESPUESTA TRIFASICA DEL NIVEL DE GLUCOSA SANGUINEO
A UNA DOSIS DIABETOGENICA DE ALOXANA.
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GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.
organos reproductores masculinos.

El sistema reproductor masculino estd asociado cen el sistema
urinario del cual deriva parcialamente. En general estd
constituido por los drganos sexuales priamarios, gldndulas
sexuales accesorias, una serie de ductes y los genitales
externos. La funcidn de cada componente se define a contipuacidn:?

A.- Organos sexuales primarios.- Estos estdn constituidos por
los testfculos y tienen como funcién la produccidn
de espermatozoides.

B.- Las gldndulas sexuales accesorias.- Las cuales producen
los fluldos que se combinan con los espermatozoides y que
sirven de medio de transporte durante la emisidén. (Fig 5)

C.- Una serie de ductaos.~ Constituidos por ¢l epididime vy el
conducto deferente a través de los cuales los fluidos y los
espermatozoides son trapnsportados hacia afuera.

D.=- Genitales Externos.~ Formados por las estructuras genitales
externas como son, el pene y el escroto.

Los mam{feros se caracterizan por un alto grado de desarrollo de
las glandulas sexuales accesorias y éstas seguin su ubicacién se
clasifican en:

1.- Aquéllas que se derivan de la parte baja del ducte deferente
y por lo tanto de origenm medio. (Vesicula Seminal, Gléndulas
Coagulantes, Gldndulas Ampulares, en el caso de la rata.)

2.- Las gldndulas que se derivan de la parte interior del seno
urogenital. (Préstata)

3.~ Gldndulas que derivan de la porcién membranosa de la uretra.
(Glandulas Bulbouretrales.)

4.- Aquellas gléndulas derivadas fuera de la regidn prepucial o
inginal (Gldndulas Prepuciales.)



1.~ UESICULA SEMIMAL

2.+ QLANDULAS COAGULANTES
3.- PROSTATA

4.~ GLANDULAS AMPULARIS

3. QLANDULAS PREFUCIALES
6.~ GLANDULAS BULBOURITPALES

7.~ TISTICULO
9. COWDUCTO BEFERRNTE
3.~ UTGI0A

18.- URFTERO

1.~ RINK

12,- URETRA

13.- PONE

14~ RECIO

FIGURA 5, "~ APARATO REPRODUCTOR DE LA RATA.
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Los  productos de estds gldndulas se combinan con los
espermatozoides en le uretra para formar el semen. Hay mucha
variacidn entre especies con respecto a la presencia y grado de
desarrollo de varias gldndulas ademds de las propiedades quimicas
de su secrecidn.(Cuadro 5 y Tabla 1)

En el hombre existen como gldndulas sexuales accesorias la
vesfcula seminal, la prostata y las gldndulas bulbouretrales,
mientras que en la rata se presentan 6 .gléndulas como se puede
apreciar en la Fig 5. (13)

Vesfcula Seminal.

Las vesfculas seminales surgen como evaginaciones del ducte
deferente, cada une consiste de un elongado siample ¢ ‘tubule
reamificado cl! cual es disteadido con el fluldo que contiene. FE!
tubulo puede unirse coa el ducto deferente para formar el ducto
eyvaculatorio o éste puede abrirse independientemente dentro de la
uretra.

La secrecién de la vesfculs seminal varfa de viscesa a
gelatinosa, usualmente es de color claro é ligeramente
amarillento. Este fluido sirve como un medio para transporte de
espermatozoides. En combinacidn con la secrecién de Ia prdéstata
anterfor 8 en algunas especies con [la secrecidn de l&s gléndulas
bulbouretrales, éste frluido combinado se coagula, en algunas
especies las formas de coagulacidén en la copulacién preveen la
pérdida de semen.

El codgulo subsecuentewmente se rampe y el esperma es liberads en
la vagine en un baflo de teaperatura uniforme, El codgulo
copulatoric es necesarlo para fertilizacidén en algunas especies,
particularmente en los roedores.

Préstata.

Esta presente en todos los mamiferos y estd presente como: A) Una
masa de tejido, la cual puede estar lobulada a grados varjantes y
se localiza en la unién del ducto defente y uretral. B) Puede
estar diseminada, extendiendose por toda la uretra, encapsulada
en el interior del mdsculo uretral y C) Puade formar una masa
sinmple dividida por septas para formar 2 6 3 lébulos distintos,
para nombrar los distintos ldbulos se utiliza un tipo especial de
nomenciatura:

Hombre Otras especies
Prdstata anterior Ventral Cranial
Préstata media Media Media

Préstata posterior Dorsal Caudal



CUADRO §.

ACTIVIDAD SEICRETORA DE LAS QLANDULAS SKXUALYS ACCESORIAS.
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PORCINTAJE DX APORTE

GLANDULA PROPIEDAD DK SECRECION. Al LIQUIDO SEMINAL.
Fluido blanco amarillento i blante axuloso, de
CESICULA adpeoto 1nlftinolo que conﬁlinu hw.?ton.
o prote{nas, anids efteloo y soido asoérbico,
adsnds de contener pequenas cantidades de
prostaglandinas.
85 - 98 «
Liquido incolore que contiene fibrinolisina,
fibrinogenesa, diastasa, anhidrasa carbinica
ROSTAT .
4 h anilasa, fruotosa, icido oftrios, aminodoidos
libres y zina.
QLANDULAS Su :oa:«ulnn [H] ia nisua de :: m{::;:‘do 1a
CORGULANTES oual Torma parte, pero gontiene &n wa
enzina llamada vesiculasa y una llasada
transglutaninasa.
LAHDULAS Liguido amaritiente que oontiene ergottaneina, 19 - 15 Z
AMPULARES fructosa, doido sialico y fésforo.
GLANDULA Fluido visooso que contiene sialoyroteina
BYLBOURFTRAL
AN Contiene ?-dehidrocol
PREFUCIAL ontiene 0 colesterol

3
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TARLA 1. COMPARACION ANATOMICA DE LAS QLANDULAS REPRODUCTORAS.
MEDIDAS N ma DX LA§ DISTINTAS ESTRUCTURAS.
ESRCIES TISTICULO | VESICULA FROSIATA QLANDULA GLAMLA GLANDUEA
SENIMAL ARPULAR SULBOURETRAL PREFUCIAL
HOMBAR e X Sd X 38 S8 X 38 A 8X8 A
PERRO 48 X 30 A 23 X 16 HFY A A
0TS X # LR A 4% A
HANSTIR My 1L X6 8 Xé 33 453 Ind
PATOH 6 x4 13 %4 4%4 2%1 ax2 [ ]
RaTA
LR R LT 13 %18 1%4 X3 16 x4

# - Indiox qus dicha glindula esta ausente.
NPN - Indica que dioha glindula existe pero no fus wedida.
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En algunas especies el loébulo anterior de la préstata toma forma
alargada y se localiza estrechamente unida a la curva interior de
la vesfcula seminal conociéndose entonces como glandulas
coagulantes.

la secrecidén de estas gldndulas sirve como un medio de transporte
para espermatozoides. FEsta secrecidon estimula la movilidad en el
espermatozoide y tambidn provee de nutrimentos.

En el lébulo anterior de la préstata,(Gldndulas coagulantes) la
secrecidn es rica en fructosa y 4dcido citrico mientras que en el
18bulo medio y posterior la secrecidn es rica fructosa y poco
dcido citrico.

La produccién de la secrecién prostdtica es principalmente
controlads por el nivel de testosterona y secundarismente por
estimulacidn nerviosa. La produccién puede ser relativamente
constante 6 puede ser periddica con altos picos de produccidn.

La fraccidon coagulante de 1la prostate anterior, gldndulas
coagulantes, es conocidea como vesiculasa. La coagulacidn del
fluide de la vesfcula seminal es una doble accidn, en la cual la
procoagulasa de la vesfcula seminal se cowmbfne con la vesiculasa
para former la enzima coagulasa, la cual se combina con una
fraccién de protefna de la secrecidn de 1la vesfcula seminal
coagulindgena para formar la protefna coagulada.

Gldndulas Ampulares.

Las gldndulas ampulares son estructuras altamente variables,
surgen desde el ducto deferente cerca de su unidén con la wuretre.
Las gldndulas consisten de l1dbulos los cuales estdn encerrados
por una cdpsula de tejido conective v mdsculo liso.

Aunque un poco de esperma puede ser encontradeo en los 1dbulos
donde éstas gldndulas estdn abiertas a los ductos deferentes, no
hay 1indicacién de que las gldndulas ampulares sean un almacén
para espermatozoides.

Gldndulas Bulbouretrales.

También llamadas glindulas de Cowper, son un par de gldndulas
dorsales al bulibo del pene y estdn parcial ¢ completamente
introducidas en e! mdsculo bulbo cavernoso, se encuentran
rodeadas por una cdpsula de tejido conectivo y musculo estriado.

La secrecion bulbouretral es un material iechoso blanco, como
material mucoso, no €s una mucosa real porque no precipita cuando
se le trata con dcido acético. Se pensd que serfa un lubricante
simplemente, sin embargo dicha secrecidn ha mostrado contener una
glucoproteina la cuel! pasa ‘por una reaccidén idnica no enzimdtica
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con una fraccién de protefna de las vesfculas seminales para
producir un codgulo.

E!l sustratec sobre el cual la secrecién bulbouretral actua es
diferente del que actua sobre la enzima vesiculasa de |la
gldndulas coagulantes. Aun mds la secrecidén bulbouretral
reacciona a un pH dptimo de 5.9, en contraste a un pH de 7.4
para [a enzima de la gldndula coagulante. La reaccidn de
coagulacidn es responsable de la formacién del codgulo vaginal en
roedores.,

Gldndulas prepuciales.

También llamadas gldndulas de Tyson, son pequefllas gldndulas
ramificadas y tulboalveolares. En roedores un par de éstas
gldndulas estdn ubicadas a ambos lados de la parte distel del
pene y ablertas a la cavidad prepucial cerca de su orificio.

En la rata, éstas gldndulas se componen de 2 tipos de cdlulas:

a) Las células escamosas, las cuales forman parte de una pared
simple la cual se estrechan para formar el ducto epitelial.

) Las células acinares, ias cuales acumulapn sustancias grasas
en su citoplasma fusionéndose juntas. En adicién a la
substancia grasa, grdnuleos de proteinas son producides y
!iberados al ducto excretor.

El1 principal contenido de éstas gldndulas es el 7=
deshidrocolesterol. (13)

FACTORES FISIOLOGICOS Y AMBIENTALES QUE INFLUYEN EN LAS
ESTRUCTURAS DE LAS GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.

Actividad Sexual:
Algunos animales se caracterizan por ser:

~ Sexualmente activos todo el afio.
~ Sexualmente activos varlos meses del afio.
- Sexualmente activos perfodos breves,

Los érganos reproductivos que solo estdn activos parte del aflo
sufren atrofia durante el tiempo restante, los testfculos,
gldndulas sexuvales accesorias y ductes regresan entonces a una
condicidon Juvenil, dismimuyendo su pesoc comparado al peso que
tenf{an cuande estaban activos, Histoldgicamente los drganoes
atrofiados muestran md4s tejfide conectivo gque los érganos
Juveniles.



24

Cantidad de testosterona.

La testosterona coatrola el desarrollo y funcién de las gldndulas
sexuales accesorias y tubulos via vaso deferente. Es comunmente
aceptado que la funcién endécrine es correlacionada con la masa
enddcrina, el tamafio del testfculo y la funcidn deberfa ser uds
cercanamente correlacionada con el tamaffo y funcidn de las
estructuras sexuales accesorias.

La cantidad de testosterona es regulada por accién hormonal como
se muestra en la Flgura 6.(17, 23, 30 )

Efectos del clima.

La produccién de la hormona folfculo estimulante ( FSH ) y de la
hormona luteinizante ( LH ) u hormona estimulante de células
intersticiales ( ICSH ) ademds del perfodo de actividad sexual
estdn regulados por un gran ndmero de factores como son’

- La duracion del dfa
- Temporadas de lluvia
- Presencia de comida

- Niveles de vitaminas

Cuando auamenta la duracioén del dfa se estimula indirectamente la
adenohipdfisis y propicia la iniciacién de la temporada de
crianza en roedores.

La estimulacidn de actividades reproductivas por el inicio de lea
temporade de 1luvia aparentemente estd relacionada con la
renovacidn y crecimiento de la vegetacidn y accesibilidad de
comida y nutrientes.

Efectos del desequilibrio fisioldgico.

Una relacidn inversa entre el tamafio de las estructuras sexuales
v la densidad poblacional han sido reportadas en cfertas clases
de roedores. Los testfculos, vesfculas seminales y gldndulas
prepuciales decrecen en tamaiflo cuando la poblacién aumenta,.

Los cambios en la talla de los érganocs reproductores fueron
atribuidos a la supresién de la funcién gonadotrépica, aumentando
la funcidn adrenocorticotropica de le pituitaria anterior y
resultando una declinacién en is salida de andrégenos y actividad
testicular.
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Otros.

La caestracién se sabe que causa atrofia en las estructuras
sexuales secundarias, especialemente en la préstata, Esta atrofia
es reflejada por un envolvimiento del epitelio y pérdida de las
secreciones de las gldndulas y tdbulos.

