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RESUMEN

La adainistracion intramuscular de esperamidina y arginina a
diferentes tiempos después de dafc pancredtico producido por
aloxana en ratas de la cepa Long Evans, indujo cambios

bioquimicos indicativos de una posible recuperacidn pancreatica.

El grupo de ratas dafladas con aloxana presentd un
incremantc en la concentracion de glucosa, triacfigliceridos,
actividad de arginasa sérica y protelnas tisulares, asf como una

inhibictén en los niveles de arginasa tisulares.

En el grupo tratado con espermidina (5mwgrsKg) se cuantiod la
recuperacidn en la actividad de arginasa sérica, en protefnas en

homogenizado, alfa amilasa y triacilglicéridos.

En los grupos de ratas tratados con arginina aunque Ia
recuperacion existis, ésta fue menos evidente que para Ios

tratados con espersidina.

El efecto de espermidina an pancreas dafado con aloxana

representa unad promisoria opcién a estudiar.



!
I NTRODUCCION

Las poliaminas, entre las que destacan espermina,
espermidina y su precursor putrescina son catlones orgAnicas de
bajo peso molecular que se encuentran ampliamente distribufdos en
todos los sistemas celulares. En general, se sabe que los
procarlaontes contfenen concentraciones mayores de putrescina que
de espermaidina y que no contienen espermina, a diferencip de los
eucariontes que poseen bajas concentraciones de putrescipa y

contienen espermina y espermidina.

La funcien biolégica de estas soléculas ha sido teaa de
muchas investigaciones. Se ha demostrado que se rsintetizan en
grandes canitidades durante el crecimiento de tejido normsal y
neoplasico (1) . AdemAs de tener efectos isportantes an Ia
sintesis de Acidos nucldicos y proteinas (4) las poliaminas
pueden actuar como sustratos de las transglutamilasas las cuales
estan presentes en celulas productoras de insulina (2,3,7) y

desempefian un papel importante en la liberacidn de la horsona.

Estudjos recleptes indican que las poliaminas se localizan
en cé&luylas productoras de Insulira y que su bilposfntesis "in
vitro™ es estimulada por glucosa (2,6), Otros estudios sugieren
que en adipocitos, la espermidina tiene un efectv parecido a la
insulina puesto que Inhibe la lipbdlisis y estimula Ia conversidn
de glucosa a dioxido de carbono , procesos que sin duda se
relacionan con camblos en la permeabjlidad de Ja wmembrana

celufar. (5).



Debido a Ila presencia de las poliaminas en células beta
pancreosticas, a su copportamiento parsecido a la Insulfina y a
que S8 encuentran Intimasmente relacionadas con procesos de
divisién y proliferacién cefular, el presente estudio evalba
los efectos de espermidina y de la arginina que es precursor
de la biosfntesis de pollaminas en la funcidn endbcrina del
pPAncreas de rata arectado por aloxana, as{ como analizar tamhien
un posible efecto inductor de la recuperaciébn de la tunc!an.

endbecrina pancrestica.
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oBJETI VOS
OBJETIVO GENERAL:
Anal fizar por métodos fisicoquimicos los efectos producidos

por aloxana en la porcion enddcrina de! pancreas, as! coma su

posible recuperacidn inducida par arginipa y espermidina .

OBJETIVO PARTICULAR:

Estudiar el efecto in vivo de la espermidina y la arginina

sobre e! wetabolismo de la glucosa sanguinea.



HIPOTESIS

La administracién de arginina , precursor de la biosltesis
de poliaminas y espermidina recupera la funcidn de los islotes

de Langerhans afectados por alaxana.

La espermidina regula el metabolismo de Ia glucosa al

facilitar su transporte a través de la membrana celular.



1y
ANTECEDENTES

La presencia de poliaminas en wmateriales bialégicos se
roportd hace mas de 300 afos. Actualmente se ha demustrado que en
los mamfferos los niveles tisulares de éstas moléculas son
mayores an Organos con sintesfs activa de acido ribonucléico
(RNA) (4), tal o5 el caso de la moédula osea, la préstata y el
pancreas En este dltimo se han detectado altas concentraciones
de esperwmina particularmente en las c¢élulas productoras de

fnsulina (2,6).

Las concentraciones de poliaminas se incrementan de manera
asrcada en el higado de rata en regeneracién, en tales
circunstancias se observa un i{ncremento en la actividad de

las enzimas involucradas en su biosintesis ¢8,8).

Existe poca informacidn a cerca de la actfvidad
tarmacoldgica de las poliaminas. La putrescina ha sido
administrada a ratas por via intraperitoneal en dosis dr 200-400
mg r’kg de peso e inyectada en cerebro por via ventricular
(100 nmol/rata ) con lo que se ha demostrado que esta tiene un
efecto analgésico-dosis dependiente. En estas circunstancias nao

se ha observado ninguna toxicidad colateral (10J.

4.1. POLIANINAS.

Las poliaminas estadn ampliamente distribufdas en los

sistemas bijoldgicuos aunque Jlas concentraciones relativas de



putrescina, espermidina y espermina varlan notablemente en

celulas diferentes .

En general, los procariontes tienen Ras altas
concentracfones de putrescina que de esperaidina y carecen de

espermsina.

Los eucarifontes tiemen generalwmente bajas concentraciones

de putrescina y tlenen espermidina y espermina.

La Vputresclna es e}! precursor de la sintesis de |ia
espernidina y la esperwina; en las células animales esta diamsina
se obtiena de la ornitina, sin embargo, en las células vegetales
superiores en bacterias y hongos la putrescina puede obtenerse a
partir de agmatina (32), que a su vexr as producida por la

descarboxiliacion de arginina.

4.1.1. Blosfntesis, interconversidn y degradacion de poliaminas

&n samiferos.

En los mamlferos, la biosintesls de pollasinas se |leva
acabo a partir de la ornitina, é&sta proviene del plasma, adomis
de que puede formarse dentro de ias células por accién de la
arginasa. Es posible que esta enzima aspliamente distribulda en
los diferentes tejidos, se encuentre presente en tejidos
eoxtirahepAticos para facilitar la disponiblilidad de ornitina para
la biosfntesis de pollaminas. Por esta razdn, se ha pensado que
la arginasa puede ser una de las enzimas que regulan Ia etapa
inictal de la biosfntesis de poliaminas, dabx:endo resordarse que

su participacidn fisioldgica tradicionalmente estudiada se



relaciona cen el ciclo de !a urea.
La ruta que conduad a la formaeian de  putreseina es &

través de la enzima ornitina desoarhaxilasa (ODE). &Beta eR’ika

depende para su actfvidad de fosfato de piridoxal.

Para convetir a [Ia putrescina en espermidina debe
adicionarse un grupo propilamina. Este grupo se deriva de la
metionfna, la cual primero es convertida en S-adenosil!metionina y
luegn descarboxilada por la S-adenosiimetionina descarboxilasa
CSAMD) el producto de la descarboxilacion, S~
adenosilhomocisteamsina, es utilizado como donador de grupos

propllamina para la sintesis doc espermidina y espermina.

La SAMD de los mamiferos es activada por putrescina o
ftnhiblda por espermidina; esta enzima, que depende del piruvato
como cofactor, estA presente en los tejldos en muy altas

cencentraciones.,

Es importante mencionar que la incorporacidn de los grupos
propilamina para Ja sintesis de espermidina y espersina se lleva
a cabo por la aceidn de las enzians espermidina sintetasa y

esperwina sintetasa respectivamente . (Figura No 1)

A pesar de la similitud entre estas dos reacclones cada
enzisa tiene cierta especificidad por su propio sustrate. Las
aminopropiltransferasas se encuentran presentes en diversas
células en cantidades mayores que las descarboxilasas. Se ha
pensado que son reguladas por la disponibilidad de sus sustratos,
particularaaente la S-adenosilhomocisteamina, sin embargo, en el

caso de la espermidina sintetasa se ha observado que su actividad

a8



también se eleva en respuesta 8 hormonas, regeneracién tisular y

factores de cracisiento celular.
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Par otra parte, se ha demostrado gque las reacciones
catalfzadas por las dos sintetasas son irreversibles, y que la
conversién de la espermina en espermidina y de ésta von pulrescina
ocurre {In vivo. Esta Interconversion tiene lugar por accion de

las enzimas: espermidina-N-acetiltransferasa y poliamina oxidasa.

Por otra parte la putrescina puede ser oxidada por Ia
dfaBina oxidasa producliendo gamma-aminobutiraldehido en lugar de
convertirse en espermidina; este aldehldo puede posterioraente
ser oxidado a gamma aminobutfrato (GABA) o dar origen a
campusstas clellecos. Pero la putrescina puede tambhién ser
acetilada por una enzima microsomal y la monocacetilpulrescina ser
oxiada por una monoamina oxidasa, para producir GABA lo que

podrta ocurrir en tejidos comoc el cerebro. (Figura No 2).

.2
Arginina Ornitind co
@ :
Glucosa Putrescina  Acgtil-CoA
} = BN
Piruvato 4, o
i < L
Acetil-Coa H;NMC'rO CHg=C-RHVVNH,
A Glutamato i 13! O
- 03,‘-.‘ €O % v CHF C-NHACLO

[} MECOo -
Malate c:‘j @ g« 2 o /3
P =C—NH AN,
_Suecnao Susn;nato tilo cnag NH ct)?H
N-Acetil-§-aminc
@ butirato

@ Lanzadera de! ¥-aminobutirato

SIEAA D ¢ Tatsbolizse de patrescina via dtids gasea dsane tutirszc,
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Las poliaminas acetiladas han sido encontradas en sangre y
orina pero en cantidades pequefias y no es clara la importancia de

la acetilacidn que permite la excresidn de poliamina.

4.1.2, Interacciones entre el clclo de la urea, biosintesis de

poliaminas y ol ciclo de los Acidos tricarboxilicos.

El ciclo de Ia urea ha sido bien fdentificado en su
conjunto y ahora se sabe que consiste de 5§ pasos. como se muestra
en la Figura No 3 :

1) La conversidn de bicarbonato y amonio en carbamofl
fosfato.

2) Formacién de citrulina a partir de ornitina y
carbamoifl fosfato.

32 Conversion de cltrulina y aspartato en
argininosucceinato.

4) Hidrélisis de argininosuccinato para formar arginina.

85) Degradacion de arginipa para rormar ornitina y urea.

La ornitina asi formada estA nuevamente disponible para su

utitizacion en el paso 2 y la urea es excretada.

Los dos pasos Infcilales son catalizados por las enzimas
aitocondriales, carbawoilofosfato sintetasa | v ornitina
transcarbami lasa, y las tres @ltisos por las enzimas
citoplasm&ticas, arginosuccinato sintetasa, argininosuccinasa y

arginasa respectivamente.

Estas enzimas sclamente estédn presentes cn  canlidados

suficientes para llevar a cabo la ureogtnesis en el higado.

ti
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FIBRA 3 : Interacciones entre el ciclo de Ja urea, el ciclo de Frebs y 1a biosintesis.

La sintesis de argininosuccinato es un paso importante en
la Inleraccion del! cifclo de la urea con el de Krebs. La =lapnina
es transaminada para formar piruvato, y su grupo amino lo cede al
a@alfa coetoglutaratn, pasando éste a giutamato. El piruvato es
descarboxflado para entrar al ciclo del &cido cftrico como un

fragmenta de dos carbonas.