La actividad secretora de las gldndulas sexuales accesorias en el
caso de ratas tratadas con estreptozotecina para causar diabetes
inducida disminuye y se observa atrofia en éstas e infertilidad,
ademds de una disminucidn de testostercna.

£1 tratamiento con testosterona restaura las glédndulas a un
estado activo v funcional de sintesis de protefnas y sus
respectivas secreciones normales. (30,45,46,47,54)

POLIAMINAS EN LAS GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.

Come indice su nombre, la espermina y esperaidina fueron
primeramente determinados en fluldos seminales. El semen normal
humano contliene espermidina en concentraciones del orden de 5 a
15 umoles /ml.(23)

La presencie de poliaminas en el aparato reproductor masculinoe ha
side discutide en numerosos trabajos al ser relacionada su
presencia con procesos de capacitacidn y fertilizacidn.

La espermina seminal es presumiblemente originade come secrecién
de la préstata y se encuentra principalmente en el plasma seminal
Y no en el espermatozoide. La espermina probablemente se
encuentra en el semen fresco como una base libre, la cual es
convertida a fosfato insoluble sdlo cuando Se acumula suficiente
fosfato inorgdnico. Esto ocurre durante la hidrélisis enzimdtica
de fosforilcclina.

La secrecién de la préstata del hombre sexualmente maduro es
prdcticamente la dnica fuente de concentraciones altas de
espermine en el plasma seminal humano mientras que los niveles de
putrescina y espermidina en dste son respectivamente sélo el 7 y
el 4 § de las cantidades de espermina; es decir casi aulas. (24)

Williams =— Asman y colaboradores; estudiaron la distribucién de
poliaminas en los drganos sexuales accesorios en rata macho
adulta v encontraron gque las secreciones de los lobulos

dorsolateral y ventral de la prdostata contienen cantidades
aproxinadamente equivalentes de espermidina y espermina a
concentraciones de varios milimoles, pero muy poca ¢ ninguna
putrescina. Por contraste, las secreciones de Ia prdstata
anterior (gldndulas coagulantes) y la vesicula seminal contienen
muy poca espermidina y espermina (25)
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CUADRO 6. POLIAMINAS EN GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.

Fuente Poliaminas { v wol / g. PH. )
Espernidina Espernina
“°1 BRata

Vesicula Sswinal 0.8 0.5
Glindulas Coagulantes 8.5 8.3
Prostata

Darsolateral 2.8 3.1

Yentral 5.2 3.4
Humano

Flufdo seninal ) 1.2 (23}

£El interds en las poliamninas del semen humano estd basado en 3
puntos importantes:

&) Preparacidén de derivados cristalines c¢omo picrate de
espermina como prueba para semen en la medicina Fforense.

Este uso es limitado desde que se han desarrollado pruebas mds
sensibles para lograr el mismo objetivo.

b) La oxidacidén de espermina pare producir el producto
responsable del oclor peculiar del semen.

Bl olor peculiar del semen es probablemente debido a actividad
enzimdtica en el plasms seminal, Zeller y colaboradores;
reportaron gque el plasma seminal contiene diamino oxidasa, que
oxida la espermina. La actividad de la espermina oxidasa en el
semen humano es mds alta que en el suero sangufneo, ésta enzima
consume la mayor parte de! oxfgeno del flufdo seminal y estd
actividad es responsable de la formacidn del producto oloroso.

¢) Funciones reproductivas de [a espermina con especial
referencia a la movilidad del espermatozoide.

Williams~Ashman y colaboradores; han aclarado el papei de las
poliaminas en la fisiolog{a reproductive con especial énfasis en
la accidn ihormonal. Estudiaron le biosfntesis y oxidacidon de
poliaminas en la prdstata ventral de rate. (Fig 7).

La bien establecida estabilizacidn de wmembranas biclégicas y
varios polinucleotidos debida a poliaminas conduce a la pregunta
de si la espermina seminal beneficie a las cdlulas espermdticas ¢
ne. (23,24)
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El hecho de que la concentracidn de espermine en el semen humano
see wmucho mds alta que en ningun otro tejide v fluilde corporal
pernite varias especulaciones en su papel fisiolédgico.

Fuéd encontrado que la espermina no afecta ta movilidad
espermdtica en humano y bovina "in vitro". Otros reportes indican
que Ia espermina no tiene efecteo benefico & nocivo en la
movilidad y metabolismo de espermatozoides de mamiferos cuando se
adiciona "in vitro“. Por otra parte algunes Iinvestigadores
reportaron que la espermidina activa la movilidad espermdtica en
espermatozoide humano y de conejo. También se ha obtenido
evidencia de que la espermina mejora la actividad de la maltasa
seminal, la cual Incrementa la utilizacidn de glucosa por el
espermatozoide y al mismo tiempo reduciendo !a utilizacidn de
fructosa, ademds se ha propuesto que la espermina sea un agente
antibacteriane aunque la evidencia a favor de este no sea
concluyente. Finalmente se cree que la espermina puede jugar un
papel muy inportante en la coagulacién del semen. ( 24,26,27)
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ARGINASA
Generalidades.

La arginasa (E.C. 3.5,3.1 L-arginina amidinochidrolasa), cuye
existencia fué sospechada por Richet en 1894, fué descubierta por
Kossel y Dakin., (11)

La arginasa cataliza la reaccion de hidrélisis de L-arginina a L=
ornitina y urea (Fig 8 ). Bn los mami{feros la arginasa existe en
la fracccidn soluble del citoplasma ademds de en las diversas
estructuras celulares como son: mitocondrias, lisosomas, aparato
de Golgi ademds de existir grandes posibilidades de que se
encuentre también en el ndcleo de la célula.

El peso molecular de la arginasa es de 138,000, es estabilizada
por diversos Iones metdlicos, principalaente manganeso cobalto y
niquel, eéstos metales se comportan como agentes cordinadores
entre la enzima y el substrato; por el contrario su accidén es
Inhibida por el =zinc, al igual gque por ciertos amincdcidos
bdsices come Son! lisina, ormitina y serina. El pH Jdptimo de
accién estd situvado entre 9.8 y 10 en presencia de manganeso.
11 .

La fuente mds abundante de arginasa estd4 representada por el
higado de animales ureotélicos, ( aquellos donde la urea
constituye el dltimo y principal producte del catabolismo
protefco) donde es un miembro del sistema enzimdtico del ciclo de
la urea.

La actividad de esta enzima es influenciada por la ingesta de

alimento, factores ambientales, factores hormonales y procesos de
envejecimiento. ( 62 ), (41).

L - arginina + n,o ———————— L - omnitina + Urea

1, "
e b

1 ARGIHASA I "

éul t o ———— | t Jéﬂl

& — Hy 0

Lq: £ )m! m‘!

b o0k

oo

FIGURA 8. REACCION CATALIZADA POR LA ARGINASA
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CICLO DE LA UREA.

Los aminodcidos procedentes de la hidrdlisis de las protefnas de
la dieta son absorbidos por la mucosa del intestino delgado y de
alll son transportados por el sistema porta al higado, donde son
distribufdos e diferentes tejidos para participar en sintesis de
distintas protefnas, hormonas etc, y otros estdn destinados a
satisfacer las necesidades energéticas del organismo. (11)

El nitrégeno aminica resultade de la utilizaciden de aminodcidos
es excretado en la mayorf{a de los mamiferos terrestres en forma
de urea.

La formacién de urea tiene lugar en el hfgado de los organismos
ureotélicos y es catabolizada por un mecanismo cfclico denominado
ciclo de la urea, (Fig 9 ) investigado y postulado por H.A.
Krebs y K. Henseleit, (53)

La formacién de wurea consiste principalmente en 5 pasos
enzimdticamente regulados:

1) La conversién de bicarbonato y amonio (5l cual proviene
de la desaminacidn del glutamato) en fosfato de carbamilo,
esta reaccidn es catalizada por la carbamil-fosfato
sintetasa presente en la matriz mitecondrial.

Carbamil fosfata sintasa
Amonio + Bicarbonato + 2 ATP >
++
Mg

Fosfato de carbamilo + 2 ADP + Pi

Se necesitan 2 moléculas de ATP para formar cada molécula da
fosfato de carbamilo, liberando 2 moléculas de ADP y 2 Pi.

2) La formacién de citrulina a partir del fosfato de carbamile

de la L-ornitine, esta formacidn de citrulina es

cataiizada por la ornitin carbamil transferasa de la matriz
mitrocondial.

Ornitin carbamil transferasa

Fosfato de carbamilo + Ormitina

Citruiina + Pi
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Posteriormente Ia citrulina . formada abandena la aatriz
mitocondrial hacia el citoplasma.

3) La conversidn de citrulina y aspartato en argininesucclmato
catalizado por 1la argininosuccinato sintetasa (enzima
citoplasmdtica)

Argininosuccinato sintetasa
Citrulina + Aspartato + ATP >
+
Mg

Argininosuccinatae + AMP + PP}

El segundo grupo amino necesario para la sintesis de uree Illega
en forma de aspartato, que lo adquirio 2 su vez del glutamato por
accidn de la aspartato transaminasa en el citoplasnma.

En esta reaccién es npecesaria la presencia del ATP y el
plrofosfato formado en esta reaceitn queda hidrolizado a fosfato
Inorgdnico.

4) Hidrélisis de argininosuccinato para formar L-arginina y
fumarato catalizado por argininosuccinato liase en el
citoplasma.

Argininaesuccinato liasa
Argininosuccinato > L-arginina +

Fumarato

La L-arginina formada en esta reaccidén se transforma en el
precursor inmediato de la urea, wmientras que el fumarato retorna
al conjunto de intermediarios del] ciclo de Ios dcidos
tricarboxf{licos.

5) Degradacién de arginasa para formar urea y ornitina. Esta
reaccién es catalizada por la arginasa en el citoplasma.

Arginasa

L-arginina + Hlo > Urea + Ornitina
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De esta manera ia ornitina, producto final de este ciclo que a su
vez queda nuevamente disponible para renovarle indefinidamente y
facilitar la eliminacién de urea, ademds de ser el precursor de
la biosfntesis de poliaminas.

La ecuacién global del ciclo de la urea es:

2Nl)’5 + COr + 3 ATP + 3 Hy0 =————————> Urea + 2 ADP + ANP +

4 Pi

La formacidn de une moldcula de urea necesita la hidrélisis de
cuatro grupos fosfato de elevada energifa aportades por el ATP.

ARGINASA EXTRAHEPATICA.

Se Bha reportado que la actividad de arginasa es encontrada en
algunos otros dérganos { Cuadro 7 ) como cerebro, rifién, pulmdn,
prdostata, intestino delgado y otros. (19,20,28,44,52,54,55,). EI
papel! flsioldgico de la arginasa extrahepAdtica no es clare en
general pero el ciclo de la urea puede operar en algunos
drganos como rifidn e intestino delgado (30) ademds de que la
hidrolisis de la L-arginina a L-ornitine y urea se considera como
el paso inicial en la biosintesis de poliaminas en tejidos
excentos del ciclo de la urea y muestran una apreciable actividad
de arginasa (18) (Figura 10). Fsta v{a, en s{ es muy importante ya
que estos compuestes policationicos estdn relacionados con
procesos de crecimiente y diferencilacidn celular. (29)

CUADRO 7. ACTIVIDAD DE ARGINASA EN DISTINTOS ORGANOS.

Tejido de rata. Arginasa (1 / g. de tejido)
Higade 2545 L1713
Intestine Delgado 1y Y o
Epididimg 125 o
Pancreas 183 M 9
Rifion 56,5 ! 7
Pulnon 5.4 ! 1.9
Cerebro 25 ! 8.5
Corazcn 8.6 ! .83

42y
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BIOSINTESIS DI POLIAMINAS

UREA
2ATP + CO, ¢ My ¢ H O

H,0 Q ORHITING 200P 4 P,
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FIGURA 9. CICLO DE LA UREA
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BIOSINTESIS DE POLIAMINAS.

Las polieminas putrescina, espermidine y espermina son compuestos
que se producen de manera natural en todos los tejidos. A peser
de que la funcidén fisiolégica de estas amipnas no ha sido
totalmente entendide a nivel molecular, estudios recientes han
mostrado que sus concentraciones son finamente reguladas y que el
crecimiento celular normal, la multiplicacién y 1a diferenciacién
requleren de poliaminas.

Estas moléculas a cemejanza de los 4cidos nucleicos, aminodcidos
¥ protelnas se encuentran ampliamente distribuidas en los
sistemas vivientes, lo que quizd constituye un indicativo de que
su presencia es esencial pare la realizacidén de los procesos
bdsicos de la funcidn celular. (48), (50), (60)

La Vbiosintesis de las poliaminas (Figura 10) es iniciada con la
grnitina, (Formeda por la accidn de la arginasa) la cual es
convertida a putrescina por la accidn de la ornitine
descarboxilasa ¢0DC).

La putrescina es convertida a espermidina por la accidn de una
aminopropiltransferasa [ilamada espermidina sintasa. Una segunda
aminopropiltransferasa conocida como espermina sintasa, agrega
un grupo propilemina a la espermidina formando la espermina.
(48), (50).

ACTIVIDAD DE ARGINASA EN DISTINTGS ORGANOS.

La actividad de arginasa ha sido estudiada en diversos fluldos y
tejidos corporales en diversos estados de desarrollo,
reproduccidn y estados patolégicos.

Durante el final de la prefiez y el perfodo de lactancia se
observa un aumento en la actividad de la arginasa en gléandula
mamaria comperade sélo con la actividad de arginasa en higado,
esto ha sugerido que la arginasa esta involucrada en la formacidn
de prolina en coenjunto coo la biosfntesis de espermidina a través
de putrescina para increaentar la slntesis de protefnas y
principalmente la protefna de la leche. Esto es comprobado con el
registro de que no hay aumento en el nivel de urea circulante en
ese perilodo. (55), (€19), (46). :

La elevacidn de actividad de arginasa ha sido observada también
en otros tejldos extrahepdticos como en prdstata estimulada por
tratamiento con andrégenos (30), en espermatozoide en paclientes
diabéticos con tratamiento de insulina (14), hiperplasias y
carcinomas prostdticos ( 20,52) y en tejido tiroideo, (28) donde
se coamprobd que la arginasa en tiroides de rata provee ornitina
suficiente como sustrato para la sintesis de putrescina. En este
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caso el ciclo de la urea es inoperante, ya que no se encontraron
actividades de otras enzimas implicadas en el ciclo de l& urea.

Se han observado también cambios marcados de aumento de actividad
de arginasa en sueroc en:! enfermedades cardiopulmonares (44),
accidentes vasculares del encéfelo (45 ), enfermedades hepdticas
(43), y cuadros en los que los signos de necrosis son
predominantes (como en el caso de la pancreatitis) (11), (42)

ARGINASA CONC INDICADOR CLINICO.

La mayoria de las protefnas fabricadas por el organismo son
enzimas y su produccidn debe realizarse de forma equilibrada gque
permita su correcta integracién a Jlas funciones biloquimicas;
pero, ademds la contribuclén enzimdtica de un organismo jamds es
estdtica, sino que estd sujeta a todo tipo de modificaciones,
tanto cualitativas como cuvantitiativas a través de! tiempo. La
diferenciacién morfoldgica que ocurre durante el desarrollo 6 en
aguna enfermedad se acompafia de una diferenciacidn del esquema
enzimdtico, lo cual determina que en el organismo cada d4rea
tisular posea una distribucidn caracteristica y distintiva de las
enzimas., (11)

Se ha [llamado a la arginasa "enzima indicador” por la fé4cil
salida y consiguiente elevacidn en el suero sincrdnicamente a la
descompensacidn causada por algen daflo tisular 6 su disminucidn
en tejldo causada por algun cambio metabélico, dare ¢ factor
ambiental u hormomal. (44)

Lxiste la ventaja de que la determinacion de actividad de
arginasa no tiene una técnica muy complicada ni costoesa. Io gque
permite su fdcil aplicacidn.
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INSULINA-

Generalidades.

La insulina es una protefna que estd canstitulda por 51
aminodcidos, estd compuesta por dos cadenas de aminodcidos que se
conectan entre s{ por enlaces disulfuros. Su peso molecular es de
5808 en el caso de la especie humana (56) y 5700 en el caso de la
insulina bovina { Figura 11). .

La insulfina fué aisleda por Bantingy Best en 1921 y su
estructura qufmice quedd totalmente aclarada gracjas & los
trabafos de F. Sanger.

Esta hormona polipeptidica e¢s producida por las células B de los
islotes de Langerhans del pdncress, éstas cédlulas constituyen mds
del 70 2 de la poblacién celular de los islotes y segregan la
hormona directamente a [a circulacién sangufnea. (56)

SINTESIS DE INSULINA.

La sfntesis de la Insulina ( Fig 12 ) se inicia en el nicleo de
Ia ceélula B, donde el gen que codifica la molécula precursora, la

preproinsulina, se transcribe en dcido ribonucleico (RNA). El
RNA nmensajerc se transporta al citoplasma; en donde da las
instrucciones a los ribosomas anclados en el retfcula

endopldsmice rugose (RER) para gque ensamblen aminodcidos y
formen la preproinsulina.

La presecuencia se corta probablemente cuendo ia preproinsulina
entra en el RER, quedando la proinsulina, se compone esta utltima
de la secuencia de aminodcidos que formard la insulina unida por
el péptido C.

La proinsulina unida porbablemente a los receptores y las
proteasas se transportan en pequeflas vesiculas hasta el polo cis
del aparato de Golgi. Se desplaza hasta e] final de la primera
cisterna o6 saco de Golgi, en este lugar, se forman por
evanginacién, vesfculas que van hasta la siguiente cisterna y se
fusionan con ella. Estas vesiculas peseen una membrana con un
recubrimiento distinto,

Cuando se alcanza el punto mds alejada del aparato de Golgi o6
trans, las vesiculas recubiertas de clatrina dan iugar a los
grdnules de secrecidn revestidos, En 4stos grdnulos, las
proteasas comienzan a separar el péptide C de Ila molécula de
prolnsulina para producir iansulina.

Este procese va acompaflade de la pérdida del revestimiento de
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ISULING WM
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FIGURA LL. ESTRUCTURA DE LA IMSULIMA HUMANA E INSULINA BOVIMA.
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clatrina; el resultado es le formacidn de los grdnules desnudos
que contienen mayoritarfamente insulina, que se libera a (travéds
de la membrana celular hacia el torrente sangufneo (8).

RECEPTORES DE INSULINA.

La idea de que la insulina se liga a receptores espec{ficos
situados en el interior & sobre sus celulas blanco, fué propuesto
ya hace tiempo pero en los afios 60 los experimentos realizados
por P. Cuatrecasas proporcionaren nuevos datos en favor de que la
unién de la insulina marcada tiene lugar sobre la superficie
exterior de la célula ademds de comprobarse que la insulina se
une con gran afinidad a receptores especificos de las células
musculares y adiposas, con dependencia del tiempo y de la
temperatura.

Cuatrecasas y colaboradores consiguieron extraer la prote!na
insulino-receptora de las células adipesas medlante detergentes
no 1idnicos y 1la purificaron por cromatografia de afinidad
utilizando perlitas de insulina - agarosa consigulende extraer la
protelna insulino - rcceptora que posee un peso molecular de
300 000 y tiene alta afinidad por la insulina (57).

EFECTO DE LA INSULINA EN EL METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS.

Posterior a una ingesta de alimento el nivel de glucosa sangufnea
que aumenta, propicia una secrecidn rdpids de Insulina que, a su
ver, determina la captacidn rdpida, almacensmianto y uso de la
glucosa casi por todos los tejidos del organismo (56).

En e! cuadro 8, se resumen los efectos de la insulinae sobre el
metabolismo de carbohidratos.

EFECTO DE LA INSULINA EN EL METABOLISMO DE LAS GRASAS.

La insulina tambidn afecte el metabolismo de las grasas y en
especial la falta de insulina a large plazo tiene repercusiones
en el desarrollo de algunas de las complicaciones en la diabetes
mellitus como son: el desarrollo de la arterosclerosis que a
su vez origina transtornos cardiovasculares.

En el cuadro 9, se resumen los efectos de la insulina y la
falta de dsta en el metabolismo de las grasas.



CUADRO 8. IFECTO DE 1A INSULINA SOBRE EL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS.

LA PRESENCIA DE INSULINA YIEME LOS SIOUIENIES EFICIOS:

1.~ Fromueve 1a captacidn, depdsito y uso de glucdgeno en higado pori

#) Inhibicién de 1a fosforilasa.

B) Incremento en ta astividad de la glucocinasa.

C) Increxento en 13 actividad de la fosfofructocinasa.
D) Aumento de la aotividad de la glucogeno sintetasa.

2.~ Fromueve la conversion de glucosa hepitica en soidos grasos que
son depositados como grasa en tejido adiposo.

3.~ Inhibe la glucogendlisis
4,- Promaeve el wetaboliswo de giucosa en misculo,
S.- Propioia ¢l deposito de gluccgeno en misculo,

6.~ Facilita el transporte de gluvosa al interior de las células,
EN AUSINCIA DE INSULIKA 1

1.~ S¢ anulan los efeotos para e} depisito de glucogeno,

A) Disuinuye la sintesis de glucogeno,
B) Se activa nuevamente la Fosforilasa.
C) Se aotiva la fasfatasa glucasa.
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CUADRO 9. EFECTO DE LA INSULIMA SOBRE EL WETABOLISNO DE GRASAS.
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LA PRESENCIA DE INSULINA PROMIRVE:

1.~ §intesis y deposito de grasas

A) Aumenta 1a utilizacidn de glucosa y se perwite el deposito de grasas.
B) fumenta 1a sintesis de Avidos grasos.

2. Inhibe 1a acoidn de 1a !ipasa horwonasensible. en las c#lulas adiposss.

3.- Promusve la sintesis de trigliceridos en adipositos,

LA AUSEMCIA DE INSULINA PROVOCA:

1.~ Lipolisis del deposito de grasas y Jiberaoidn de avidos grases,
2.~ Activacidon de la lipaca horwanaseasible en las células adiposas.
3.- Awento en los almacenss de grasa en el higads.

4.- fwsento de los [ipidos en plarma ( fosfoliptdos y colesterel).
5.- Awmento de la produscidn de susrpos cetoniocos.

6.~ Disninuoidn de la captaoioh de glucosa con preferencia a la
utilizacion de doidos grasos come fuente de energia.

CUADRO 20. IFECTO DE LA INSULING SOBRE EL METABOLISHO DE LAS PROTEINAS.

LA PRESENCIA DE INSULINA PROMUIVE:

1.- S{ntesis y almacenumiento de protefnas.

A) Transporte activo de aminoacides al interlor de la célula.
B) Aumenta la traducoidn del RMA sensajero en los ribosomas.
C) Inhibe ¢l catadolisma de las proteinas.

IN AUSENCIA DE IWSULIMA ¢

1.~ Se datiene el almacenaniento de proteinas.
2.- Aumenta 2] oataboliswo de las protefnas.

A) Aumenta la formacion de urea,

3.- Aumenta e} transporte de amincacidos al plasma,
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BFECTQ DE LA INSULINA EN ElL METABOLISMO DE LAS PROTEINAS
Y FL CRECIMIENTO.

Cuando se disponen de cantidades excesivas de nutrientes en la
sangre circulante, ne sdlo se alwmacenan carbohidratos y grasas en
les tejidos, sino también protefnas, para que ocurra esto es
necesaria la presencia de insulina. EIl mecanismo mediante el
cual se promueve este almacenamiento no es muy clare, pero se
sabe que la insulina fomenta la formacidn de protefnas y también
que impide su degradacion.

Los efectos de la insulina sobre el metabolismo de protefnas se
resumen en el cuadro 10.

CONTROL DE LA SECRECION DE INSULINA,

Existen varios factores que regulan la produccidn de insulina;
entre ellos se encuentran:

1.~ Concentracidén de glucosa sangufresa. ( Figura 13 )

Después de un Incremento en la concentracién de la glucosa
sanguinea mayor a los Ifmites normales, ocurre un incremento en
la secrecién bifdsica de insulina, una etapa de secrecién rdpida
Y una secrecidn retrasada pero mds elevada y sostenida.

Este es un mecanismo de retroalimentacién, ya que la
hiperglicemia incremente la secrecidn de insulina y dsta a su vez
aumenta la entrada de glucosa a la célula con lo cual se reduce
la gluceamia.

o 18|
§ 8
E [
4
32 c
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g2 o !
= a0 1 1 [ 1 11 1171
0 10 28 39 43 S8 60 79 80
NIRUTOS
FIGURA. 13, RESPUESTA BIFASICA NORMAL DE INSULINA AL NIVEL

ALTO DE GLUCOSA SANGUINEA.
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2.~ Hormonas gastrointestinales.’

Las hormonas gastrointestinales: colecistocinina, secretina,
péptido gdstrico inhibidor y gastrina, producen un aumento en la
sacrecion de insulina probablemente como preparacidn para la
absorcidn de glucosa y aminodcidos de los alimentos consumidos.

3.~ Qtras hormonas y sistema nervioso central.

E! glucagén, hormona del crecimiento, cortiscl y en menor grado
progesterona y estrégenos potencian de manera directa la
secrecidn de insulina.

Su efecto prolongade y en grandes cantidades (aportadas por
fdrmacos) pueden producir agotamiento de las cédlulas B y por o
tanto producir un tipo de diabetes Ilamado diabetes inslpida.

Dajo ciertas condiciones, la estimulacidn de los nervios
parasimpaticos ¢ simpaticos que 1inervan el pdncreas pueden
incrementar la secrecidn de insulina.

4.« Aminodcidos.

Las proteinas y los aminodcidos pueden estimular la secrecidn de
insulina bajo condiciones fisioldgicas. Los aminecdcidos pueden
actuar como secretagogos estimulande la seecrecién de Iinsulina
en ausecncia de glucosa (33). La leucina, arginina y lisina son
los mds potentes secretagogos. Su mecanismo de accién es
todavfa desconocido y las teorfas que invelucran dicho mecanismo
como un paso inicial obligatorio metabélico se contraponen con
aquellos wmecanismos de reconocimiento de membrana, transporte Yy
mecanismos de depolarizacién de membrana secundarios a la
acumulacidon de aminodcidos cargados positivamente en las células
B. (16)

La leucina fué el primer aminodcido cuya accidn como sSecretagogo
fué estudiada, pero les experimentos con dietas altamente
protefcas mastraron que la estimulacisén de las células B no puede
ser solamente atribufda a su contenido de leucina.