El glutamato por una reaccidn de transasinacioén con el
oxalacetato, forma aspartato y se regenera el slfa cetoglutarato.
E! aspartato as! formada contiene el segundo grupo amino
destinado para la sintesis de la urea. El fumsarato que se obtiene

por hidrolisis de argininosuccinato regresa al ciclo del! Aacido

12



eftrico y la arginina queda disponibile para la sintesis de

protefpas en tejidos extrahepaticos.

Por otra parte, la arginasa efectta la conversidn de
arginina en ornitina y urea y asf se completa el ciclo. Se ha
observado que cuvando aumenta la sIntesis de poliaminas sumenta la
actividad de arginasa y que asf se inerementa el suninistro de

ornftina hacia 0DC.

4.1.3. Efecto de las pollaminas en e! crecimiento y proliferacidn

celular.

Se ha demostrado en muchos sistemas celulares que las
pollaminas son necesarias para el crecimiento optiomo; en la

mayoria de las ctlulas esta necesltdad es abscluta.

En ta frigura No 4 se muestran algunes de o5 etectos

biolégicos de las poliaminas.
4.2. METABOLISNO DE CARBOHIDRATODS Y POLIAMINAS .

La incubacion de adipocitas de rata con insulina, espermidina
o espermina, estimula Ila conversidn de glucosa a diéxide deo
carbono e inhibe la 1ipdlisis, estos efectos han sido observados
cuando Ias concentracfones de jas poliaminas varian entre 1-50

mcm (6J.

Cuando se utilizan concentraciones elevadas de espermidina y
espermina, el aumento de la oxidacién de 1a gilucosa y la
supresidn de la lipdlistis son idénticos a los efectaos producidos

por insulina.

13



1 POLIAMINAS COMO FACTORES DE CRECIMIENTO
En miccoorganismos,
En células da mamifeco.

N

ESTARILIZACION DE MFMRRANAS CELULARES.

[

ESTARILIZACION DE PARTICULAS SURCELULARES.

-

ASOCIACION CON ACIDOS NUCLEICOS

Estabilizacién det DNA contea la desaatucalizacién de DNA,
Asociacién con tRNA.

Estabilizacidn de la forma superearollada éel DNA.
Empacamiento del DNA en bactecicfagos.

Estimulacién de la sintesis de DNA.

Estimulacidn da la sintesis d¢e RNA.

Modificacioa de la actividad de riboauclcasas.

Estabilizacion del RNA recién sintetizado.

S EFECTOS SORRE LA SINTESIS DE PROTEINAS.
Fijaciéa de moléculas de tRNA a ¢ib
Estimulacién de metilacioa del tRNA,
Resmplazamiento de Mg+ eala 16n do aminocil tRNA sistel
Asociacidn con ribosomas.
Fidelidad de la traduccién,
Iniciacion de la traduccidn.
Estimulaciéa de la aucleotidiltzansferasa de tRNA.

6 EFECTOS SOBRE VARIAS REACCIONES METAROLICAS.
Estimulacion de nucledtido cinasas.
Madifi 16

de las actividades de proteinas cinasas.

Iacremento de la ADP-ribosilacion de proteinas aucleares.

Activacion de fosforilasa b,

Eslimulaciéa de lipolisis.

Aclivaciéa de colina cinasa,

Incremenlo @n 1a utilizaciéa de fructosa en espermalozoides (epididimo).
Ishibicién da ATPasa.

Modificacidn de la actividad de acetil colina esterasa.

Takibicia de 1a agrexacion de plag

Estimulacica del boli: de diol e mi de higado.

Flam 4 . 14



El mecanismo por el cual la espermidina y la espermins tienen
acclones parecidas a la insulfna no estA wmuy estudiado, sin
embargo, se sabe que no se debe a la fuerza [(Onfca de estas
woléculas, ya que al sowmeter al mismo estudio a los adipocitos de
rata, la putrescina (de fuerza iénica similar) no presenta este
comportamiento, por lo que se cree que la Jinhibicién de la
1ipblisis por poliaminas se debe a supresiones en los niveles de
Adenosin Monofostate clclicao (ANMPc), dicha afirmacion se
establece ya que Ia llpdlisis inducida con epinefrina o teorilina
s¢  Inhibe por las poliaminas, sin embargo cuando se administra

dibutiril AMPc esta accidn no se produce (5).

Las poliaminas intervienen en varios procesos bilolégicos a
nivel de mepbrana. E] grupo de Elgavish demostré que estas
woléculas estigulap el transporte de D-glucosa en céluylas
ciliadas renales. Dicho transporte quizdA se deba a la Inhibicidn
de la via Nat+ / H+ por espermina, estimulando asf el wecanismo
*sipport® de D-glucosa y Nat+ . En presencia de Mgt+ la esperaina
permite tener un 10% de s actividad de la Mg-ATPasa esto se debe
a la habllidad de esta poliamina por reemplazar el Mg++ en la
sintesis de ATP. El Mg++ reduce la carga negativa de ATP formando
Mg-ATP que despuds se combina con la ATPasa. Las poliaminas

tienen un efecto siallar combinAndose con el ATP (11).

Reclentemente se ha demostrado que algunas enziwmas de la via
glucolftica como hexocinasa , fosfofructocinasa y piruvate cinasa
del sitio de inplantacién de 1a rata son actifvadas

significativasente por espersina (12, 13)
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Por awedic de estudios de respirometria se sabe que la
espermidina y espermina son capAces de activar la conversion
de glucasa a dioxido de carbono, siendo ia estimulacion
esencialmente producida por insufina en células intactas y no
as! en células lisadas. En este punto, las poliaminas se compor-
tan de manera similar a !a cistelna, oxitocina y prostaglandinas,

las cuales también tiene un efecto similar a la insulina (5).

4.3. METABGOLISMO DE AMINGACIDOS E INSULINA.

El primer aminoacido con capacidad reconoccida para estimular
la secrecidn de insulina fue la leucina. Este efecta se encuentra
exagerado en presencia de hiperplasia patologica de las células

Beta y en los tumores (36).

Como se observa en la figura No. § la mayor parte, o
quiza todpos los aminpoAcidos fomentan la liberacién de insulina.
El] m=mAs potente de los estudiados en el hombre es la arginina

fprecursor de las poliaminas).
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En el perro se ha sugerido 1la existencia de diferentes
potencias, pero &sta evaluacidn es compleja debido a ia
Interaccidon del nivel de glucosa prevalente y algunos, pero no
todos los aminoAcidos. Asl,la lteucina puede estimular la
liberactén de insulina in vitro en ausencia de glucosa, lo que no
suceda con la arginina; las respuestas a ambas estdn potencladas
por la glucosa, pero el efecto es mayor en el caso de la arginina.
Lo anterior quizA es debido a que la leucina puede ser oxidada
completamente por el fslote mientras que la oxidacidn de arginina
es ®sucho mAs diflcll), si es gue tiene lugar. Por esto, los
mecanismos de estimulacidon parecen ser diferentes de unas
aminodcidos a otros - Aunque algunos aminoscidos no
metabolizables pueden Inducir la liberacién de dnsulina en
presencia de glucosa, parece claro que parte de la estimulacion
es independiente del metabolismo de 8&stcs. El mecanissc par el
cual los asinoAcidos estimulan la secrecidn de insulina, puede
ser a través de dos vias; una de las cuales depende de la
interaccidn con un receptor de membrana y 'a otra, de Ia
estimulacidn del metabolismo fntracelular. Estas dos funclones
varfan en cuanto a su importancia de unos aminoAdcridos a otros,
por es0 la dependancia de glucosa es tan varifable. La observacidn
de que el efecto de la arginina sobre la Iiberacidn de insulina
es multif@sica hace pensar que la duracidon del estfmulo es otra
variable importante. La administracion experimental de protefna y
glucosa Juntas dan lugar a menores niveles de glucosa y
respupestas fnsulinicrs mAs altas que cuando la glucosa es dada

sola (14).
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4.4, PANCREAS.

Las concentraciones tisulares de poliaminas han sida
determinadas en algunos érganos. Se sabe que el pAncreas de rata
contiene B8.62 woles/g de peso htmedo a diferencia dei cerebro

humano que tnicasmente contiene 0.23 (15).
4.4.1. Funcidn exdorina.

El pAncreas es la principal fuente de enzimas (alfa-amilasa,
quimotripsintgeno, etc.} que acttGan sobre | duodeno, yeyuno y en
menor cantidad en el [leé&n. En los seres humanos la sintesis de
enziwas pancresticas es de aproximadamente 10 g de proteina por
dla . El pancreas de rata que salo contiene 0.2 g de proteina on
sus tejidos sintetiza cerca de 0.4 g de proteina enzimdtica en 24
horas. E] pancreas también secreta bicarbonato el cual neutraliza
e! contenido Acido que e}! estomago pasz al duodeno. Esta
secrecidn lleva el pH a un valor de 6-7 en el duodeno lo cual

permite que las enzimas digestivas actfen con mayor eficacia.

4.4.2, Funoion enddorina.

Et! pAncreas exdcrino juega un papel ifmportante en la funcién
gastrointestinal, perc la Influencia sobre el metabolismo
corporal la ejerce el paAncreas endocrino a traves de las acciones
de la insulina y el glucagén. E! papel endocrino del pancreas fue
reconocido por vez primera en 1886 cuando HMinkowski y Von Mering
produjercn diabetes en perros después de una pancreatectomfa

total.
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4.4.39. Anatomfa del! Pancraas endborino.

La funcidn endécrina pancredtica se lleva a cabo en los

ls.lates de Luangerhans.

En la actualidad se debate afin el vrigen Ji las células
enddcrinas del! pAncreas. Pearse sugirid que las células
de los lIslotes se originan a partir del hneuroectoderso; su
hipdtesis se basa en una caracteristica enzimdtica comtn de las
células enddécrinas secretoras de pollpéptidos, y que consisite en
su capacidad pa.ra sintetizar awinas a partir de precursores
comunes. Por ello las clasificd como perteneclentes al sistema

APUD (Amine Precursor Uptake and Decarboxilation). (18

Pearse ha sugerido que todas las células que tienen esa
propiedad derivan de la cresta neural:. HNientras que &lgunas
ceélulas derlvan de este tejido, tlenen come principal funcidn Ia
gecrecion de aminas. Muchas de las células secretoras de
polipépttdos retienen Ia capacidad para convertir precursores en
sus aminas correspondientes tal es el caso de la conversion de
dihidroxifenflalanina a dopamina y de 5S-hfdroxitripté6bfano a
serotina. En experimentos con pAncreas de feto de ratén se
obsarvd células claras sin grAnulos sacretores con
caracteristicas APUD, que ma&s tarde contentan insulina 34
glucagdn. Es posible que en un estadfo smuy precor del desarrollo,
estas celulas emigrasen hasta el intestino primitivo y mAs tarde
forsaran las células secretaoras de péptides de tubo digestivo y
paAncreas. La teorfa APUD estA confirmada por el hallazgo de

células endécrinas secretoras de polipéptidos de origen



inequivocamente ectodérmico ( células € " de tirofdes), . . que
comparten caracteristicas citoquimicas con las células APUD ' del

paAncreas enddcrino e intestino .