Los aminodcidos esenciales individuales propician la secrecidn de
insulina, reconeciendose come el mds patente a la arginina y la
lisine. Se ha mostrado que el efecto es independiente de cambios
concomitantes en el nivel de la glucosa sangulnea ademds de que
se ha demostrado el sinergismo entre varios aminodcidos y la
glucosa. (16) (32)

Se ha estudiado también la respuesta de la secrecién de insulina
en ratas disabéticas y se encontré dicha respuesta disminuida
(26),(35),(36), ademds de que esto coincide con casos de diabetes
tipo 2 en humanos.
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Hay poca Informacidén disponible concerniente al efecto de la edad
en la respuesta de las células B a los secretagogos de insulina
ademds de glucosa, pero existen trabajos cuyos resuiltados
demuestran que la secrecidn de insulina por las células B declina
con la edad y este cambio es aparentemente independiente de |la
naturaleza del secretagogo estudiado (67).

ARGININA.
GENERALIDADES.,

La L-arginins es un awminodcido esencial, dibdsice , cargade
positivamente y de peso molecular de 174,

Es un constituyente normal de las prote{fnas del cuerpo y estd
asociado con las reacciones esenciales del metabolismo
intermediario. (57)

Algunas de los procesos en los cuasles participa la L-arginina
son:

1.- Ciclo de la urea.

2.~ Ciclo de los dcides tricarboxilicos.

3.- Contribuye a lea formacién de las histonas.
4.~ SIntesis de poliaminas.

5.~ Sintesis de creatinina.

6.- BEstimula la produccidén de insulina.

7.- Sintesis de protefnas.

ARGININA Y MOVILIDAD ESPERMATICA.

La estimulacidn en la movilidad del espermatozoide se
correlaciona con la concentracidn de L-arginina ya que este
aminodcido es de gran importancia para una espermatogénesis
normal y para el mantenimiento de la movilidad espermdtica "in
vivo". Esto sugiere que la estimulacidn por L-arginina podria ser
una funcién del! metabolismo enddgeno del espermatozoide.

En algunos trabajos se ha observado que la moilécula de L-arginina
no sufre cambios, lo cual sugiere que una modificacidon de L-
arginina no es responsable de lea disminucion de estimulacidn de
la movilidad espermdtica, (64)

En 1973, Scharttler y colaboradores informaren que un tratamiento
de administracién orel de L-arginina a pacientes oligospéramicoes
incrementd la concentracidn de espermatozoides y su movilidad,
También se ha reportado que la espermatogénesis en ratas adultas
disminuye con dietas pobres en arginipna. (65)
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HIPOTESIS:

La actividad de arginasa disminuye en las gldndulas sexuales
accesorias de rata durante la diabetes inducide con aloxana.
(120 mg por kg de peso ivv.)

La disminucidén de ia actividad de arginasa en gldndulas
sexuales accesorias ocurre en diferente propoercidn en ceada
gldndula,

La actividad de arginasa aumenta en suero de ratas durante la
diabetes inducida con aloxana.

El! tratamiento con insulina (0.15 unidades por kg de peso)
de la diabetes inducida con aloxana tiende a aumentar 1la
actividad de arginasa de las glandulas sexuales accesorias a
niveles normles.

El tratamiento de la diabetes inducida con arginina (5 mg. por
kg de peso) a corto y a largo plazo ( 2 horas y 3 dlas
respectivamente) tiende a normalizer la actividad de arginasa
en las gldndulas sexuales accesorias sobre todoe el tratamieto
a largoe plazo. '

La recuperacidn de la actividad de arginasa en las gldndulas
sexuales accesorias de rata es mds notoria en el tratamiento
con insulina que con ¢l tratamiente con arginina.
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MATERIALES Y METODO.

MATERIALES:

Material Hiolégico:

Se emplearen ratas macko de la cepa Long Evans de 250 a 300 g. de
peso, wmantenidas en un bioterio en condiciones adecuadas de
alimentacidn, temperatura y limpileza.

Material Quimico:

En este se incluyen todos los reactivos necesarios para las
diferentes ‘determinaciones. (Ver Apdndice).

METODO:

Las ratas se agruparon 7 grupos, cada grupa contenia un total de
5 ratas. A continuacidn se describe el tratamieto que se le did a
cada grupo de ratas.

Una vez aplicado el tratamiento en cada grupe las ratas se
anestesiaron con 0.35 ml. de dehydrobenzperidol ( 25 mg. / ml.) ¥
0.6 mi. de Lketamina (50 mg./ ml) i.m., despuds se obtuvo wuna
muestra de sangre de la aorta abdominal. Posteriormente se
disecan las gldndulas sexuvales accesorias (Fig 5). lLas nmuestras
de sangre y las gldndulas sexuales accesorias se procesaron
sigulendo el esquema de las figuras 14 y 15.

Para determinar los diferentes pardmetros biequimicos, se
aplicaron las técnicas descritas en las figuras 16 - 18.
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DESCRIPCION DE LOS GRUPOS TRATADOS.

: CONTROL.- PRatas a les cuales no se les aplicd
tratamiento alguno.

* DIABETICO DE 72 HORAS.- Ratas tratadas con

" aloxana, en una dosis de 120 mg. / Kg. de peso,

(i.v.), disuelta en solucién salina al 0.9%.

Lo cual produce un estado diabético inducido,

por dafic especifico a las cédlulas B del

pdncreas, dichas ratas se sacrificaron a las
72 horas de aplicada la aloxana.

DIABETICO DE 96 HORAS.- Ratas tratadas en
las mismas condiciones del grupo 2. Sacrificadas
a las 96 horas de aplicada la aloxana.

¢ DIABETICO TRATADO CON INSULINA POR 2 DIAS.-~ Ratas
tratadas como los grupos 2 y 3. Despuds de las
96 horas se les tratd con insulina de accién
intermedia, en una dosis de 0.1!5 unidades / Kg.

de peso (i.w.) diariamente por 2 dfas, despuéds de

los cuales se sacrificaron.

! DIABETICO TRATADO CON INSULINA POR 3 DIAS.- Ratas
tratadas como en el grupo 4. Despuds de las 96
horas, se les traté con insulina de accidn
intermedia, en una dosis de 0.1!5 unidades / Kg.

de peso (i.m.) diariamente por 3 dfas, despuéds de

los cuales se sacrificaron.

de arginina yKg. de peso (i1.p.) disuelta en

solucién salina al 0.9%, 2 horas antes del

sacrificio.

: DIABETICO TRATADO CON ARGININA POR 3 DIAS.~ Ratas
tratadas con aloxana, en una dosis de 120 mg. /Kg.
de peso (i.v.) disuelta en solucidén salina al 0.98.
Despuds de las 96 horas, se les tratd con 5 mg. de
arginina / Kg. de peso (i.p.) disuelta en solucidn
‘salina al 0.9%, diariamente por 3 dfas, despuds de

los cuales se sacrificaron.

DIABETICO TRATADO CON ARGININA POR 2 HORAS.~ Ratas
tratadas con aloxana, en una dosis de 120 mg. /Kg.
de peso (i.v.) disuelta en solucién salina al 0.9%.
Después de las 96 horas, se les tratd con ! nmg.
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Extraccion de suerd por
centrifugacion a 3008 rpw.
durante i@ winutos, se
obtienen alrededor de 1 a

3 ul de suero.

—

!

28 w1l Deterwinacion
de gluposa.

1@ pl Deterwinacion
de tripliosridos.

408 ¢l peterninacion
de «-anilasa.

v

18@ ul Determinacion

de Protefnas

100 ul Determinacion

de arginasa.

FIGURA 15.

D1FERENTES PARAMETROS DETERMINADOS EN LA MUESTRA DE SANGRE

DE RATAS NORMALES,

DIABETICAS ¥ DIABETICAS TRATNADAS COH

INSULINA ¥ ARGININA.
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alaindulas Sexuales
Aoossorias.

l
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salina al 9.9 =.

|
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el tejido ajeno a estas

l

Eliuinar o] exoeso de

solupidn salina w pesar
pada glandula

l

Homogenizar en solucion salina

al 8.9 # <en manino 4 wl,
dependiendo del tamaiio de gliéndula)

Se conservan en onngelacién
hasta el womento de towar alfcuotas

l l

200 pl Doterminacion
de arginasza

1@@ ul Deterninacidn
de DHA

5@ pl Determinacion 168 ul Determinacion

de Peso Seco <+ -

de proteinas.

FIGURA 16.
DRETERMINACIONES EN EL TEJIDO GLANDULAR DE RATA

BAJO CONDICIONES
EXPERIMENTALES DESCRITAS.
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Aplicar

58 u1 de hosmogenizado }——«b

PROTEINAS,

[100 #l de homogenizado +

Completar a 1 ul con
agua destilada.

téonioa de
Peco Sevo

S8 pl de HaoOH 1IN

{Ver
Apéndice)

Se inouba a 37°C|

{Cuando s tr;tn

susro no se haoe)

por 3@ minutos.

:

Centrifugar =i e
necesario,

Tomar una alfcuota
del sobranadante u

Tomar alfouoctas
de acusrdo a 1la
glandula

eee hacer una dilucion
e 1118
Aplicar Ia tédonioa
de Protefnas.
¢ Ver Apsndioe)
F1GUARA 17.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LAS
DISTINTAS DETERMINACIONES.
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| 208 4l de homogenizado| +

580 pl de Buffer
{HnClz @.2 uM en
Tris HC]l .84 M
y sol. salina al
9.9%, sH 7.2
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Se incuba a
55'C durante

¥

1 horsa.

!

Touar del! sobrenadante
una alfocuota y hacer
una dilucidn 11100

Tosar 508 pl
de 1a dilucion

186G ul de una
solucidn- de
arginina @.04 H
pH 9.4 que
ocontiens glicina
9.15 M.

T

Poner en bafo de
agua hirviendo |—b
por 7 minutos

Centrifugar si
hay pracipitadols
3E89 rpm.

Towar

aliouotas

'

¢ Uer fAipendioce )

aplicar 1a téenica de arginasa

FIGUAA 1B.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PaRA LA

DETERMINACION DE ARGINASA.
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] 180 ul de homogenizado | + 9G@ ul de HC1O,
@.91 M. a

» | Centrifugar

3908 rpm.
Desechar el Apregar al Hantener a 7@°C Towuar
e . — .

sobrenadante prepipitado | — . | por 3@ minutos alfouotas

S48 ul de

HC1O, L M.

¥
Aplicar 1a teonica
de DNA ¢ Uer Apendioce )
FI1GURa 19.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LA
DETERHINACION DE DNA.
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RESULTADCS.

Leos resultados obtenidos se presentan en. forma. de tablas .y
grdficas.

Primeramente se mostrardn tablas que contienen los resultados de
los pardmetros bioqufmicos medidos en suero, (glucosa,
triglicéridos, protefnas, ot - amilasa y actividad de arginasa).

Posteriormente se mostrardn las grdficas dec cada uno de estos
pardmetros en los distintos tratamientos ya antes descritos.

A continuacidn se  mostrardn las tablas que contienen los
resultados obtenidos de actividad de arginasa en cada una de las
gldndulas sexuales accesorisas. (veslcula seminal, gldndulas
coagulantes, préstata, gldndulas ampulares, gldndulas
bulbouretrales y gidndulas prepuciales,) asi come los resultados
obtenidos de concentracidn de DNA en dichas gldndulas en cada unc
de los tratamientos ya descrites.

Posteriormente se mostrardn las grdficas correspendientes a cada
gldndula en los distintos tratamientos.

Finalmente se discutirdn por escrito las diferencias observadas
entre los resultados obtenidos en pardmetros medidos en suero y
en actividad de arginasa de las distintas gldndulas en los grupos
estudiados.



PARANETROS BIOQUINICOS KIDIDOS EM SUKRO.

DETERMINACIONIS IN SUIRO

aRpes TRATADGS QLICOsA TRIGLICKRIOS |  FROTEIMAS
! N SUERD
=3 wy/dl ng/dl 9%

1.- Contral 12 73 | Ma4s 622 | B30 L3
1. Dlabétioo & s e o3 | e 7.0 | a8+ 0.8
72 horas - - -

117.- Diabeticn de w8 | o sai| s e
96 horas - - -

1.~ Diabetico de 96
horas tratado conj 32+ 2.3 3,05 + 9.0 7.95 ¢+ 0%
insulina 2 dias

V.- Diabético de 3¢ .
horas tratado coni 6€ ¢ 16.9 8,54 ¢ 3.4 7.99 + 0.95
fnsutina 3 dfas

VI~ Diabético de 56
horas tratade con{ 399 ¢ 04.8 50.50 ¢+ 8.5 8.43 ¢ 0.4
wginina ¢ horas

UI1.- Mabetico de 96 M
horas tratado oon| 455 ¢ 16.3 91,26 + 15.08 9.4 ¢+ 0.3
arginina 3 dias

# Diferencia significativa con el ocontrol. p ¢ 0.083
Segin prueba estadistica de Fisher.




FARANITROS BIOQUINICOS MEDIDOS EN SUERO.