Aunque aproximsdamente hay un milldn de islotes repartidos
por todo el pAncreas, su peso tan sélo representa el 1% del
total, no obstante su bajo porcentalje, los islotes pancre&ticos
dasempeflan un papel i{mportante en el control! del wmetabolismo, ya
que ademads de insulina producen tres hormonas: Glucagén (una
protefna antagonista de la accidbn de la insulina pues eleva los
niveles de glucosa en la sangre), polipéptido pancredtico (regula
la libgracidn de las eanzimas digestivas pancredticas) y
somatostatina (una protefna que inhibe ta secrecién de las

hormonas producidas por los islotes).

Cada islote de Langerhans aloja aproximadamente a 300 células
productoras de hormonas. Mediante la exposicién de cortes de
Islotes a anticuerpos especlififcos para cada hormona, reforzada
por el marcaje de estos antlcuerpos con una moleéculia
fluorescente, se bha demostrado que cada hormona se sintetiza en
un diferente tipo de célula, las células Beta, constituyen oads
del 70% de Ia poblacién celular de los isiotes y secretan Ia

insulina directasente a la circulacidon sanguinea.
4.4.4. Insulina.

La insulina es una proteina relativamente pequefia con peso
a&clecular de 5734 daltones. En 1955 Sanger determind su

estructyra, siendo la primera protefna secuenciada .
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4.4.4.1. Quimica de !a Insuiina y Precursores.

La insuifnp cristalina generalmente contiene de 0.3 a 0.6X de
zine, con frecuencla se observan diversos dimeros y hexdmeros. La
Ifnsulina es refativamente més soluble a pH comprendidos entre 4 y

7. Su punto isoeléctrico es a pH=5.3 .

Como se muestra en la figura No 6, Ia wmolécula de insulina
estd frormada por dos cadenas polipeptidicas diferentes (una
cadena A qua consiste en 21 aminoacidos que es 4clda y una
cadena B que consta de 30 aminolfcidos la cual es basieca), unidas
por dos puentes disulfuro en las posicliones 7 y 20 de la cadena A

y ? y 19 de la cadena B.

El mecanismo de ensamblaje de esta protefna se  descubrio
en 1960 por ponald F. Steinert y colaboradores, ellos incubaron
c&lulas con aminodcldos marcados con un isdtopo radiactivo. Las
células incorporaron aminoAcidos en Jlas protefnas, quedando asi
al descubierto por su wmarcador radioactivo. Asl se descubrifd
que la Insulina se sintetizaba realmente comoc un fragaento de

una proleina mayor: Proinsullnpa.

La proinsulina tiene una cadena adicional a la insulina que
se dernomsina Péptido C, 8ste se encuentra unido a la cadena A y B,
E! péptido de unidn contiene residuos Acidos, prollina, lisina,
alanina, valina y leucina. En ambaos extresmos del péptido € se
encuentran regiones con gran proporcién de residuos polares y

poco més allA de estas regiones hay residuos bAsicos.
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La porcidn central contiene elevada concentracidn de
residuas de glicina rodeados por restos esencialmente hidréfoboes.
Esta composictén indica que la parte central de la wmolécula es
nas flexible y de hecho puede plegarse sobre si misma a través de
las fnteracciones de la porcién no polar dande lugar a una micela
hidréfoba que puede Interaccignar con upna zona hidrdfoba en |a
superficie de la molécula de fnsuilna durante el plegasfento

pPeptidico.

También se ha descrito un precursor de insulina de wmayor
tamafio, aproxfmadamente 11500 daltones. La traslacidn del RNA-
ha perottido J1a sintesis de suficientes cantidades de este
material, como para identificario en la rata y lamprea. Los
aminoAcidos extras estAn localizados exclusivapente en el extrego
amino; en la rata bhay 24. Como sucede con otras protefnas
presacretoras hay un gran némero de aminoAcidos con cadenas
laterales hidrdfobas. Se ha sugerido que éstos son Importantes
para Ja unién de polisomas a la membrana microsomal durante la
sintesis de profnsulina. Esta protefna que ha sido denominada
Pre-proinsulina, es diffct) de aislar en Ila c#lula Intacta
debido a que inmediatamente despuds de su sintesis es desdoblada

a proinsulina.

4.4.4.2, Biosintesis y aisa amiento de la insulina.

La Figura No. 7 es una representacidn esquematica de lo
sigufente: En el nocleo de la célula beta, el gén que codifica la
molécula precursora, la preproinsulina, se transcribe en Acido
ribonuciéico (RNA). El RNA mensajero, es exportado al citoplasma;

aqu! da instrucciones a las ribosomas anclados en el retfculo
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endoplasa&tico rugose para que ensamblen amincAcidos y formen la
preproinsulina. La presecuencla se corta probabilemente cuando Ia
preproinsulina entra en e! retfculo endoplasmAtico rugoso
quedando la proinsulina; esta altima se compone de la secuencia
de sminoAcidos que formard la insulfna unida por el péptido C. La
proinsulina unida probablemente a los receptores y las proteasas
se transportan en pequefias vesfculas, hasta el polo Cis del
aparato de Golgi; en este lugar se forman por evaginacion
vaesfculas que van hasta la sigufente cisterna y se fusionan con
elln. Estas vesfculas poseen una membrana con un recubrimiento
distintivo. Cuando se alcenza el punto més alejado del Aparato de
Golgi o Trans, las vesfculas recubiertas con clatrina dan lugar &
los grdnulos de secresidn revestidos. En estos granulos las
proteasas coaienzan a hidrolizar sl péptido C y las moléculas de
proinsulina para producir fnsulina, este proceso va acompafiado de
la pérdida de revestimsiento de clatrina , el resultado es Ia
formaacidon de Ios grAnulos desnudos que contienen en su mayor

parte insulink, que se Ifbera a traves de la membrana celular.

Puesto que los granulos contienen insulina y péptido-C
en proporciones equimolares, parece probable que el
almacenamiento ocurra en primer lugar, y sea segutdo por el
desdoblamiento en el fnterlor del grdnulo. La insulilna forma un
complejo con el zinc y es almacenads. El grénulo de la célula
Bata tasbién contiene [Ifpidos y en algunas espucies munoaminas

(16, 22, 23).
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El némerce de granulos presente vs un buen indicador de 1
cantidad de Jinsulina disponible, sin embargo no refleja 1a
velocidad de sIntesis o liberacidn de la insulina, si no tan sélo
el balance entre ambos procesos en algun momento. En el pAncreas
se almacena una gran cantidad de insulina (alrededor de 40 gramos
0 200 unidades en el caso de el hosmbre).

En general! cuando hay uns disminucién prolongada en Ia
sintesis y secrecidn de insulina pueden observarse un ntwero de
camblos en las células beta sucediendo as! un descenso en el
tamafio del nocleo, wenor nbmero de granulos, acentuactdn del

Aparato de Golgi y disminuctén de ribosowmas.

El! wmicroscopio electrénico demuestra que fos granulos de
insulina varian considerablemente en sus propledades tintoriailes.
Puesto que los granulos mds viejos son los primeros en ser
tiberados, probablexente las diferencias en Ia tincién
representan dIferentes estadfos en e! proceso de wmaduracién de
los granuilos. Sin embargo, solo el 2 al 5% de la actividad

insulinica en el pancréas es prolnsulina.
4.4.4.3. Liberacidn de la Insulina.

Los granulos Beta se almacenan hasta que tiene lugar un
estimulo en la secrecidn de insulina. En el proceso de Iliberacibén
el primer cambio observado es !a marginacién de Ilos granulos
beta en la membrana plamatica de la célula beta. Las paredss de
estos sacos se fusionan con la membrana plasmitica celular y se
rouwpen liberadndo su contenido hacia el espacio extracelular .

Lacy ha llamado A este proceso de eyecciébn del granuvlo



cemelocitosis (20). Tras la desaparicidn del granulo, permanecen
clertas proyecciones citoplasaticas |lamadas aifcrovilli, las
cuales se extlenden desde la superficie de la célula beta al
espacio extracelular. EIl ntmero de los wsicrovilli aumenta en
proporcian directa a la tasa de secreciodn de granulos beta por

cemelioct tosis.

La glucaosa es al principal regulador de la celula Beta, el
mecanismo de esta regulacidn ha sido intensamente estudlado, sin
esbargo Matchinsky mostrd que la secrecidn de insulina tfene
Jugar en un animal sin aumento en la concentracidn de los
intersedfarios metabolicos de la glucosa en las células
insulares. En base a &stos estudios perfild que la primera fase
de secrecidn de jnsulina o secrecibdn precoz, es el rFsultado
directo del reconocimiento de la glucosa como una molécula por un
rglucorreceptor”. Los estudios con aloxana "in vitrao” han
reforzado esta teorfa. Este compuesto praduce una inhibiciédn
inmediata de la secreciof de insulina mediada por glucosa, pero
no tiene ningdn efecto saobre Ja secrecidn inducida por
talbutamida indicando as! que los mecanismos secretores
permanecen intactos. La glucosa Jfapide su efecto téxico;
indica&ndo una coapaticidn entre ambas sustanclas; esta proteccidn
es e@stereocespecifica, la forma alfa- D-glucosa es pas efectiva
que la beta-D-glucosa. También es protector un andlogo no
metabolfzable de la glucosa, 3-o-meti]-D~giucosa lo que Indica
que el wmetabolismo no es fmprescindible para el efecto protector.
Puesto que e] transporte de las hexosas permanece fnalterado,

parece claro que la aloxana no arfecta este punto de la
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interacci®n . entre la gluvcosa y fa membrana. El Acido barbittrico
;también es protector, pero no parece que sea captado por las
células de los islotes, todo ello hace pensar que la a@embrana

celular es el punto de la accidn (21),.

La  hipétesis del glucorreceptor no desecha el papel del
metabolismo de la glucosa en la regulacién de ia liberacidn de
fnsulina, =m&s bien parece probable que la glucosa inicie la
lfbreracfdn a través de! mecanismo del glucorreceptor de Ia
mempbrana y al! wmismo tiewmpo potencie la eficacia de otros
segretagogos a través de su mecanismo intracelular. Este papel de
potenciador parece ser critico puesto pr&cticamente ningén otro
estimulador de la célula beta liberard insulfina en la ausencia de
glucosa. La glucosa también juega un papel crucial en la sintesis

de insulina, pero el mecanismo de este efecteo es desconocido.

El! proceso de liberacién de insulina desde las células beta
requiere la presencia de calcio extracelular. La velocidad de
liberacion de insulina tras la estimulacidn con glucosa es
directamente proporcional a la de captacién de calcio por el
islote esto ha dado lugar al concepto de que existe un
acoplamiento entre el estimulo para la secrecién de insulina por
calcfo de un modo anAlogo al proceso de acoplamiento estimulacidn-
contraccién en el mGsculeo. Lacy ha mastrado evidencias sobre Ia
existencia de "microtubulus™ en las células beta y de sv
participacién en el proceso de transporte Intracelular de
granulos secretores hasta la meabrana plasmAtica. Su hipbtesis de
trabajo es que el calcfo dispara un praceso coontracti! en el

cual las amicrotubulus facilitan el movimiento de [Ios grénulos
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desde el interior de la célula a la superficie celular .

- El wmovimiento por tanto parece ser necesario para la

11beractén, pero no ejerce ningédn control! sobre ella.

Aunque la emalocitowsis es probablemente el wmecanismo nds
importante de liberacisn de los grAnulos Beta desde el punto de

vista cualitativo, puede que no sea el é&nico.

Como se observa en la Figura 8 los granulos que contienen
pro-insuiina formam yemas en las cisternas de Golgi y pusden ser

liberados por sels posible procesos:

1) Emeiocitosis convencional de gr&nulos secretores maduros en
conjuncidn con eleaentos amicrotubulares contrictlles.

2) Emeiocltosis de granulos secretores maduros.

8) Liberacidn de microveslculas independientes del aparato de
Golgl.

4) Liberactén de insulina del grAnulo como resultado del aumento
de la permeabliidad de la membrana granular, con retencién de
la membrana tras la evacuaclén de su contenido.

55 Emeiocitosis de los granulos que han sufrido alteraciones
fisicas y quimicas en su contepnido,

8) Camblos fisicoquimicos en el contenido del granulo seguldos

por su peso hacfa el cltoplagma.

Aunque la mayorfa de la insulipa probablemente se libera a

traves del proceso a) , no se han explorado otros mbtodos.
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ca = sestrana celular
#r = palirribosona

ig = granulos inmadures
b = zecbrana basal

& = aicrotubulos

ev = microvidli

30

FIEWRA 8 : Procesos de liberacion de insulina,

ey = g~anulos aadures

L = lisosoma
sv = aicrovesiculas
¢ = ribosoma

cv = vesiculas revestidas
o = hendidura celular



4.4.4.4. Secrecidn basal de insulina,

La secrecion basal de insullna es la segregada en respuesta
a seflales enddgenas en un (ndividuo en reposo despuds de un syuno
nocturno, es decir, mucho despuds de 1a Gftima comida, de tal
modo que los nuirfentes absorbidos ya no tienep un efecto
directo sobre la célula Beta pancredtica. En el hombre esto
significa un ayuno nocturnc de 16 horas. In vitro los nfveles de
glucosa inferiores a 100-125 mg/dl no estimulan la secreciébn de
Insulina. Por eso la secreciton de insulina en situacfdn basal

probabtenante es Iindependiente de la glucosa.

La funcién de la glucosa a concentraciones Inferiores a 100
mngsrdi es apAleogo sl papel permisivo de !'os esteroides ecn la
reguiacién de Ja neoglucogénesis hepAtfca. Puesto que los
estimuladores puestos como aminclcidos, hormonas intestinales y
neurotransmisores autondbmficos, tfenen una ericacia variahle sobre
la ceélula beta cuando los niveles de glucosa varian entre 25 y
100 mg/dl, parecen existir Importantes interacciones entre la
glucosa sangulinea y los niveles de otros eslimuladores en Ja

secrecidén basal de Jinsulipa.

51 el efecto de los factores neuroendderinos aumenta Ia
secrecidén de fnsulina, entonces Ios niveles de insulina basal

tienden a ser #As altos y el nivel de glucosa basal mads bajo. Por

el contrario, si lienden a inhibir lu secrecidn de insulina, la
[4 .
glucosa bhasal tenderd o s¢r mAs alln mientras que la

concentracion de insulina basal serA mAs baja.
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4.4.4.5. Cin#tioa de la libaraoion de insulina

Se cree que la glucosa regula la Iiberacidn de la insulina

de tres modas diferentes, los cuales se ilustran en la Figura & :
a) Como un controlador del deposito pequefio de tal modo que un
cambio en la concentracien de giucosa da lugar a una secrecldn

rapida de insulina.

b)) Por su metabolismo como un regulador del deposito grande dando

lugar 2 una respuesta tardla.

o) Por [Ia produceién de un intermediario que regula la sintesis
de insulina dando lugar 2 una respuesta muy tardia denowslnada

socrecitn ordnioa de insulina.
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4.4.4.6. Distribucién de la insulina y la Pro-insulina.

Existen muchos factores que influyen en la distribucién de
insulina, entre otros la velocidad de degradacidn en diferentes
tefidos. Cuando en un hombre normal se inyecta insulina omarcada
con Yodo 131 , después de una hora aparece amenos del 15% de la
fnsulina en el plasma. Tanto en diabéticos como en hombres sanos

la insulina porcina tilene una vida media de menos de cinco

minutos. Los estudios con ratas han mostrado que casi todos [los
tejidos acunulan alguna cantidad de Ifngulina pero en
concentraciones claramente diferentes; el cerebro y las

eritrocitos captan m=suy poca hormona mientras que las mayores
concentraciones se observan en el rifidn y en el higado, estos dos
brganos junto con el absculo esquelético y el plasma acumuian ¢!

61% de la fnsulina marcada Inyectada (26).

El higado es el &rgano que capta mAs insuiina,
fundamentalaente porque la insulina segregada por el paAncreas
debg atravesar el higado antes de alcanzar Ja circuloacién
periférica; varios estudios han demostrads que del A0X al 50% de
ta insulina de la vena porta es captada por el higado dJdurante un
s6lo paso transhepAtico; 45 minutos después de la ingesta de

glucosa, aparece Insulina en la bilis

Dado que el higado secuestra una gran cantidad de insulina
segregada, los cambios en la actuagidn de extraccidn hepatica
afectardn en gran medida la cantidad de insulina disponible por

los tejidos periféricos.
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El rindn extrae el 40% de la insulina presente en el plasma
de la sangre que perfunde las arterias renales y esle proceso no

parece ser saturable.

La vida media de la insulina porcina es de 20 minutos en
el cerdo y de 18 ainutos en el mono. A difesrencia de lo que
sucede con la Insulina, la pro-ifnsulina y el péptido C no son
aclarados cuando atraviesan el higado de la rata . Asf pues, el
rifidn es el principal O6rgano responsable del metabolismo de Ila

pro~insulina.

La [incapacidad del hfgado para extraer la proinsulina en
contraste con su gran eficacla en la extraccion de Iinsulina ,
podria explicar 1a gran diferencia de niveles plassdticas de
estas hormonas que se observan tras la administracion de glucosa.
Cuando se Inyectd pro-insulina por via fntravenosa en ratas, no
se pudo demostrar ninguna conversidn de proinsulina a insulina
una hora despubs, sin esbargo, si la cantidad de pro-insulifna fue
lo suficientemente grande se observo una hipoglucemia marcada, la

que suglere que la pro-insulina ejerce un efecta insulfnico.

4.4.4.7. Dagradacion de Iinsulina y pro-insulina.

Esencialsente cuajquier tejido del cuerpo tiene ia
capacidad de degradar la insulina y practicamente no se vuelve a
formar ipnsulfna apartir de los productos de degradacién. EI
higado y el rifnobn constituyen los principales puntos de
destruccién C(aproximadamente un 80%). Gran parte de la Insuvlina
extralda por Jos riflones es degradada en lugar de excretada. E£n

todos Jos tejldos estudiados (con excepcidn del pAncreas), la



degradacién de la pro-insulina tiene lugar a una velocidad del

10X de la degradacién de la insuiina.

4.4.4.8. Respuaestas celulares a la insulina.

La insulina estimula las reacciones metabélicas para la
sintesis y/o almacenamiento de carbohidratos, grasas, proteinas y
Acidos nucléicos. Regula el transporte de wmembrana de auchas

substancias y participa en la formacidn de macromoléculas.

Las siguientes son algunas de las funclones especificas de

la insulina:

a) Aumenta el! transporte a través de Ja membrana plassAtica de
glucosa y otros wmonosaciridos, algunos aminoacidos, afgunos
aclidos grasos de potasio y magnesifa.

b) Aumenta la nctividad de ATPasa sodio-potasio activada por
magnesfo.

e) Aumenta la oxidacidn de la glucosa.

d) Aumenta la glucogenogénesis.

e) Aumenta la lipogénesis.

f) Aumenta la sintesis de proteinas.

g) Aumenta ia formaciédn de ATP, DNA y RNA.

h) Disminuye la glucogenoclisis.

i) Disminuye la liptlisis.

b2 Disainuye la protedlisis,

k) Disminuye la gluconeogénesis.

1) Disainuye la ureoglnesis,

=) Disminuye la cetoglnesis.



nJj La insulfna no estimula el transporte de glucosa en los
erftrocitos y en la mayor parte de las zonas del cerebro; tampoco
promueve Ja reabsorcién tubuiar renal de ta glucosa, ni la

absorcidn de la glucosa por la mucosa intestinal.

4.4.4.9. Receptar de la inagulina.

El mecanismo de accibn de la insulina a sesefanza del de
otras hormonas peptidicas,se inicia por la unidn a un receptor de
superffcie. Estos receptores especlficos para la insulina, se han
demostrado en adipocitos, hepatocitos y células musculares en las

cuales la wunién de insulina guarda relacidn con sus efectos

bioldgicos.
La interaccion insulina-receptar presenta las
caracteristicas generales de la unidn hormona-receptar. El

receptor es ampliamente especifica para Insulina activa y
derivados de Insulina. La insulina y sus derivados compiten por
los lugares de unidn en proporciébn directa a su actividad
biolegica; por ejemplo, la molécula de proinsulina que tiene una
actividad bioldgica del! 5% en relacién con Ia de Ia insulina,
compite con una cantidad 20 veces mayor a é&sta. La fnsulina
unfda no es desplazada por péptidos no insulfnicos tal como la
hormona del! crecimiento y glucagbén, incluso cuando estas hormonas

se encuentran en concentraclones muy altas.

E{ receptor de Insulina es una glucoproteina con un peso
molecular de 300,000 y puentes disulfuro. En Jla Figura No. 10 se
muestra un modelo del receptor Iinsulinico. En este modelo

hipotético, se aprecian dos componvntes de gran tasaflo, cada uno
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can un peso molecular de 125,000 y otros dos componentes =mAs
pequenos todos mantenidos con puentes disulfuro, cuando éstos se
rompen la Insulina se liga a una protefna de peso molecular de
125,000 (presumiblemente uno o ambos de los componentes de gran

tamano).

Saheiheo

2
g
!

Sahginee
-

K 25K

_—g_ 1s.sd L. 554 T-iﬂ «-; i-_
1 A

RECEPTOR DE INSULINA SISTEMA TRANSPORTADOR
PARA D-GLUCOSA

FIBURA 10 : Peceptor de insulina.

En este modelo el sistema de transporte de la glucosa es
adyacente al receptor aunque parece que ambos sistemas, son

componentes diferentes de la sesbrana celular.
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Gran parte de la insulina sftuades en el Iinterior de la
celula puede obtenerse intacta en los minutes gque siguen al
proceso de la incorporacidn hacia e! Iinterier lo que pnuestra que
los complejos insulina -receptor se encuentran internalizados.

Como se observa en la figura No. 1! los complejos insulina-
receptor del interlor finalmente se asocian con estructuras
lisosomicas, dando lugar a la degradacién de la fnsulipa,
probablemante también tiene lugar la degradacisn del receptor en

esta misma estructura,

La penetracidn de Ia insulina hacia el interior de Ia
cdlula hace pensar que la hormona Intacta o un producto de
degradacian pudieran ser mediadores intracelulares de su accién
biolégica: sin esbargo, en este momento no hay evidencia que

apoye esta posibllidad.