DETERKIMACIONES iM SUERO

« - AMILASA ACTIVIDAD DE ARQGINASA
PS 1
st RATADOS EN SUERO
[LERY u/L weol urea/ng prat min
L. Cantrol 1240.57 + 224.3 4,91 + 0.3
11.~ Dbiabético de " »
794.3 + B3, 7.43 ¢+ L.@2
72 haras 8! . ‘ - !
1.~ Mabético de 67906 + 2.0 1.3+ 6f
9% horas e R
V.~ Diabitico deo 96 . .
horas ¢ratads eon §71.23 + 186.85 20.5 + 9.58
insulina 2 dias
V.- Mabétiog de 98 .
haras tratado con 1294.74 + 128.63 5.1 + 3.73
tnsulina 3 dfas
UI.- Diabetico de 96 ' .
horas tratado oon B42.22 M 132 6.3 ¢+ 1.76
argining 2 horas
UI1,- Diabétioo de 96 .
horas tratado con 6.2 + 1.6

arginina 3 dias

1297.9 ¢+ 91.93

# Diferencia significativa con ¢l contrel,
Sagin prueba estadistica de Fisher,

p ¢ a.085
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ACTIVIDAD DE ARGINASA N GLANDULAS SDAALES ACCESORIAS

63

GRUPOS

{n z 5)

ACTIVIDAD DE ARQIMAGA

imales de urea 7 wg protefna 7 min

UIsicula GLANDULAS
SEMINAL COAGULANTES

PROSTATA

GLANDULAS
ANPULARES

QLANSULAS
BYLBOURETRALES

GLANDULAS
PREPUCIALES

I.-  <ontral

Q20 0.0410.610 1 20548437

It

G.60 + 0,09

9.603 ¢ 0,076

a.45 + 0,099

I1.= Diabetico
de 72 horas

"
9.962 49.097)8.541 + 0.891(8.273

+ 9.0

L]
9.400 + @162

9.641 + 0.06¢

0481 + 0.969

111~ Diabetico
de 96 horas

9.123 + 3.62(0.69¢ + 9.042(0.368

+ 8.9

09,543 + 8,189

Q.304 ¢ 0,851

2.309 + 9.004

U~ Biabetico de
96 horas
tratado con
insclina pop
2 dias

2.999 + 9.83(1.221 + 8.250(0.200

+ 6.

1.832 + 9,833

1,952 + 9,093

0.529 + 8,094

W.- Diabetico da
96 koras
tratada con
insulina por
3 dfas

] »
Q.244 ¢+ .96)4.116 + 0.965(0.498

+ o

2.509 + 8.62¢

4.157 + 8,99

L]
1.247 4+ 0,243

Vi.- Diabetico de
96 horas
tratads con
arginina por
3 horat

0.139: 9.02310.394 + 0.851)0.47%

+ 0,08

]
.43 + .89

0,738 + .07

"
9,247 ¢ 0.1

Vil.-~ Diabético de
96 horas
tratads con
arginina por
3 dfas

]
9.962¢ 2.91310.557 ¢ 0.084(0.522

+ 0.8

9.041 + 8.19

9.670 ¢+ 9,149

8344 + 0.0

4 Signifioativamente diferentes al control

Segin prucha estagistica de Fishen.

p¢0.003
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ACTIVID DE ARGINASH
EN VESICULA SENINAL.
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EDHTRDL DIAb. ?2 H DIAB, % H. IHSUL 20, IHSU[ 30, MG 2R ARG ID.

TRATAMIENTCS,

Actividad de arginasa observada en ves{cula seminal de rata en
los diferentes tratamientos.
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ACTIVIDAD DE ARGINASH
N CLANDULAS CORCULARTES,
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TRATASTENTOS,

Actividad de arginasa observada en gldndulas ceagulentes de rata

en los diferentes tratamientos.
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Actividad de arginasa observada en préstata de rata ea
los diferentes tratamientos.
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. ACTIVIDAD DE ARGINASA
£ GLANULAS BULBOIRETRALES,

pROTEINﬁ/mIN
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Actividad de arginasa observada en glandulas bulbouretrales de
rata en los diferentes tratamientos.
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Actividad de arginasa observada en glandulas prepuciales de rata
en los diferentes tratamientos.

69



70

COMPARACION DE ACTIVIDAD DE ARGINASA
EN LOS GRUPOS CONTROL Y DIABETICOS.

DIAB. 96 hrs.

DIAB. 72 hrs.

GRUPOS

G. AMPULAR
G. BULBOURETRAL [ _ G. PREPUCIAL

G. COAGULANTE

EZ3

B v. SEMINAL

M ProsTATA
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C W\ BORY

COMPARACION DE ACTIVIDAD DE ARGINASA EN
GRUPOS CONTROL Y TRATADOS CON INSULINA

t

CONTROL INSULINA 2 D. INSULINA 8 D.

GRUPOS

I V. SEMINAL EZ G. COAGULANTE G. AMPULAR
W PROSTATA ¥%¥ . BULBOURETRAL [ ] G. PREPUCIAL
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COMPARACION DE ACTIVIDAD DE ARGINASA EN

GRUPOS CONTROL Y TRATADOS CON ARGININA

ARGININA 3 D.

ARGININA 2 hrs.

DAOKMN Qi DRQEN\AO .

LROHR NA~E .

GRUPOS

G. AMPULAR
8% c. DULBOURETRAL (] G. PREPUCIAL

G. COAGULANTE

EZ

H v. SEMIVAL
S PROSTATA




CONCENTRACION DE DHA EM GLANDULAS SEXVALES ACCRSORIAS

73

(=5}

COMCENTRACION DE DHA

wg de DHA / wg proteina

VESICUA
SINIML

GLANDULAS
COAGULANT IS

PROSTATA

QLANDYULAS
ANPULARES

GLANMILAS
BULBOURETRALES

QLANDULAS
PRIPUCIALLS

I.-  Contro!

9.043+ .07

9.122 + 8.

ta.1214 @.015

977 + 0.014

2.117 + .01

9.162 ¢+ 0.016

11.- Diabétice
de 72 horas

Q.21 9.004

8.9722+

0,014[0.087¢ @.043

0,062 + 0.004

»
0,074 ¢ 8.085

»
8.097 + 2.418

1I1.- Diabétioo
de 96 doras

2.937¢ d.0l4

[ R¥)

0.228)0,183+ 9.0%

6,870 Q.084

0.08% + 8.004

»
0.8 + 9.2

1U.- Diabetico de
9¢ haoras
tratado con
tnsulina por
2 dfas

Q.044¢ 0.004

a.14

+

0.012(8.431+ Q.R26

.
9.152¢ 9.007

2,185 + 0.0164

0064 ¢ 0.5

U.- Diabktice de
96 horas
tratado con
tnsulina par
3 dias

0.0451 0.086

6.17

4

.835(0.25 + 9,023

-

0.23 + 3.639

0.37 ¢+ 3.0

0,21 0.8

Ul.- Diabético de
96 horas
tratado oon
arginina por
2 horas

*
2.828+ 0.002

+

0.814/0.099+ Q.004

€.08 + @.006

.11 ¢+ 0.028

L)
9,083 + 0,807

UI{.~ Diabétice de
96 horas
tratado con
argihina por
3 dias

.83+ 9,962

.14

9.928(0.12 + 9.0837

.19 + §.02¢

0.12 + 8.2

9.166 +0.215

» Significativamente diferentes al control p ¢ 0.005
Seqin prueba estadistioa de Tisher,




CONCENTRACION DE DA
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Concentracién de DNA encontrada en vesicula seminal de rata en
los diferentes tratamientos.
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en los diferentes tratamientos.
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CONCENTRACIGN DE DN
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Concentracidn de DNA encontrada en gldndulas ampulares de rata en
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PARAMETROS MEDIDOS EN SUERO.

Glucosa en suero,

La glucosa en suero en el caso de los grupos diabdticos 2 y 3 de
72 horas y 96 horas aumenta respectivamente (Grupo 2.- 329 2% 82
y grupo 3.- 338% 53 mg. /dl. ) comparado con el nivel normal de
glucosa en el grupe controi 1.(128% 7.3 mg /d1). Lo que nos
indica que existe una hipergiicemia en los grupos diabéticos.

La glucosa en suero se ve disminufda con el tratamiento diario de
insulina ( Grupo 4 , diabético tratado con insulina 2 dfas; 32
t 2.3 , y grupo 5, diabético tratado con insulina 3 dias; 66
t 16.9 mg. /dl. ) hasta un nivel por debejo del normal, 1o que nos
indica que existe una hipoglicemia.

En los grupos diabéticos 6 y 7, tratados con arginins (por 2
horas, grupo 6.- 399% 84.8 mg /dl y diariamente por 3 dfas,
grupo 7 .- 45932 16,3 mg./dl) el nivel de glucosa en suerc es
mayor que el nivel del grupo controel 1, por lo que tambidn existe
hiperglicenmia.

Triglicéridos en suero.

Los grupos diabétices inducidos 2 y 3, de 72 y 96 horas presentan
niveles aumentados de triglicérides en svero ( Grupo 2.,- 57,862
7.09 y grupo 3.- 87.332 6.73 mg./ dl. respectivamente ) con
respecto al nivel del grupo control 1( 40.14% 6.22 mg./dl. ).,

El tratamicnto con insulina en los grupos 4 y 5, propicia que
los niveles de triglicéridos en suero (Grupo 4 , tratamients por
2 dfas; 36.05% 9.88 y grupe 5, tratamiente por 3 dfas; 38,542
5.4 wmg./dl) regresen a niveles normales.

El tratamiento de la diabetes inducida con arginina en los grupos
6y 7 ( Grupo 6 , tratamiento por 2 horas y grupo 7 tratamiento
por 3 dfas) no tiene ningun efecto sobre los piveles de
triglicdridos en suero, de hecho estos valores son altos
compparades a los valores del grupo control 1. (Grupe 6; 50,51
* 8.75 y grupo 7; 81.26 % 15.08 pg. /dl. )

Proteinas en suero.

qu protefnas en suero no presentan cambios significativos en
ninguno de los grupos estudiados con respecto al control,(Grupo
1) el nivel norma] obtenido de este tltimo fud de 8.56 % 1.2 g/8%.
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O - amilasa en suero.

Los niveles de ot - amilasa en suero disminuyen notablemente en
los grupes diabéticos 2 y 3 de 72y 96 horas
respectivamente, (Grupo 2.- 700.32 85.3 y grupo 3.~ 679.862 72.1
U / 1 Jeon respecto al grupo contrel 1. ( 1240.57 2 224.3 U/l.).

En el caso de los grupos diabéticos 4 y 5 tratados con Iinsulina
los niveles de oc- amilasa en suero tienden a recuperar sus
valores normales ( Grupa 4, tratamientg diario con insulina por 2
dfas; 971.23 186 y grupo 5, tratamiento diario con insulina
por 3 dfas; 1294,74 = 128 U / Lo}

los grupos dlabéticos tratados con arginina 6 y 7 tienden a
recuperar sus valores normales, notdndose mejor recuperacidn en
el grupo 7 ( Tratamlento diario coa arginina por 3 dfas; 1297.9
? 921.95 U/L) que en el grupo 6 ( Trataamiento con arginina por 2
horas; 842,22+ 132 U/1) con respecto al grupo control 1.

Actividad de arginasa en suero.

La actividad de arginasa en sueroc se ve ilncrementada notablemente
con respecto al grupo comtrol 1 ( 4.91 ¢t 0.35 umoles urea/ g
protefna min) en los grupos diabéticos 2 y 3 ( Grupo 2, diabétice
de 72 horas; 7.45 * 1,02 y grupo 3, diabético de 96 horas; 11.3
2 1,62 pmol urea / g protefna min, respectivamente).

La actividad de arginasa en suerc se mantiene alta en los grupas
diabéticos tratados con Insulina 4 y 5 ( Grupo 4, diabético con
tratamiente diario con insulina por 2 dfas; 20.5% 9,58 u nmeles
uree / g protefna min, y grupo 5, diabético con tratamiento
diaric com Insulina por 3 dfas 15.12 3,73 pmoles urea / g
protei{na min.)

En el caso de los grupos diabéticas tratades con arginina 6 y 7,
s¢ observa un nivel elevade de actividad de arginasa en suero. En
ol grupe 6 ( Tratamiento con arginina por 2 horas; 16.3 *+ 1.76
umoles de urea [/ g proteina min) wmientras gque el grupo 7
(Tratamiento con arginina diariamete por 3 dias ) se observa una
disminucidn del nivel de actividad de arginasa en suero,
¢ 6.2 2 1.6 pnoles urea /g protefna min) que tiende a 1igualarse
con el nivel del grupo control 1.

PARAMETROS MEDIDOS BN TEJIDO. (Gldndulas sexuales accesorias.)

Actividad de arginasa en ves{cula seminal.