Proteolisic
Liveracion ae
lucose
Hormena A,"'b“ lucogurnase
* m_/ , Sintesis proteica

Membrana
plasmatica

Cistemns de GolQi

Y end.. vencyla cndpc\ilca
V. vesicula de Golgi

FIBRA 1! ¢ Internalizacion del cosplejn insulina-receptor.
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Tan s8lo un bajo porcentaje de los receptores resultan
ocupados por concentraclones de insulina lo suficientemente
grandes como para tener efectos bioclégicos. Una disminucién en el

nomero de receptores no alleraria el efecto maAxipo de la insulipa.
4,4.4.10. Regulacidn de los receptores insulinicos.

El major regulador de Ila unién de Ila insulina con el
receptor 65 la propia fnsulina. La unién con el receptor esta
inversamente relacionada con e! nivel de fnsulina circulante,
cuando los niveles de fnsulina son muy altos la unidn con el

receptor resulta frenada {(regulacidon negatival.

Aunque la unidn de la insulina a las receptores de mesbrana
estd sometido a regulacidn y esta modulacidn puede contribuir a
la sensibjilidad de Ja celula respecto a [as acciones de
la insulina, apriorl es imposible predecir la respuesta celular
global a la insulina sobre las bases de la unién con el receptor,
puesto que los acontecimientos que siguen a dicha unidn son

importantes y en ccaciones pueden predominar.
4.4.4.11. Acontecimientos de la unidn postrecaptor.

La sefial o senales Intracelulares que son generadas como
resultado de la union de la insulina a su receptor y que median
los efectos insultnicos, por e! mozmento no estan bien
caracterizadas. Quizads la capacidad de !a insulina para bloquear
el efecto lipolttico de un némero de diversas hormonas se debe a
la inhibicién de la produccidn de Adenosin Mono Fosfatoe ciclico

(AHPc) que resulta de la accidn de estas hormonas.
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#.4.4.12., Sistama de transporte de Ia glucosa.

. El afecto de la Insulina sobre e! transporte de la glucosa
esta muy estrecha entre reilacionadoe con la unidon a su receptor
y ha sido demostrado en mosculo esquelético, cardiaco y tejido
adiposo pero no parece gue el transporte de glucosa en los

hoepatocitos dependa de la insulina.

Algunos estudios suvguieren que la insulina da lugar a un
aumento en el reclutamfento de protefnas transportadoras de
glucosa procedentes del! aparato de Golgi hacia el interior de la
membrana plasag&tica dando lugar a un aumento en el nomerc de
unidades transportadoras de giucosa otros estudios sugleren que

la fnsulina activa moléculas transportadoras.

El sistema transportador de hexosas:

1) Muestra estéreospecificidad, en el sentido en que es
receptivo para azocares tales como galactosa. D-xilosa, ¥
L-arabinosa, pero no para D-arabinosa, ramnesa, gluconate o
glucoronato.

2) Presenta cinética de saturacidn, lo que habla a
favor de una Ilimitacidn en el nomero de transportadares
espacificos.

3) La velocidad de entrada de I|os azticares hacfa el
Iinterior de la c@lula es relativamente lenta en comparacién con
su difusién hacia el liquido extracelular.

4) Los azocares sensibles a la insulina compiten entre
sf por el transporte.

5) En el diafragmsa de la rata , el efecto insulinfco es
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wis sensible a las variaciones de temperatura de lo que seria de

esperar en un sistema de difusién siaple.

La insulina promueve el usa prioritario de la glucosa para
la foramacidn de glucogeno en relacidn con otras vias metabdlicas,
la cual ha sido atribufde a la capacidad de Ia iInsulina para
estimular la glucégeno sintetasa. La anoxia y algunos inhibldores
de fasforilacién oxidativa, promueven la entrada de glucosa hacia
el Interior de las ceélulas perc no se observan algunas de
las consecuencias metabdlicas de la presencia de insulina, éar
ejempio: la glucogenogénesis ests muy reducida.

Muchos agentes efectivos sobre Ia membrana celular pueden
activar el sistema transportador de la glucosa. Ha sido objeto de
particular Interés la activaclén de dicho sistema de transporte
por agentes con m=0ltiples sitlos de unién con la =embrana
celular. Estos Iincluyen las lecitinas vegetales tales como la
concanavalina A y la agilutinina del! gérmen de trigo. Aunque no
pParece probable que estos agente se unan exclusivamenie a Ios
receptores i1nsulfnicas, promueven Ils acumulacion localizada de
los receptores sobre la membrana celular de un modo anAlogo a la
formacidn de agregados de compiejos insulina-receptor. Estas
agentes también tlenen efectos insuifnicos sobre la Iipdlisis en
los adipocitos.

Tambfén se ha observado activacién del transporte de
glucosa por anticuerpos rrente a receptores Insulinicos y a otros
constitutivos de Ila membrana plasmatica. Estos anticuerpos

iInterfiaren con la unién de Ia insulina y pueden activar el
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sistema de transporte de la glucosa en adipocitos tripsinizados
los cuales son incapaces de wunir insulina. Los fragmentos
monovalentes de estos mismos anticuerpos no tifenen ningbn efecto
sobre @l trasporte dec la glucosa, pero esta actividad puede
recupararse trds la administracion de anticuerpos frente a las
fragmentos. El conjunto de estas datos indica que J{os agentes
capaces de tener una unién mauitivalente con la mewmbrana celular
pueden preseniar un efecto semejante al de la fnsulfna sobre el.

sistema transportador de glucosa.

No se puede delerminar, de womento, si esta Illgadura
cruzada con Jlas protefnas de la wembrana constituyen un paso

esencial para la actividad de la insulina.

También se han valorado las relacfones estructurales entre
al! receptor insulinico y el sistema transportador de glucosa.
Utilizando complefos insulina-ferritina se han visualizado
receptores individuales as! como grupos de dus o tres receptores
en la membrana de los adipocitos con independencia de la unidn de
estos receptores con la insulina. Cuando se utilizd Citocalisina
B, una lecitina vegetal para romper los grupos de receptores, la
actividad sobre el transporte de glucosa resultd bloqueada. La
Citocalisfna D un compuesto similar al anterior pero que no rompe
los agregados de receptores de insulina, no tenfa ningén efecto
sobre el sistema transportador de gilucosa. Estos hallazgos
sugleren que existe una relacidon existe una relacidn estructural
muy Intima entre los receplores Iinsulfnicas y el sistema
transporstador de glucosa. El anatisis de la proteina

transpartadora de glucosa obtenida de sembranas celulares a
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nostrado que se trata de una protefna estructuralmente distinta

del receptor insullnico.

AdemAs de los efectos inmediatos sobre la insulina, existen
datos que hacen pensar que la insulina tiene un efecto a largo
plazo sobre el sistema transportador de glucosa. En presencia de
hiperinsulinemia Inducida en ratas por la administracién diaria
de insulina o una dieta con elevado contenido de carbohidratos
aumenta el transporte de glucosa mediado por la insulina en
adipocitos. Por otra parte durante la hipofinsulinemia inducida
por e! ayuno o por fa estreptozotocina, la respuesta a ia ifnsulina
del sistewma transportador de glucosa de los adipocftos estaba
Ifnhibida. Como antes se indico estos efectos puaden superar las
congecuencias de los cambios resultantes de la unidn Insulfnica

cuando &stos dan lugar en sentido opuesto.
4.4.5. Hiperglucesia experimental

Los modelos apimales de diabetes meilitus han Jjugado un
papel importante en la coaprensidn de la fisiopatologla y
etiologla de Ila enfermedad. Estos modelos han sido muy Gtiles
para la comprensidn de las consecuencias del déficit de insulipa

y la regulacién de la fisiopatologla de la ruente de energla.
4.4.5.1 Pancreatectomia.

La pancreatectomia total! o parcial, conduce a diabetes
ocasfonada por déficit de Insuiina y al! mismo tiewspo produce una

deficiencia en somatostatina, glucagdn y polipéptido pancrestico.

43



Se estimm que al wenos el 7?5% del pdncreas debe ser resecado para
poder observar hiperglucemia. La pancreatectomia tatal conduce a
un estado con tendencia a la cetosis, lo que no se observa con

una pancreatectomia parcliai.
4.4.5.2, Hiparglucamia quimica.

a) Aloxana. Es tdxico para las celulas beta y da lugar a
hiperglucemia tras su administracidn intravenosa en todas las
especlies animales excepto en cobaya y en polilo. El efecto toxico
del aloxana parece ser extracelular puesto que no resulta captada
en los Islotes sfno que permanece en el espaciao extracelular. El
aloxana bloquea Ia [Iiberacién de Insulina estimilada por la
glucosa tanto In vivo como In vitro antes de la deslruccidn de la
c#lula beta. Puesto que el efecto destructor del aloxana resulta
inhibido por ls glucosa y sus anAlogos ;Igunas de los cuales no
son metabolizables, se ha sugerido que el aloxana tiene un efecto
tdxico directo sobre el glucorreceptor. Deacuerdo con esta Idea
se ha observado que el andmero alfa de Ila glucosa y 3-o-
metfl glucosa son mejores protectores de la beta téxicidad del
aloxana que el isémero beta. La vida corta en el plassa de esta

substancia ( uno o dos minutos ) también apoya esta idea.

Tras 1a adolinistracidn del aloxana se observan cambios
histologicos que consisten en pérdida de granuios seguidos por
fragmentacidn de! cltoplasea y, 8l cabo de unas horas, actsulo de
cromatina y agregacfédn de material intercromitico en el nficlec de
las células beta. En ninguna especie se ha observado wefecto

tdxico sobre Ilas células Alta. Esta substancia no es
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particularmente eficAz en el tratamiento de insulinomas humanos.
Se ha observado que el aloxana induce un caamblo reversible en la
sensibilidad de la lengua a la glucosa, estos estudios suguieren
la existencia de sistemas receptores de glucosa en lugares
distintos a las células beta que son del mismo mado sensibles al

aloxana.

b) Estreptozotocina. Este producto es téxi=oc para las

células beta de diversas especies incluyendo el cobaya, pero no
e! pescado o los pollos. En algunas especies resulta tasbién
dafladas las células alfa; por eso los efectos toxicos de la
estreptozotocina no son tan especfricos cowmo los del aloxana.
La respuesta clinica a la droga consiste en wuna  hipergluceala
permanente. La respuesta inicfal se asocia con inhibicidn de [a
1iberacidon fnsuiinica por los Islotes de los animales estudiados
in vitro. La fase hipoglucémica probablemente representa el
aumento en la [liberactiédn de insulina durante Ja destruccién
téxica de las células beta.

En contraste con los efectos del aloxana, la hiperglucemia
Iinducida por estreptozotocina no es bloqueada por la glucosa o
epinefrina. 5in embargo los efectos de estreptozotocina resultan
anuilados por la adwinistracidn de 2-deoxi-D-gilucosa y 3-o-wmeti!l
glucosa.

Un resdmen de los diferentes modelos experisantales de

diabetes mellitus se muestra en la Figura No. 12
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4.5. DIABETES.
4.5.1. Principios generales.

La diabetes wmellitus se considera como un stndrome

con respuesta variable al tratamiento.

Aunque en ausencia de un factor genético tactimente
medible, la presencia o ausencia de diabetes mellitus se puede
considerar mediante la observacién de los siguientes puntas:

al Hiperglucemia. Existe una anomalia en el
metabolismno de los carbohidratos que resulta en hiperglucemia y
que a menudo se asocia con catabolismo acelerado de grasas y
protefnas. Esta anomalla probablemente contribuye a las otras
manifestaciones pero no parece que sea la Onica causa.

bJ) Macroangiopatia. Existe ateroesclerosis acelerada vy
calcificacidn de la capa media.

¢) Microangivpatia. Existe un anomalia en la npembrana
basal capilar caracterizada por engrosamiento y anomalfas en Iz
funcién . Estas Jesiones capilares se suelen denominar
c¢oncomitantes microvasculares de la diabetes

d) Neurcpatle. Existen defectos sensoriales y wmotores
periféricos, alteracidn en e! sistema nervioso autdnomo,
desmielinizacidn segmentaria y osnomallas en las cllulas de
Schwann.

Ninguna de estos hallazgos es especlfico de la difabetes.
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4.5.2. Clasificacién clinica de la diabetes.

En l1os altimos afos ha quedado claro que entre los
diversos tipos clinicos no s&lo existen diferencias clinicas sino
también genéticas. En ia Figura No. 13 se enumeran las
diferencias entre los tipos mas comunes. Aunque en cada caso las
diferencias genéticas Interaccionan con factores ambientales para
producir el ;uadra elinico final, la importancia y naturaleza de

cada factor ambiental varia segan el razgo genético.
4,5.2.1. Diabetes Jjuvenil.

Este tipo también es conocido cooo diabetes insulin-
dependiente. Tiene wun comienzo brusco, hiperglucemia severa y
rapida progresién hacia la cetoacidosis y muerte a wenos que sea
tratada con insulina. Al rededor de! 50X de estos pacientes son
diagnosticados antes de los 21 afos, con el pico de incidencia
en torno a la pubertad. No se considera una enfermedad congénita

aunque existan casos en nifios menores de 1 afo de edad.

Clinicamente los pacientes con este tipo de dfabetes con
delgados y después del tratamiento hay poca tendencia a la
cbesidad.

En la separacidn de Jos diversos grupos de diabetes
aellitus, han resultado muy Gtiles los estudios clinficos can
gewelos monocigdticos., Utilizando el British Diabetes Association
Registry, Pyke y col. (43) lograron identificar mas de 90 parejas
en las cuales al menos uno de Jos gemelos padecfa diabetes
mellitus. Analizando la frecuencis de concordancia y discordancia

se observd un fendmeno llamativo en relacién con la edad., En casi
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tedos 'os gemelos diagnosticados cowo diabeticos (despuls de  los
45 afos, habla una concordancia completa para ia diabetes en el
otro gemelo y dentro de fos cuatro aflos; en contraste, solc el
50% de los gemelos de aquellos diagnosticados antes de tos 45
aflos desarrollaron diabetes mellftus citnica. Continvando el
andlisis se observd que los diagnosticados antes de la edad de 45
aflos fueron casi siempre casos de comienzo stbito, tratados con
insulina del tipo denominadn diabetes Juvenit; aquellos
diagnosticados despuds de los 45 aflos, fueron casi siempre de
comienzo lento, no insulin-dependientes. Estos datos indican que
algan factor ambiental es importante en la diabetes del! tipo
Juvenil, mientras que los factores genédticos pueden ser
suficlientes para dar lugar a la diabetes de tipo aduilto. Esto na
quiere decir que tados los diabéticos del tipo adultoc tengan la
wisma anomalla genética, y que los diabéticaos del! tipo juvenil
carezcan de un factor genético predisponente.

Aunque los estudios con gemelos Indican que debe de existir
una JImportante Iinfluencia ambiental en la patogénia de este
sindrome, también hay una evidencia iaportante en favor de un
factor genético. Se ha demostrado que la diabetes juvenil! en
caucAsicos se asocfa con antigenos HLA-B-8 y DW-15 del sistema de
histocompatibilidad. Desafortunadamente no existe un wmsarcador
absoluto en la dilabetes tipo Juvenil; aunque sea necesario el

tratamiento con insulina.
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4.5.2.2. Dilabetas del! adulto.

Se le denomina diabetes no Insulin-dependiente. Las
pacientes pueden sobrevivir sin desarrcllar cetoacldosis en
ausencia del tratamiento con fnsulina; son generalmente obesos,
por lo general, este tiene un comienzo lento y asintomatico. Este
tipe no se asocfa con ningan antigeno HLA.

La incidencia de diabetes no insulin-dependiente es wmayor
entre los familiares de personas de las personas diagnosticadas
de esta enfermedad que la que se observa entre los wiembros de la

familia de los pacientes con diabetes juvenil.

La diabetes del adulto es una de las enfermedades crénicas
mAs comunes, afectando al 1-5% de la poblacién total. Son
individuos de md3s de 45 afos. El ndmero de casos de diabetes es
10 veces mayor que en aquellos con edad por debajo de los 45; por
eso estA claro que la diabetes juvenil es mucho menos frecuente.
La incidencia del! adulto en mujeres es aproximadamente de| 25%

mayor que en varopes.

Insulina

En pacientes con hiperglucemia basal =moderada (115~
200mgrdl), Ia secrecidn basal de insulina es normal. Mas aon, los
niveles de insulina pueden estar eclevados debido a la frecuente
presencia de obesidad en este grupo de pacientes. Tanto en
sujetos normales como en enfermos con diabetes del adulto, los
niveles basales de insulina no guardan reilacién con Ia glucosa
basal, sina wmds bien aumentan v diswinuyen con cambios en la

adipocidad relativa. Presumiblemente, estoa roepresenta un  cambio

50



compensador en relacidn con la resislencia o la Insulina asociada
a 1a obesidad. Esta compensacibn permanece practicamente
alterada en pacientes con hiperglucesia basal leve o moderada.
Cuando se administra glucosa intravenosa a sujetos normales
se observa un incremento wplximo en los niveles de Insulina al
cabo de J-5 minutos que es comparable a 1a primera fase de |la
secrecidn de Insulina que se aprecia durante la estimulacién In
vitrao. En los diabeticos adultos (120mg/dl) no se observa esta
primera fase de secrecién de la Insulina durante la
administraci&én Intravenosa de glucosa., Los niveles de insulina
entre [os 10-60 wminutos después del pulso de glucosa son
comparables a la segunda fase de la respuesta insulinica in vitro
y wmuestran gran variabllidad. La respuestas secundarias a lIa
glucosa intravenosa en diabéticos adultos deigados se encuentran
reducidas en aquellos con una cancentraclbn payor de 120 mgrdl o

mis.
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS DOS GRANDES TIPOS DE DIABETE S MELLITUS

TERMINOLOGIA CLINICA
ALTERNATIVA
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GENETICA
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TNMUNIDAD
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METABOLISMO

TRATAMIENTO
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agtoinmuget

Gaceralments 2%00;

meRitenle § tRALKiS

Adelgazamitolo, Pusde
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HATERIAL Y METODOS

5.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Se emplearon ratas adullas macho de la cepa Long-Evans

de 4-5 meses de edad y de 33030 g de peso.

Durante los experimentos las ratas se mantuvieron en
condiciones controladas de luz y temperatura "ad libltus®™ (10-14
h y 20°C).

5.2, METODO.

Las ratas se dividieron en nueve grupos :

1) Control
2) Tratados con aloxana al 10 % y trascurridas 96 horas
se les sacrificd.

3) Tratados con aloxana al 10% , despuds de 56 horas se

les aplicd una dosis de insulina y otra mis

al! dla siguiente. 24 horas mAs tarde fueron

sacrificadas.

4) Tratados con
aplicacidn de
el! tercer dia

5)

Tratados con aloxana al! 10%,.

aloxana al 10X,
Insulina cada 24

se aplicd 2 horas

despuds

despuds de 96 horas
horas durante 3 dlas
antes del sacrifico

de 96 horas

aplicacidn de Insulina y 2 horas después sacrificio.

&)

admistracién

Tratados con aloxana

al 10% d

de arginina a un

espu8s de 96 horas

a concentracién de



100 mcg/Kg de peso cada 24 horas durante 3 dias y
al tercer dia la dosls se aplicd 2 horas antes del
sacrificio.

7) Tratados con aloxana atl 10X despugés de 896 horas
aplicacion de arginina a una concentraci®n de 100mcg/Kg
de peso dos horas antes del sacrificio.

8) Tratados con aloxana al 10X despubs de 86 horas
tratamiento con espermidina a una cancentrac!aﬁ de
ImgsKg de peso dos horas antes del sacrificio

8) Tratados con aloxana al 10% y después de 896 horas
tratamiento con espermidina [Sagrkg de pesol das horas

antes del sacrificio.

A los grupos de ratas tratadas con aloxana al 10X (Sigma,
5t. Louis, MO, U.S.A.7) disucelta en cloruro de sodio 0.154 M se
les aplicéd una dosis de 120 mg/Kg de peso por la arteria caudal

media que se flustra en la figura No. 14.

La dosis de insulina de accidn Intermedia (CP 310S,
NPH; Lilly, Tialpan, Néxico) para los grupos a los cuales se les
suministrod fue de f.5 U/100 g de peso

La dosis de arginina suministrada fue de 100 acg/Kg de
peso, por via Intramuscular tal solucidn fue preparada en agua
estérfl a una concentracién de 0.1 mg/=l.

Con respecto a las dosis de espermidina empleadas, se
suministré 1 mwgrKg de peso y 5 mgsKg de peso por via
intramuscular, tales solyuciones fueron hechas en agua estéril a

concentraciones de 1 mg/ml y 5 mg/m! respectivamente.
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5.3. PREPARAC!ON DE LA MUESTRA.
5.8.1, Extraccidn de sangre y tejido pancreitico.

En todos los grupos Ilas ratas fueron sometidas a un ayuno

durante 18 horas antes de haber sido sacrificadas.

Se administrd Dehydrobenzperido! solucidn inyectable
2.5 wg/mli ¢(Janssen Pharmaceuticsa, Puebla, Mexico) como
tranquilizante, a una dosfis de 2.5 mgs/Kg de pesa. Despubs de
15 minutos se aplicod Ketamina (solucidn inyectable 50 mg/ml)
como anestésico a dosis de 50 wmg/Kg de peso y transcurridos
otros 15 minutos se procedid a realizar diseccidn por Ja lfnea
media ¢ Figura 15).

La sangre fue abtenida de la arteria aorta Inferior antes
de llegar a su bifurcacidn hacia las femorales ( Fig 16). Una vez

extraldos de 5-6 m! de sangre se procedid a disecar el pAncreas.

5.8.2. Preparacidon de las muegtras

&) La sangre arterial se lIncubd a 37°C durante 15
winutos, posteriormente se centrifugéd a 3500 rpm durante 10
minutos y 58 roecuperd el suvero separando los componentes

celulares.

b) E! paAncreas fus disecado y una vez que se eiiminaron
los restos de tejido adfposo, se procedi® a pesarlo y
homogenizarlo en 3.5 ml! de solucidn de cloruro de sodio 0.154 M.
Inmediatamente después se separaron las alfcuotas para realizar

las diversas determinaciones programadas.
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FIGRA 15 & Anatonia de 12 rata {linea sedia).