La actividad de arginasa en vesfcula seminal disminuye
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aproximadamente en un 31 % en el grupo 2 (Dlabético de 72
horas), mientras que en el grupo 3 (diabético de 96 horas) dicha
actividad no presenta ningun cambio, ambos con respecto al grupo
control 1.

En el grupo 4 (Diabético tratado diariamente con insulina por 2
dfas ) se observa una ligera disminucidn que no es significativa
(186 £ ), mientras que en el grupo 5 ( Diabético tratade con
insulina diariamente por 3 dlas) se observa un aumento de casi
100 £ en la actividod de arginasa, ambos con respecto al grupo
contrel 1.

La actividad de arginasa en los grupos 6 y 7 ( Diabéticos
tratados con arginina por 2 horas y 3 dfas respectivamente)
presenta niveles normales a corto plazo ¢ Grupeo 6 ) y hniveles
disminuidos a largo plazo en un 48 % ( Grupo 7 ) con respecto ai
grupo cantrol 1I.

Actividad de arginasa en gldndulas coagulantes.

La actividad de arginasa en las gléndulas coagulantes disminuye
en Ios grupos 2 ( en un 16 %) y 3 ( en un 1 &) con respecto al
grupo control 1.

En e! case de los grupeos 4y 5 ( Diabétices tratades con
insulina) se observa un aumento en la actividad de arginasa en
ambos grupos de més del 100 % con respecto al grupe contrel 1,

En los grupos diabéticos tratades con arginina, se observa uns
diswminucidén de la actividad de arginasa, que es mayor en el
tratamiento con arginina a corto plaze ( Grupo 6 , 35 2% menor)
que en el tratamiento a largo plazo (Grupo 7, 8 % menor ), anmbos
con respecto al grupo control I,

Actividad de arginasa en prdstata.

La actividad de arginasa en préstata disminuye con respecto al
grupo contrel ! en los grupos diabdticos 2 (Menor en un 40 £) y 3
(Menor en un 21 2%).

En el grupo 4 (Dilabético tratado con insulina diariamente por 2
dfas) se observa una disminucién de actividad de arginasa de un
56 %, wmientras que el grupo 5 (Diabétice tratado con insulina
diariamente durante 3 dfas) los valores de actividad de arginasa
son normales, ambos en comparacidén al grupo contrel I.

La actividad de arginasa en el grupo 6 (Piabétice tratadeo con
arginina poer 2 horas) disminuye notablemente con respecto ai
grupe <ceontrol en un 6! %, mientras que el grupe 7 (Diabético
tratado con arginina diariamente por 3 dfas) se observan valores
casi normales. ( Arriba del nivel normal en un 14 2).
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Actividad de arginasa en gldndulas ampulares.

La actividad de arginasa en gldndulas ampuiares disminuye en los
grupos diabdticos 2 y 3 en un 50 £ y 32 ¥ respectivamente con
respecto al grupo control 1.

En los grupos diabdticos tratados con fnsulina ¢ y 5 , se
observa un aumento de actividad de arginasa de 27 % en el caso
del grupoc 4 y de mds del 100 £ en el grupo 5, ambos con respecto
al grupo contro! 1.

En el caso de los grupos diabéticos tratades con arglnina, grupos
6 y ? se observa una diaminucidn de actividad de arginasa de un
46 2 en el trateamiento a corte plazo (Grupa 6 )} y valores
normales de activided de arginasa en el tratamiento a largo plazo
(Grupo 7).

Actividad de arginasa en gldndulas bulbouretrales.

La actividad de arginasa en gldndulas bulbouretrales mantiene
niveles casi normates en el caso del! grupo 2 y niveles
disminufdos en up I5 % en el grupe 3, ambos con respecto al
grupo control,

Los grupos diabéticos tratados con insulina 4 y 5 presentan
valores elevados de actividad de arginasa ( Ambos mayores al 100
£ con respecte al! grupo control 1.)

Los grupos diabdticos traetados con arginina presentan ua aumento
de actividad de arginasa de un 22 %, en el caso del tratamiento a
corto plaze (Grupe 6) y de un 44 % en el case del tratamiento a
largo plazo (Grupo 7 ), ambos con respecto al grupo control 1!

Actividad de arginasa en gldndulas prepuciales.

La actividad de arginasa en gldndulas prepuciales mantiene
niveles ligeramente disminufdos al grupe control 1, esto es de un
11 % en el grupo 2 y 16 2 en el grupo 3 .

La actividad de arginasa en el grupo 4 (Diabdtieco tratado con
insulina diariamente por 2 dfas) es 18 % mayor que el control,
wfentras que el! grupe 5 (Diabético tratade con insulina
diartamente por 3 dfas) aumenta mds de un 100 £ con respecto al
grupo control.

Los grupos diabédticos tratades con arginina muestran a corto
plaze (Grupo 6) wuna disminucidén de un 45 2 de actividad de
erglnasa con respecto al control (6rupe 1 ), mientras que a large
plazo (Grupe 7 ) se aprecia una disminucidn de 24 Z.
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CONCENTRACION DE DNA EN GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.

Todas Ias observaciones hechas y las diferencias encontradas, son
referidas al grups control 1.

Concentracién de DNA en vesfcula seminal.

La concentracién de DNA (mg de DNA /mg de proteina) en vesfcula
seminal sufre una disminucidn en los grupos diabdtices de 72
(Grupo 2) y 96 horas (Grupo 3), esta disminucién es de un 51 Z en
el grupo 2 y de un 14 % en el grupo 3.

Las concentraciones de ONA en los grupos 4 y 5 (diebéticos
tratados con insulina diariamente por 2 y 3 dfas respectivamente)
muestran concentraciones normales de DNA,

+En los grupos diabéticos tratados con arginina por 2 horas (Grupo

6) y diariamente por 3 dfas (Grupo 7) se observa una disminucién
en la concentracién de DNA, esta disminucidn es de 34 £ en el
grupo & y de 11 % en el grupo 7.

Concentracion de DNA en gldndulas coagulantes.

La concentracidén de DNA en gldndulas coagulantes se ve disminufda
en un 41 % en el grupo 2 y en un 10 % en el grupo 3.

En ios grupos 4 y 5, se observan niveles amentados en Ia
concentracion de DNA, este aumento es de un 14 % en el grupo 4 y
un 39 % en el grupo 5.

En el grupo 6 (Diabdtico tratado con arginina por 2 horas) se
observa una disminucion del 26 % en la concentracidén de DNA,
mientras que en el grupe 7 (Diabético tratade con arginina
diariamente por 3 dfas) se observa un aumento de un 14 %.

Concentracidn de DNA en priostata.

La concentracidn de DNA en prdstata disminuye en los grupos
diabéticos 2 y 3, en el grupo 2 la disminucidn es de un 28 X y en
el grupo 3 2 esta disminucién es de un 15 3.

En los grupos diabéticeos tratados con 1insulina se observan
niveles altos en la concentracidn de DNA, principalmente en el
grupo 5, en el cual el aumento es de mds del 100 %, mientras que
en el grupo 4 el aumento es de sdlo 8 3.

La concentracidn de DNA en los grupcs diabéticos tratados con
arginina 6 y 7, se observa una diswinucién del 18 £ en el grupo 6
¥y niveles normales en el grupo 7.
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Concentracidn de DNA en gldndulas aapulares.

La concentracidén de DNA en gldndulas ampulares disminuye
ligeramente en los grupos diabdticos 2 y 3, el grupo 2 disminuye
su concentracién en un !9 %, mientras que en el grupo 3 la
dismipucidn es de sdlo el 8 %.

En los grupos diabéticos tratados con Insulina, se obsarvan
concentracidnes sltas de DNA, en el grupo 4 se aprecia un aumento
de casi el 100 3, mientras que en el grupo 5 el aumento es mayor
del 100 %.

Los grupos 6 y 7 ( Diabédticos tratados con arginina) presentan
concentracliones de DNA ligeramente elevadas en 4 % en el grupo 6
¥y niveles elevados en un 100 % en el grupo 7.

Concentracidon de DNA en gldndulas bulbouretrales.

La .concentracidén de DNA en gldndulas bulbouretrales presenta
disminucién en los grupos diabéticos 2 y 3, esta disminucidén es
de 37 £ en el grupo 2 y de 27 % en el grupo 3.

En los grupos 4 y 5 (diabéticos tratados con insulina) se
observan concentraciones de DNA altas, en el grupo 4 el aumento
es de 58 £ y en el grupo 5 el aumento es mayor del 100 %.

En los grupos diabéticos tratados con arginina 6 y 7, se observan
concentraciones normales de DNA.

Cencentracidén de DNA en gldndulas prepuciales.

La concentracidén de DNA en gldndulas prepuciales en los grupos
diabéticos 2 y 3 sufre una disminucién de 39 % en el grupo 2 y
34 % en el grupo 3.

En el grupo 4 (Diabético tratado con insulina diarlamente por 2
dfas) se observan concentraciones normales de DNA, mientras que
el grupo 5 (Dlfadético tratado con insulina diariamente por 3
dfas) se observa un aumento del 36 £ en la concentracién de DNA.

En los grupos 6 y 7 (Diabéticos tratados con arginina por 2 horas
¥y diariemente por 3 dfas respectivamente) se observa una
disminucioén del 49 3 en el grupo 6 y una disminucién del 28 £ en
el grupo 7.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

PARAMETROS MEDIDOS EN SUERO.
Glucosa en suero,

El aumento de glucosa sengulnea (Hiperglicemia) en los grupos
diabdticos de 72 y %6 horas (Grupos 2 y 3 ) es causada por la
falta de insulina que ya no es producida por las células B del
pdncreas, anccrosadas por la accidn especi{fica de la aloxana.

Los grupos diabéticos con tratamiento con insulina de accidn
intermedia (Grupos 4 y 5 ) presentan niveles de glucosa sanguinea
menores, esto es causado por Ja accién de la insulina, que
permite 1la entrada de glucosa sanguinea a las células para su
posterior utilizacidn. La dosis de insulina (0.15 U/Kg.de peso,
via I.m.) es alta ya que los niveles de glucosa sangufnea bajan a
niveles menores que los normales, por lo que se provoca |ia
hipoglicemia.

La arginina es un aminodcido gque actua conmo secrotagogo
propiciando 1la !iberacidn de Insulina, pero en el caso de Ios
grupos diabéticos tratades con arginina (Grupos 6 y 7}, 1a
funcidén de secretagogo de la arginina se ve disminu{da por el
efecto de la diabetes inducida, por lo que no se propicia la
secrecién de insulina cn el pdncreas y no hay disminucién de
glucosa sanguinea.

Triglicéridos en suero.

En el caso de diabetes inducida por alexana (Grupes 2 y 3 )
cuande ne hay preduccidn de iasulina, se activa en los adipocitos
(células grasas) Ia lipasa hormosensible; esta enzima propicia el
desdoblamiento de los dcidos grasos almacenados en los adipocitos
a triglicéridos y glicerol y su posterior liberacidn al torrente
sangufneo por 1o que su concentracidén en sangre aumenta.

La insulina aplicada a las ratas diabéticas (Grupos 4 y 5)
propicia la inactivacién de la lipasa hormosensibdle,
promoviéndose nuevanmente la captacidn de triglicéridos,
transformacidén de estos en 4cidos grasos y su almacenamiento éen

los adipocitos, por lo que los niveles de triglicéridos en suero
disminuyen.

La arginina no tiene efecto directo en el almacenamiento de
d4cides grasos, pero si indirecto por su funcidn de socretagogo;
pero como se menciono antes, esta funcidn se ve disminufda por el
estade diabédtico inducido, por lo que los niveles sangufneos de
triglicéridos se mantienen altos.
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Proteinas en suero.

Las protefnas en suero representan un 7 § mieatras que en el
1{quide intersticial su valor es 3 veces menor por lo que las
proteinas del suero (principalmente albdmina) tienen la funcién
de producir presidn osmdtica para impedir la pdrdida de protefnas
del l{quido intersticial.

Cuando hay un dafic tisular grave, se vierten protefnas
(principalsente enzimas) del l{quido intersticial al torrente
sangufneo. En el caso de todos los tratamientos estudiados, no
se observaron diferencias significativas en Ila ceantidad de
prote{nas en suero, por lo que se cree que el daflo causado por la
accidn espec!fica de la aloxana en las células B de! pdncreas no
causa una lesidn grave en este dltimo que propicie el vertimiento
de protefnas al torrente sanguineo.

& - amilase en suero.

Con la medicidn de la actividad de o« - amilasa en sueroc se trata
de determinar el dafio en la funcidn exdcrina del pdncreas
provacado por la aloxaena.

La cantidad de oc- amilasa en suero sufre un descense en la
diabetes inducida (Grupos 2 y 3) quizd por un desequilibrio en su
funcidn exocrina que se regulariza a largo plaze, al igual que
con el tratamiente con insulina (El cual ayuda a regularizar el
metabolismo de carbohidratos, grupos 4 y 5) y el tratamiento con
arginina (Grupos 6 y 7).

Una posibilidad que no se debe pasar por alto es que la glindula
salival produce tambidn e - amilasa y que esta ditima puede
aumentar su produccidn con el fin de equilibrar cualquier tipo de
dafilo en esta fupcidn exdcrina del pdncreas.

Actividad de arginasa en suero.