5.3.3. Separacién de allcuotas. . = -
Las muestras de suero sangufneo y - de ;hg@hﬁgﬁ{za&n

obtenidas de ambos grupos de ratas se separaron y analfzaron de

la sfgufente manera: - o

En suero
1) Glucesa 20 wmcl
2) Triacilglticéridos 10 wmcl
3) Actividad de alfa-amilasa 40 mcl
4) Actividad de arginasa Ditucisn 1:100 con
amortiguador estipulado y tomar 200 acl

5) Protefnas dilucidn 1:10, tomar 10 oci

En howmogenizado
1) Peso Seco 50 wmcl
2) Actividad do arginasa 200 ocl

3J) Protelnas 100 ocl

5.4, Andlisis biogquimicos

Todas las determinaciones fueron reallzadas por
duplicade . Los fundamentos, {3 preparacién de reactivos vy
elaboracion de curvas estandar se incluyen en el Apbndice

capltulo I1X del! presente estudio.

5.4.1. Determinacliones en suero sangulneo.

5.4.1.1. Giucosa (Test-combination glucosa GOD-POD. Boehringer,
Mannheim, Alewania Occidentall.

Después de tomar la allcuota de 20 wcl de suero se e
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agregd 2.0 mi de amortiguador/enzimas/4-amfnofenazona/fencl, se
mezcld perfectamente, se incubd 10 ainutos a 37°C en la
obscuridad y se midi® la absorbancia final a 530 nm previa
calibracién del colorimetro (CP-f Science vssentials) frente al

blanco reactivos.

5.4.1.2. Triacilgliodridos. (Reactivo Triactlglicéridos Color.
Gilford Systems, Oberlin, Ohio,

U.S.A.)

A 10 mcl! de suero se le afadio 1.0 al de! reactivo
Triacllgliceridos Color, Una vez trascurridos 20 minutos a
temperatura ambiente (18-25"C) se realizé una lectura de
absorbancia a 530 nm en espectrofotémetro previamente calibrado

CUNICAM 1800) frente a un blanca de reactivos.

5.4.1.3. Alfa-asilasa. (Reactivo Alfa-awilasa. Gilford Systeass,
Obertin Dhic U.S5.A.)

A una allcuota de 40 acl se le agregd 1.0 ml del! reactivo
para alfa-amilasa despuds de un periodo de incubacidn a 37°C
en una celda se realizd una lectura de absorbancla inicial a
405 nm en espectrofotémetro (UNICAM 1800) y una lectura mAs de
absorbancia final wuna vez trascurridoe 1 minuto, frente a un

blanco de reactivos.

5.4.1.4. Actividad de arginasa. (27).
A una alfcuota de svero sa le hizo una dilucién 1:100
con aaortiguador de Tris HC! 0.04M conteniendo cloruro de

manganeso 0.2 aN en NaCl! 0.154 MN. De esta dilucidn se tomaran
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0.9 =l y se activaron a 55°C durante ! h. Al final de este
tiempo se agregd O.! =] de una solucién acuosa de arginina
0..4 N 7 glicina 0.15 M, se Incubd durante 15 min a 37°C y pasado
este lapso, esta mezcla se sumergié en un baflo de aygua hirviendu
durante ? win. Despuds de estoe se tomd una allcuota de 0.2 sl
para medir la actividad de arginasa cuantificanda la urea segtn

el! método propuesto (aplndice).
5.4.1.5. Protefnas. (28).

Una alifcuota de suerp fué dilufda 1:10 y de esta dilucién
s5e tomarcon 10 &cl! para determinar protelfnas segan el @método

propuesto por Lawry (apéndicel.
5.4.2. Determinacicnes en tejido pancredtico.

5.4.2.1. Peso Seco. (23).
S5e utilizaron 50 mc! del homogenizado para la determinacién

de peso seco por colorimetria.
5.4.2,2. Actividad de Arginasa. 27).

A 200 mcl de homogenizado se les adiciond 0.5 nm! de
amortiguador de Tris HC! 0.04# conteniéndo cloruro de manganeso
0.2 =N disuslto en solucién salina 0.154 M. Se activd durante
1 h. a 55¢C y s¢ centrifugd. Una allcuota del sobrenadante se
diluys 1:100 y de esta dllucidn se tomaron 0.9 sl a los cuales se
les agregd O0.! al de una solucidn acuosa de arginina 0.4 M
y glicina 0.15M, se incubd durante 15 min. a 3?"C y pasado este

lapso de tiespo se Introdujo |Ia mezcla de reaccidn en un bafio
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de agua hirviendo por 7 min, una vez terminado ésto se procedis
a separar una allicuota de 0.2ml para determinar la actividad de

arginasa cuantificando la urea.

5.4.2.8. Protelnas, (28).

A 100 mcl! de homogenizadco se le agregaron O.5ml de NaOH IN,
la mezcla asl obtenida se incubd durante 30 minutos a 37°C, se
centrifugd y al sobrenadante se le diluyd 1:10. De esta.

dilucién se tomaron 0.2 @l para Ia determinacidén de praotelnas.
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RESUVULTADOS

Los resultados del presente estudio se expresan a lravés
de gré&ficas comparativas para cada determinacién. En cada una de
ellas se ven reflejadas los valores ovbtenidos para los grupos

de ratas implicadas.

Por otra parte, las valores de desviaciones estAndar y
el numero de muestras involucradas en cada anAlisis se sncuentran

expresados en las tablas correspondientes.

Par cuestiones practicas se hard referencia a un nomero
cuando se hable de los grupos de ratas sometidos a estudfo, Tal

relacidn se encuentra en la Figura No 17.



GLOSARIO DE ELEMENTOS EN GRAFICAS

CLAVE GRUPC
1 mceerrariennene CONTROL,

2 areneserareernees TRATADC CON aLLXNANA (DIAEETICAS:

TRATADO TON ALOXANA E INSULINA CADA T4 brs,
DURANTE DT2 DIAS.

TRATADO CON ALOXANA B INSULLNA TADA 24 bys.
DURANTE 2 DI, LA ULTIMA DOSIS  brs. ANTES
EEL JACRIFICIZ,

S eensren TRATADD SO ALTIALI- Z INEULINA 2 ars.
ANTES CEL SAZRIFICIC.

b

3 meg/Ry
TIMA DOSIS

SO ALCHANA Y AR

hrs. AMTES DEL SACRIFICIO

L

LINNA 190 meg Kg

T snsnsssessuncess TRATAD

: .
TRATADO COM &
2 hrs. ANTES DE!

LOXANA Y ZIPERMIDINA | me/Ke
SACRIFICIO,

TRATAZT QI ALOXANA 7 ESFERMICINAG § mz/Ke
2her ~MNTEZ DEL ZACRIFICID.

FIE®a 17

© 64



8.1. DETERNINACION DE GLUCOSA EN SUEROD.

Para el grupo de ratas control , e! contenido de gluccsa
en suero se encuentra entre los 120-130 ag/dl. En el caso de
las ratas que fueron sometlidas a la accidn de la aloxana, tal

valor se Incrementa 2.63 veces (338 mgs di).

' En esta determinacion cabe seflalar que los grupos de
interés son Jos grupos tratados con fnsulina dos horas antes de
su sacrifricio pues son ellos quienes logran bajar =1 nivel de

glucosa en suero entre 75-50% en promedio.

Los grupos tratados con arginina y espermidina no tienen
una recuperacidn signiffcativa en sus niveles de glucosa e
incluso en el grupo No 6 tratado con arginina tales nlveles se

ven aumentados.

8.2, TRIACILGLICERIDOS EN SUERQ.

La concentracidn de triacilglicéridos en suero se ve
incrementada al doble en las ratas tratadas ocon aloxana. La
recuperacidn en los niveles de dicho parAmetro se da al lgual que
para la glucosa en los grupos a los cuales se les adminfstrd
Insulina 2 horas antes de su sacrificlo (grupo 4 y 5), sin
esbargo, la recuperacidn en los niveles también ocurre en los
grupos No & y 9 tratados con arginina y esperaidina

respectivamente.



8.3. PROTEINAS EN SUERO.

Los valores obtenidos en este pardmetro no iienen
diferencias significativas, a pesar de ello cabe sefalar que la
recuperacién del nivel de protelnas en suero no se da en ninguno
de los grupos sometidos a tratamiento comparados con el grupo

control, todos ellos tienen valores menores a la referencia.

G.4. ALFA AMILASA EN SUERO.

La concentractan de la enzima se epncusntra dismsinufda en
un 45% para el grupo de ratas tratadas con alexana en relacion
con el grupo contrael. Es importante sefialar que el grupo tratado
con arginina (No 7) recuperd la actividad de la enzima en un 100X,
lo mismo ocurrid en el grupo No 5 tratado con Insulina ,para el
caso del grupo al que se le suministrd espersidina a una

concentracion de 5 mg/ Kg de peso, tal recuperacidn fue de 85%.

8.58. PROTEINAS EN HORGGENIZADO.

Con respecto a la cantidad de proteina en hosmogenizado,
el valor determinado para el grupo control se recuperd para el
grupo No 4 tratado con insulina, y los grupos No 8 y 9 tratados

con espermidina.

Los grupos restantes no muestran upa recuperacién de

los piveles control,
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8.68. ACTYIVIDAD DE ARGINASA EN SUERO.

La actividad wAs baja de esta enzima se encuentra en el
t;upo tratado con la mayor concentracidn de esperaidina. El
resultado de este parAmetro para el grupo de ratas tratadas con
aloxana se eleva en cosparacidn con el grupo control, la misaa

situacién ocurre para los grupos de ratas tratadas con insulina y

caon arginina.

6.7. ACTIVIDAD DE ARGINASA EN HOMOGENIZADG.

La concentracién caontrol! para esta determinacidn no se
ve recuperada en ninguno de !os casos propuestos, por el
contrario, se ve disminufda adn mds que el grupo aloxanizado,
el grupo que tiende a la recuperacidn de los niveles basales de

actividad es el tratado con arginina ¢ Grupo No 6.