Le actividad de arginasa en suero se ve incrementada en algunos
tipos de enfermedades (principalmente hepdticas) ¥ daffos
tisulares, por ser esta enzima de fdcil salida al suero.

En este estudio se observa un dafio pancredtico causado por la
accidn especffica de la aloxana (Grupos 2 y 3 ), el cual propicia
un aumento notable en la actjvidad de arginasa en suero.

En el caso de los grupos diabdticos tratades con insulina (Grupos
4 y 5) este aumento en la actividad de arginasa en suero es adn
mayor; quizds debido a la accidn de la insulina en el aumento de
sfntesis de protefnas (enzimas) y quizds a un excesc en la dosis
aplicada de insulina.
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Tambjén debe Hhacerse notar que ls arginina (En el caso de los
grupos 6 y 7) es el aminodcido que la arginasa transforma en

L-ornitina y urea (Ciclo de la urea). La L-ornitina a su vez es
el compuesto principal en la biosintesis de poliaminas, las
cuales estdn relacionas con procesos de crecimiento ¥

diferenciacién celular en caso de daflos tisulares.

En el caso de un tratamiento con arginina a corto plazo (Grupo 6)
la actividad de arginasa es alta quizd porque se favorece la
bios{ntesis de polianinas, wmientras que en el caso del
tratamiento con arginina a largo plazo (Grupo 7 ) los niveles de
arginina esten en exceso, lo cual propicie la saturacidn de la
arginase y disminuve su actividad.

DETERHMINACIONES HECHAS EN GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.

Actividad de arginasa.

Actividad de arginasa en gldndulas sexuales accesorias de ratas
con diabetes induclda (Grupos 2 y 3, con respecto a la actividad
de arginasa de estas gldndulas en el grupo contral 1)

En vesfeula seminal, gldndulas coagulantes, prdstata y glindulas
ampulares se observe una disminucién en la actividad de arginasa.
Esta disminucién es mds notoria en tiempos cortos de estado
diabético (Grupo 2) que en tiempos mds largos (Grupe 3), donde
los wvalores de actividad de arginasa tienden a recuperar sus
niveles normales.

Esta disminucidn de actividad de arginasa es posiblemente debida
a la sensibilidad de estas gldndulas y de esta enzima a un
desequilibrio general del organismo causado por el dafio
espec{fico de 1la aloxana al pdncreas, que produce el estado
diabético.

A largo plazo y en respuesta a un desajuste el organismo tiende
a equilibrarse, de ahfl que la actividad de arginasa en estas
gldndulas tienda a recuperar sus valores normales.

in bargo este comportamiento no se observa en las glandulas
i;lbai?etrgles kY gldgdulas prepuciales, donde la disminucion de
actividad de arginasa es mds notoria a largo plazo , ( Grupoe 3 ,
diabeticas de 96 horas) que en tiempos mds cortos (Grupo 2,
diabaticas de 72 horas).

Es posible que estas gldndulas debido a su pequefla participacidn
en la produccién de li{quido seminal (ambas menor al 10 8) y a su
diferente funcién metabdlica con respecto a las otras gldndulas
sexueles accesorlas sean menos sensibles a los cambios producidos
por la diabetes inducida en perlodos de tiempo menores.
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Actividad de arginssa en gldndulas sexuales accesorias de ratas
diabéticas tratadas con lnsulina (Grupos 4 y 5, con respécto a Ia
actividad de arginasa del grupo control 1).

En glandulas coagulantes, glandulas ampulares, glandulas
bulbouretrales y gldndulas prepuciales se observa un aumento
notable en la actividad de arginasa en ambos grupos, 4 y 3
(Tratamiento de la diabetes inducida con insulina diariamente por
2 y 3 dfas respectivamente.)

El tratamieto de la diabetes con insulina ayuda a regularizar el
metabelismo de carbohidratos v almacenamiento de graseas en los
distintos tejidos, ademds de promover la sintesis de protelnas v
disponibilidad de aminodcidos libres.

£Fs posible que el aumento de actividad de arginasa en estas
gléndulas sexudles accesorias (cuyvas secreciones apartan diversos
componentes al llquido seminal) se deba & que la dosis de
insulina sea lo suficiente como para intensificar los efectos de
esta sobre la sintesis de protelnas.

También debe tomarse en cuenta que el tiempo de sacrificio (2
horas después de la dltime aplicacién de insulina) coincide con
el inicio de accién de esta en el organismo, ademds de tener
todavia restos de accién de la insulina del dfa anterior. El
tiempo de arranque de accién de fa insulina NPH faccién
intermedia) es de 1 a 2 horas después de aplicada, alcanzands su
pico de accidn en un perfodo de 6 a 12 horas y teniendo su efecto
una duracidn aproximada de 18 a 26 horas.

En la vesfcula seminal ¥y en préstata el oumento de actividad de
arginasa es menos notable, quizds porque estes gléndulas (cuyas
secrecidnes aportan de un 85 a un 90 % de volumen al ligquide
seminal) requieren de mayor sintesis de compuestos y por que su
metabolismo es mds intenso.

Actividad de arginasa en gldndulas sexuales accesorias de ratas

diabéticas tratadas con arginina (Grupos 6 y 7, con respecto a la

actividad de arginass del grupo control 1).

En el tratamiento de la diabetes con arginina, los aiveles de
actividad de arginasa en las gldndulas sexuales accesorias son
bajos con tendencia a normalizarse especialemente en el
tratamiento a largo plazo.

La recuperacidén de los niveles de actividad de arginasa en estas
gldndulas es menos notoria en el tratamiento con arginina que
en el tratamiento con insulina, quizds porque la funcidn de
secretagogo de la arginina este disminufda por la diabetes y
porque su influencia en la sfntesis de protefnas es menor.

La presencia de L-arginina en el !Iquido seminal esta relacionada
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con el mantenimiento de la movilidad espermdtica, por lo que la
produccidn v disponibllidad de este aminodcide en las secreciones
de las gldndulas sexuales accesorias es muy importante en su
metabolismo.

Concentracién de DNA.

La concentracién de DNA en un tejido nos da didea de su
crecimiento y de posibles dafios en este.

Concentracién _de DNA ( mg. de DNA /mg.protefna) en los grupos
diabéticos 2 y 3 (€on respecto a la concentracidon de DNA en el

grupo control 1)

Los niveles de DNA muestran una dismiaucién en las gldndulas
sexuales a4accesorias en respuesta a la descompensacion en el
organismao causada por la diebetes inducida con alexana. Esta
disminucidn es mds apreciable a corto plazo (Grupo 2), mientras
que a largo plazo (Grupo 3 ) las concentraciones de DNA tienen
mayor tendencia recuperase a pesar del estado diabético con el
fin de compensar al orgonismo del dafic recibido.

Concentracidn de DNA_epn los grypes diabéticos tratades con
insulina 4 )y 5 (Con respecte a la concentracidn de DNA en ¢

grupo conirel 1)

En ambos grupos, el tratamiento con insulina controla la diabetes
inducida, por lo que la concentracidn de DNA en las gldndulas
sexuales  accesorias es normal e ipcluso tiende a ser mds alta
debido a la influencia de 1la insulina en Ila sfntesis de -
protefnas.

Concentracién de DNA en los grupos diabéticos tratados con
arginina 6 y 7 (Con respecto a la concentracién de DNA en e
grupo control 1 )

La concentracién de DNA en las gléndulas sexuales accesorias de
las rataes diabéticas con tratamlente con arginina es baja
tendiendo a normalizarse (Especialmente a largo plazo, grupo 7)
pero esta normalizacidn es lenta, ya que la arginina no tiene los
mismos efectos de la insulina en la sintesis de protelnas y su
funcidn de secretagogo esta disminulda con el estado diabédtico.
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CONCLUSIONES .

La actividad de arginasa disminuye en las gldndulas sexuales
accesorias de rata durante la diabetes inducida por aloxana.

La actividad de arginasa aumenta a niveles mucho mayores que
los normales en las gldndulas sexuales accesorias de rata
durante el tratamiento de la diabetes inducida con insulina,
producido probablenente por el efecto de la ipsulina en la
sfntesis de protefnas.

El tratamiento de la diabetes inducida con dosis de arginina
a corte y largo plazo propicia la recuperacidn de lea
actividad de arginasa en las glandulas sexuales accesorlas,
sin llegar a valores normales del tado. E! efecto sccretagoge
de la arginina se ve disminuide por el estado diabetice
inducido.

La disminucién de la actividad de arginasa en gldndulas
sexuales accesorias de rata no ocurre en la misma propercicén
en cada gldndula, por lo que el metabolismo de cada gldnduia
es independiente.

El aumento y normalizacién de la actividad de arginasa en
gldndulas sexuales accesorias con tratamiento de insulina e
arginina respectivemente es distinte en cada gld4ndula, por
su metabolismo independiente.
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APENDICE.

Técnicas Aplicadas:

Glucosa.,

p oLy
Test Combinaciodn Glucosa GOD~PAP, Prueba enzimdtica
colorimétrica.

Fundamento de la prueba:

GOD
Glucosa + 0, + Hy0 ~===—=== > Gluconato + H,04
POD

2H 03+ 4 Aminofenazona + Fepol ------ > 4(p-benzoquinona-monomico)

-fenazona + 4H,0

Reactivos:

1.~ Amortiguador / enzimas / 4 aminofenazona.
2.- Fenol.
3.~ Estdndar de glucosa 100 mg / dl.

Aparatos:

- Centr{fuga.
- Coloriaetro.

Procedimiento:

Se mezelan 20 ul de suero con 2 m! de la wmezcla de reaccidn,
se incubs 10 minutos a 37°.C. en la obscuridad y se mide el color
final (470 =560 nm) a 20-25'C en un lapse no mayor de 15 minutos
posteriores a la incubacidn.

Todas las medicidnes de nmuestras se hacen por duplicedo,
frente a un blanco y un estdndar. (por duplicado también.)
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Cdleulos:

La concentracidn ( ¢ ) de glucosa en suero se calcula:

c = ]00 x Lectura prueba - Lectura Blenco, ag. / di.
Lectura estdndar - lectura Blanco

¢c = 5.55 x Lectura prucba - Lectura Blapco maol. / 1.
Lectura estdndar - Lectura Blanco

Observaclones:

La solucién 1 contlene azida de sodie como conservador.
Evitar el contacto con la piel ¢ las mucosas. La ingestién de
grandes dosls puede provocar vasodilatacion y un descenso de la
presieén sangulnea., Terapia sintomdtica.

La solucidn 2 contiene fencl, es venenoso si estd en contacto
con la piel ¢ es ingerido. Causa cauterizacidon. En caso de
contacto con la pilel! lavar con abundante agua.

Triglicéridos.

Reactivo para triglicéridos (celor).

Fundeamento:

El glicerol producido por hldrdlisis enzimdtica de
triglicéridos es fosforllado por adenosinatrifesfatasa (ATP) para
producir l-glicerofosfate y ADP en la reaccidn catalizada por
gliceroquinasa (GK). El glicerofosfato en presencia de
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD+) para producir NADH que
es usadc para reducir la anilina de cloruro de 2-tetrazolio
(iodofenil-p)-3-(nitrofénil=-p)-5-fenil (INT) a formazan en la
reaccidn catalizada por diaforasa. El formazan absorbe la Juz a
500 na. La Intensidad del! color formado es proporcional a Ia
concentracidn de glicerol y por tanto, a la concentracidn de
triglicérides.
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Lipasa
Triglicéridos -=—=-==v==-=- ) Glicerol + Acidos Grasos
GK
Glicerol + ATP ==-==- > l=Glicerofosfato + ADP
G-1~PDH
1-Glicerofosfato + ¥AD+ =~—==-—=--= ) Fosfato de dihidroxtacetona *+
NADH

Diaforasa

NADH + INT —----=m--oemmone > Formazan + NAD+

Reactivos:
Juego de reactivos para triglicéridos, que contiene:

- ATP

- NAD

- INT

- 6K ( microbfana).

- 6-1-PDH (mdsculo de conejo).
- Diafora (Cl. Rluyveri).

- Lipasa (micraebiana).

- Amortiguador pH 7.7

Aparatos:

Espectrofotdmetro

Procedimientos

Se mezclan 10 wl! de la nuestra con 1 wml! del reactive
reconstituido, despuds de 18, pero dentro de 30 minutos, a
temperatura ambiente, leer las absorbancias de cada prueba.

Cada prueba se realiza por duplicado frente 2 un blance y un
estdndar. (Por duplicado también).
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Cdlculos:
La concentracién ( ¢ ) de triglicéridos se determina por:

c = Abs. prueba - Abs, blanco. x 500 ng / dl
Abs. Calibrador - Abs. Blanco

Observaciones:

Evitar la ingestion y el contacto con ifa piel. La toxicidad
de este reactivo no ha sido establecida.

Como este reactive mide tambidn glicerol, todos los materiales
usados en el ensayo deben estar libres de glicerol.

g - Amilasa.

Reactivo para o - amilasa.

Fundamento:

La o = amilasa cataliza la hidrdlisis de p-nitrofenil
maltoheptaosida bloqueada (PNPG7 blogqueada) El grupe blogueador
de la PNPG7 inmuniza el substrato contra la descomposicidn . por
medio de las dos enrzimas auxiliares que contiene el reactivo,
pere npo por la o - amilasa. Una de las enzimas auxiliares, la
gluccamilase, hidreliza los productos de Ila reaccida de la
amllase y otra, la maltasa (¢ - glucosidasa), cataliza la
liberacién del p-nitrofenilato (PNF). El indice de produccidén de
PNF,tnbservado es proporcienal a la actividad de la amilasa en la
muestra.

o = amilasa
PNPG7 =rm=wem= mm—=—esaea > PNPG3 + Maltotetraosa,
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Glucoamilasa
PNPG3 wmm=rm=mmmme—mn—— > PNPGI + Glucosa.

PNPG] =====em——m—mem— > PNP + Glucosa.

Reactives:

Juego de reactivos pare & - amilasa, que contiene:

~-PNPG7 bleoqueada

~Clorure de sodio

-Cloruro de calcio
-Maltasa ( & - glucesidasa)
~Glucoamilasa

~Amortiguador pH 7

~Azida de sodio.

Aparatos:

Crondmetro

Espectrofotémetro

Procedimiento:

Se mezelan 40 wul de la wuestra com 1 w»i del reactivo
reconstituido, despuds de un periods de incubacidn a 37°C de 1
minuto tomar la lectura de absorbancia (Ao) a 405 nm y hacer otra
lectura-posterior después de transcurride 1 minuto (Al).

Las pruebas se realizan por duplicade frente a un blanco también
por duplicado.



97

Cdiculos:

La actividad de la o« - amilasa puede expresarse usando la
unidad Jlanternacional ( la cantidad de la enzima que catalize la
transformacidén de 1 umol de substrato por ainute bejo condiciones
definidas).

Primero se resta la lectura de absorbancia Ao (tiempo 0} a la
lectura de absorbancia Al (tiempo 60 seg), para obtener 4 A

oK amilasa = A A/min x 10 x 1.04
actividad (U/L) (8.9 x 10 ) x 1 x 0.0%
Donde:

4A = Incremento en la absorbancia a 405 nm.

min = minuto. .

8.9 x 10 = Absorbancla molar de PNF & 405 nm y 37 C
¢ 8.9 x 10 litros x mal x cm

10 = Factor de conversidn de moles a umoles

1 = Recorrido de la luz en cm

1.04 = Volumen total de reaccidn en ol.

0.04 = volumen de la muestra en al.

Observaciones:

No se debe pipetear directamente con la boca este reactivo
debide a que este reactivo es sumamente susceptible a la
contaminacién de !a amilasa salivaf.

Los anticoagulantes como EDTA 6 citrate de sodio inhibirdn la
actividad de 1a o - amilasa.

Protefnas:

Métode de Lowry para determinacién de protefnas con el reactivo
de Folin - Cicocalteau. (1)
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Fundamenta:

Desde que se propuso el uso dei reactivo de Folin para la
determinacidn de protefnas, han sido reportados humerosas
modificaciones analfticas a su procedimiento de utilizacidn. Se
han estudiado las limitaciones y peculiaridades de este reactivo
con respecto a efectos a diferentes pH, tiemape de reaccién,
concentracion del reactivo y sustancias que interfieran.

La modificacidn'de Lowry para la determinacidn de protefnas con
el reactivo de Folin proporciona gran sensibilidad ( hasta 5 wug
de proteina) y simplicidad en el procedimiento.

El color gque produce el reactive de Folin - Ciocalteau se debe a
la reaccida de le protefna con la solucidn de cobre alcaline y a
la reducciocn del fosfomolbdato ~ fosfotungstate del reactive por
la protedna tratada.

Reactivos:

1.~ Solucién preparada en agua destilada de Na, €0y al 2%,
tartrato dobie de soedio y potasio 0.02% y NaOH 0.4%

2.~ Solucidn al 0.5% de CuS04.5H.0 en agua destileda.

J.- Se mezcla la solucidn 1 con [a 2 en una proporcidn de 50 a 1

Aparatos:

Vortex.
tolorimetro.
Baffio de 37:C.
Centrifuga.

Procedimiento:

Se toma la allcuota de la muestra una vez procesada y se completa
el volumen a 0.5 ml.

Se afiaden 2 mi de la solucién cupro alcalina (sol. 3), se mezclan
y Se deja reposar por 10 ninutos, despuds de ese tiempo se Aaflade
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0.2 m! del reactivo diluido de Folin = Cicalteau, se mezcla y se
deja reposar 20 minutos despuds de los cuales se lee absorbancia
a 330 n».

Esta prueba se realiza por duplicado frente & un blance y curva
estdndar. (también por duplicado.)

Cdleculos

La concentracidén de protef{nas es expresada como:
ug de protefna / put

Al interpolar el valor de la absobancia de la muestra menes el
valor de absorbancia del blance en una curva estdndar de
absorvancia vs concentraciodn.

Posteriormente se relacionan los ug de proteina / aml con el
procesamiento que se le dié a la muestra y el volumen de ésta y
se expresa finaimente como:

ag de protefna s/ @l de homogenizado,
Observaciones:
El reactive de Folin = Cicalteau debe manejarse con cuidado y

evitarse su Iingestidn 8 contanco con la piel, pues es tdxico.

Peso_Seco
e

Determinacidn de peso seco o oxidacidn de materia orgdnica.

fundamento
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El nmétodo consiste en hacer reacclonar muestras biolégicas con
una seolucitn dcida de dicromato de potasic com el fin de oxidar
al mdxime la materia orgdnica contenida en la bpuestra, Ia
cantidad de wmateria orgdnica presente es proporcional a la
intensidad del color obtenido.

Reactivos

1.- Solucidn de dicromate de potacio en 4cido sulfdrico
concentrado, en proporcién de 1g de dicromate por 50 =l de
dcido sulfdrico concentrado.

2.- Solucién estdndar de manosa ¢ manitol de 2 mg / ml.

Aparatos

vértex.
Colorimetro.

Procedimiente

Se toma una alicuota de 50 ul! de homogenizado y se completa a I
wl con agua destilada, se !e agregan 2 ml de la soluecidn de
dicromato de potasio en 4cido sulfdrico, se mezcla bien, se deja
enfriar y se lee absorbancia a 660 nnm.

Las muestras se procesan por duplicado lo mismo que el blanco y
la curva estdnder frente a las que se corren las muestras.

Célculos

La concentracidén de materia orgdnica presente se expresa en!

ug de Peso Seco
al

Al interpolar el valor de la absorbancia de la muestra menos el
valor de 1la abserbancia del blanco en una curva estdndar de
absorvancia vs concentracidn de manosa ¢ manitol.
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Posteriormente se relacionan las unidades antes mencionadas de ug
de Peso Seco /ul con el volumen original de muestra de
homogenizado expresandose entonces como:

mg de Peso Seco
=l de homogenizado

Observaciones

Este método tiene la ventaja de ser sensible, exacto y precisc
usando equipo estdndar insensible a compuestos inorgdnicos, es
aplicable a homogenizados de tejidos en soluciones orgdnicas asf
como tiene la desventafa de que el dicromato reacciona
espec{ficamente con grupos que contiemen carbono y por lo tante
la participacidén de el o otros elementos en la composicidn del
materiai bioildgico dardn propercicnalmente menor absorbancia.

Se debe tener culdades con el manejo del dcido sulfidrico
concentrade pues puede causdar serias quemaduras.

Arginasa
==

Determainacidn de ia actividad de erginasa y caentidad de urea
producida por arginasa., ( 4 )}

Fundamento

La actividad de arginasa ha sido establecida por medicién de:

a) Incremente de la concentracidn de arginasa.
b) Un incremento en la concentracidn de ornitina.
¢) Un Incremento en la concentracidn de urea,

Se debe hacer notar que séle alginos mdtodos son dtiles para la
medicidn de actividad de arginasa en extractos de tejidos u
homogenizados,

El método que utiliza el reactive de tiosemicarbazida-diacetil
monoxima ~ urea (TDMU) es el que presenta la ventajes de ser un
método colorimétrico directo aplicable a homogenizados de tejido.
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La aparicidn de celor en este mdtodo es debida a la reaccion de
la urea formada con la tiosemicarbazida diacetil wmonoxima en
medio dcido. N

La aparicidén de color en dste método depende del tiempo y
temperatura de calentamiento.

El tiempo requerido para el desarrolle wmdximo de color es
dependiente de la temperatura, la intensidad de la reaccidn
disminuye con el incremento del tiempo de calentamiento sobre
850C, lo que indica que el producto es !4bil a la temperatura.

Reactivos

Solucién 1.- Reactive coloride: Extracto acuose de una solucldn
que contiene tiosemicarbazida 2.4 nH y 2,3
butadiona monoxima 4.1 mM,

Solucién 2.- Reactivo d4cido: 0.1 wl de cloruro de fierre III 0.12
M en dcido fosférico al 56.7% y 100 nmf de 4cido
sulforico al 20 2

Solucidon 3.- Solucidn estdndar de urea 15 ug / ml.

Aparatos

Parrilla eléctica.
Vértex,
Colorlmetro.

Procediento

Una vez procesada Ia muestra de homogenizado para esta pruebda, se
toman aifcuotas de 400 wl y se completan a 1 ml con agua
destilada. .

Se agregan a esta muestra I wml! del reactive colorido v
posteriormente 2 ml del reactivo dcido. Se mezclan y se cubren
los tubos gque contengan estas muestras y se someten a un
calentamiento en bafio de agua a 92°C por 25 minutos, despuéds de
lo cual se enfrilan y se lee absorbancia a 530 nm.

Estas muestras se hacen por duplicado, lo mismo que el blanco y
la curva estdndar que se corre con las muestras.
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Cdlculos

lLa actividad de arginass se expresa en!

ag urea
ul x 15 min,

Al interpolar la lectura de la absorbancia de la muestra mencs el
valor de la lectura del blanco en una curva estdndar de
absorbancia vs concentracidn de urea.

Posteriormente se relacionan las unidades anteriores, ug urea/ul
x 15 min., econ e! volumen de nuestra de homogenizado y el
procesamianto dado y finalmente se expresan como:

my urea
al homog., x 15 aia.

Observaciones

Se debe tener cuidado con el manejo de los reactivos:
tiosemicarbazida, monoxima y dcido sulfirico al 20 % que son
toxicos si estdn en contacto con la piel 6 son ingeridos. :

DNA

Determinacién de DNA (dcido desoxiribonucléico) ( 2 ).

Fundamento

En 1956, Burton propuso una modificacidn al métode de Dische en
la cuantificacidn de DNA al adicionar en le reaccidn el
acetaldehido, lo que permite el desarrollo de color en esta,

Este método es 3.5 veces mds sensible que el original de Dishe

En 1965 se publica una modificacién al método de Burton, que lo
hace adn mds sensible. Las modificacienes son:
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a) El acetaldehfdo ne se incorpora a la mezcla de rectivos en un
principio si no se agrega aislado al final de la reaccién, con
1o que se consigue hacer descender el blance a una tercera
parte del método original.

b) Se prueba que la adicidn de dcido sulfdrico es inecesaria, la
muestra de tejido se encuentra ya en dcido perclérico 2 M, lo
cual simplifica el método produciende wmayor desarrollo de
celor.

¢) La sensibilidad del método es casi duplicada al aumentar la
difenilamina de un 2 a un 4% y la relacidn entre nmuestra y
reactivo es de 4.2 a 2,2

Reactivos

- Acido perclorice 2 M.

- Acetaldebidoc 1.6 mg / ml

- Difenilamina 42 en dcido acético glacial.

~ Solucidn estdudar de DNA de 100 pg /ul en dcide percldrico 2 H.

Aparetos

Centrifuga.
Espectrofotdmetro.
Vortex.

Baffo de 37° C.

Procedimento,

Se toman alfcuotas de 100 a 200 ul de las muestras una vez
procesadas y se completa el voluren a 500 ul con 4dcido perclérico
2 M, despuds de lo cual se agregan 50 ul de acetaldehfdo 1.6 =g
/ ml y se agita para incorporar adecuadamente, después se agregan
0.5 wl de difenilamina al 4 £ en dcido acético, agitandose
tambidn para ayudar a incorporar. Se proceds a cubrir los *ubos e
incubarlos en un baflo de agua a temperatura de 37° C por 18 horas
aproximadamente, después de las cuales se lee absorbancia a
600nm.

Cdlculos

La concentracidén de DNA se expresa como?
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aug de DNA
al

Obtenidos al interpelar la lectura de absorbancia de la nmuestra
menos el wvalor de la lectura de absorbancia del blanco en una
curva estdndar de absorbancia vs concentracidn de DNA.

Posteriormente se relacionan las unidades anteriores con el
procesamiento de la muestra y el volumen original de homogenizade
quedando espresado el valor entonces:

rg de DNA
mi

Qbservacionas

El1 acetaldeh{do concentrado al diluirse produce una reaccidn
exotérmica muy fuerte por lo que debe tomarse en cuenta en la
preparacién del! reactivo, ademds de que es muy voldtil por lo que
debe mantenerse en congelacidn.

Tanto el acetaldehido como Ila difenilamina sen téxicos si
persanecen en contacto con la piel per largas perfodes.
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