GLUCOSA EN SOERO

1 CONTROL 126,65 + 7.31 6
2 DIABETICAS 339.48 + 52.99 4
3 INSULINA GRUPO L 5..03 +134.48 4
4 INSULINA GRUPO 2 32,55+ 40,26 4
§ INSULINA GRUPO3 £6.20 + 16.9% 4
& ARGININA GRUPO 1 399.23 + 84,84 4
? ARCININA GRUPO 2 253.14 +144.69 4
8 ESPERMIDINA GRUPO | 285.14 +131.93 4
9 ESPERMIDINA GRUPO 2 261417776 4

TRIACILGLICERIDOS EN SUERO

GRUPO DE RATAS -

1 CONTROL EEREE S0 €
2 DIABETICAS §7.33-€.73 4
3 INSULINA GRUFOQ 1 1323,59+44.80 4
4 INSULINA CRUFO 2 36.05 + 3.89 4
5 INSULINA GRUPO3 B84 + 5,40 4
6 ARGININA GRURO § 5§0.51 + 115 +
7 ARGININA GRUPO 2 87.49 + 43,72 ]
8 ESPERMIDINA GRUPO § 76.32 + 35.€8 4
9 ESPERMIDINA GRUPO 2 46.1249.97 4
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ALFA AMILASA EN SUERO

1 CONTROL ) 1240 +220.68 12
2 DIABETICAS £79.9+72.20 s
3 INSULINA GRUFO 1 1833 - ¢80 B
4 INSULINA CRUPO 2 9712+ 126.5¢ L4
§ INSULINA GRUFO 3 1294,7 + 128 €2 3
& ARGININA GRUPO 1 842.2 + 122.0 B
7 ARGININA CRUPO 2 1295 +91.45 3

8 ESPERMIDINA GCRUPO
9 ESPERMIDINA CRUPO 2

PROTEINAS EN SUERO

1 CONTROL §.58 - Q.98 :
2 DIABETICAS 7.09+0.31 <
3 INSULINA GRUPO 1 6.49 + 0.35 <
4 INSULINA GRUPO 2 5.95+9.33 <
5 INSULINA CRUPO 3 7.99 » .95 <
& ARGININA GRUPO 1 6.46 4 0.04 4
7 ARGININA GRUPO 2 7.29+0.8% <
3 ESPERMIDINA GRUPQ I 7.37+0.30 s
9 ESPERMIDINA GRUPO 2 6.68 +0.77 4
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PROTEINAS EN HOMOGENIZADO

L

1 CONTROL 0.489 4+ 0.70 8

H
2 DIABETICAS 0.738 + 0.12 4
3 INSULINA GRUPO 1 Q.716 + 0.10 4 .
4 INSULINA CRUFO 2 0.424 4+ 0.04 4
S INSULINA GRURO 3 0.811 + 0.C8 4
£ ARGININA CRUPO 1 0.507 + 0.04 1
7 ARGLNINA GRUPOQ 2 1586 + .00 4
8 ESPERMIDINA CRUTO 1 0,423 + C.05 4
3 ESPERMIDINA GRUTO 2 0.43% + 2.05 4

ARGINASA EN SUERO

1 CONTROL 11,53 = 0.35 7
2 DIABETICAS 17.93 + 1.63 6
3 INSULINA GRUPO § : 20.01 +6.26 4
4 INSULINA CRUPO 2 27.15 + 9.58 4
$ INSULINA GRUTO 3 12,76 +5.73 4
6 ARCININA CRUPO 1 2295 +1.77 4
7 ARGININA GRUPO 2 13.66 +4.13 4
4 ESPERMIDINA GRUFO 1 15.37 + 1.89 4
9 ESPERMIDINA CRUFO 2 10.14 + 1.70 4
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ARGINASA EN HOMOGENIZADO

NOMERODE
RATAS

1 CONTROL 684 +68.12 4
2 DIABETICAS 204.7 + 29.18 €
3 INSULINA CRUTO 1 175.5 + 40.77 B
4 INSULINA CRUPO 2 87.9 +12.90 +
$ INSULINA CRUPO 3 65.3 +7.88 “
6 ARGININA GRUFPO 1 273.0+107.45 B
7 ARGININA CRUPO 2 133.5 + 30,36 s
8 ESPERMIDINA GRUPO 1 199.9 + 36,06 +
9 ESPERMIDINA GRUFO 2 18,5 +11.57 -
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ACTIVIDAD ARGINASA SUERO
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DIrscusiIoN DE RESULTADDS

Los siguientes textos tienen por objeto explicar los
resultados obtenidos en el presente estudio as{ coma apoyar los

fundamentos de la metodologia utilizada.

7.4. METODOLOGIA
7.1.1. Material biclogico.

E! modelo experimental utilizade fueron Jas ratas Long
Evans debido a los antecedentes experimentales que do esa cepa se
tienen en e! laboratorio en el cual se realizd el presenta
estudio, ademds de su disponibilidad en cuanto a sexo y peso en

el bioterio de la Unidad de Investigacién Blomddica del I1.M.5.S5.

7.1.2. Sustancias adainistradas.

7.1.2.1, Aloxana

Existen bAsicamente dos substancias que se emplean para
producir diabetes experimental en animales, la estreptozotocina
y la aloxana. La primera dafla las células mAs lentamente ademds
de que se han observado efectos toxicos en otros tejidos
particularmente el rifdn. Con esta substancia se ha detectadoc la
ausencia de hiperglucemia en pacientes que la han recibido, lo
cual suvguiere que las c€lulas Beta del hombre son relativamente
resistentes, por estas razones se decidid ocupar la aloxana como

inductor de diabetes experimental en este trabajo.
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La aloxana bloquea la liberacién de insulina estimulada por

glucosa antes de la destruccion de la célula beta.

En la bibliografla se muestra a la sustancia involucrada
como selectiva para la destruccién de células beta pancresticas
ca0), sin eabargo, este estudio indica que al menos se lleva a
cabo un desequilibrio en la funcidén de las ceélulas alfa
pancredticas puasto que e! control exécrino contemplada en el
trabajo (actividad de alfa amilasa) se ve afectado entre el

grupo central y el grupo de ratas tratadas con aloxana.

Por otra parte, la dosis elegida de aloxana se establecid
en base a pruebas dosis- tilempo de respuesta realizadas
previamente, en con funcién con datos obtenidos en la
bibliogratta, eéstos varfan en cuanto a la forma de aplicacion y
la daosis (entre 60-400 mg/ Kg de peso).Se decidid por lo tanto,
empezar con la dosis wds baja reportada en la bibliograrfa.
Una dosis de 60mg/Kg de peso por via Intravenosa en ratas Long
Evans 96 horas después de su adoinistracién no produjo cambiow
significalivaes i vonstantes en la concenlracién de  ylucosa  en
suero  sangulnca.  Tal halldazgo urigind que la concentrocifin de
aloxana probada se &sumentara a 120 mg/ Kg de peso por via
intravenosa y se observd que a las 96 horas después de Ia
administracidn se tenlan variaciones en el contenido de glucosa

en suero sanguineo de 120 mgs/dl (Control) & 300 mgrdl.

Se debe evaluar la pozibllidad de ocupar una concentraclon
mayoer de aloxana (200 wg/Kg de peso con el objeto de dismipuir

los tiempos de pruebal.
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?0de2.2. lnsulina

La dasts de fnsulina elegida para lograr la recuperacién de
los grupos afectados fue de 1.5 U/ 100 g de pesa concentraciones
similares han sido ocupadas por Departamentos de Farmacologla y
Nutricidn en la Universidad de California para observar el efecto
de la insulina sobre la gluconeoglnesis y la sIntesis de potelnas
(38), sin embargo, se encontrd que tal dosis pudo haber sido
excesiva, ésto se enuncia en base a Qque se tuvieron problemas
con un grupo de ratas afectado por aloxana e! cual recibid J
dosis de insulina cada 24 horas y después de la &ltima dusis Ias
ratas cayeron en un chogue hipoglucémico jue las condujo & la
ouerte. La aseveracidn de que la dosis empleada de insulina es
alta se debe también a diversos reportes en los gque se nmuestran
que el pancreas humane tiene una secrecidn basal de insulina de 1

Ushora (41,42).

Por otra parte la insulipa utilizada fue NPH de 100
unidades, la accibn de este tipo de insulina es Intermedia, la
duracidn es de 24-28 horas razén por la cual se decidid inyectar
cada 24 horas, su rango mdximo de accidn se encuentra entre las
6§-12 haras despues de la inyeccidn aunque se ha demostradoe que su

accién comienza a partir de las 2 horas de inyeccion.

Cabe senalar que ol tipo de insulina utilizada tiene wun
aporte de protamina, tal! efecto se evalvard en la seccidén

correspondiente a la determinacién de protelnas.

Es necesario por tanto evaluar la posibilidad de

realizar un estudio utllizando una insuitna de tipo Regular de
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accien raplda cuyo rango waximo de acciéon se encuentre entre 2-4q
horas y cuya concentracidn sea menor a 100 unidades, ecste oftimo
punto para facilitar el manejo de la dosis. Se suglfere utitizar
la insulina CP 2805 o CP 240S8. En la figura No 18 se puestran las

acciones de diversas ifnsulinas

2.1.2.8. Arginina.

La dosis de arginina uvtilizada, se establecid con base
en estudios realizados en la Unfversidad de Tokushima, Japbn(33)
donde se aplicd una sobredosis de arginina en ratas Wistar (Mayor
a 500 mgr 100g de peso) y ifas ratas murieron a las pocas horas
después de la Inyeccién. As! pues, ellos reportan que con una
dosis de 250 mg/ 100g de peso se tienen danos histoldgicos en los
acinos pancredticos y no se observan cambios en el pancreas
endberino. Es por esta razon que se decidid ocupar una dosis

menor de arginina (100 wcg/ Kg de peso por via Intramuscular’.

La administracidn de arginina por via oral es wmejor due
por via fntravenosa, este efecto se debe a la liberacién en la
mucosa intestinal de una o varias hormonas gastrolntestinales que
por via hemdtica modificarian la secrecidn de !'a céluila beta; sin
embargo, en el presente estudio la administracidn se realizé por
via intraguscular puestp que se pretendfa comparar la accifon de
la insulina (aplicada por via intraauscular? con la de l&
arginina.

Es necesario por tanto, evaluar I3 posibilidad de

efectuar un experimento rediseflanda lo siguiente:
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a) La cantidad de arginina suministrada Jeber& probarse a dosis

mayores a la del presente estudio.

b) La roraa de administracién de la arginina para con ella tener
una respuesta potenciada, se sugiere administracidn

intragdstrica o intraperitoneal.

2.4.2.,4, Espermidina.

La dosis de espermidina ocupada fue fijada con base a un
estudio anterior en el cuval se adainistraba Espermina a una
concentracion de 1 mg/s Kg de peso € horas despuss del dano
hepatico y E7-] obtuvieron cambios biogquimicos y
ultraestructurales Indicativos de una posibie recuperacién
hepdtica. Aunque no es la misma paljailna cabe safialar que J|a

espermidina es precursora de la sintesis de Espermina.
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7.2, PARANETROS ANALIZADOS.
7.2.1. GRUPO DE RATAS TRATADAS CON ALOXANA.

Los resultados obtenidos en todos los parAmetros para el
grupo de ratas tratadas con aloxana presentan variacliones

significativas en relacidn al grupo de ratas control.

7.2,1.1, Glucosa.

Para glucosa la variacién obtenfda tlene un incremento de

2.63 veces en relacidn a las ratas control.

lLa respuesta de la aloxana es trifésica, Iinfcialmente se
produce hiperglucemia, presumiblemente debida a la Interferencta
en la Iliberacidtn de insulina en las ecéivlas Beta, seguida por
hipoglucemia marcada probablemente secundaria a !a destruccioén de
las células Beta con liberacién de insulina y por hipergiucemia
permanente secundaria al dafio sobre las células beta. En ecste
experimento 86 hrs. bastaron para llegar a la tercera fase con

una dosis de 120 mg/Kg de peso.

La cantidad de glucosa detectada en suero para el grupo de
ratas tiratadas con aloxana puede ser un Indicatf{vo de que éstas

sa encontraban en cetoacldosis.

Cabe sefalar que durante 1as pruebas dosls respuesta para
la aloxana con una concentracidn de 60 mg/Kg de peso, a las 48

hrs. se llegaba a la segunda faze.

7.2.4.2. Trimcilgliceridos.
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El nivel de triacliiglicéridos para ratas diabBticas se ve
incrementado, lo anterior podrla parecer contradictorie puesto
que en diabetes la sintesis hepAtica de triacliglicérides ests
alterada ya que la lipoprotein [Iipasa (la principal enzima
encargada dael! metabolismo de las lipoprotefnas ricas en
triacilglicéridos) depende para su accidén de la presencia de
insulina. Durante la diabetuvs el déficit de insulina conduce a

una iphibicitn marcada en la actividad de lipoprotein lipasa.

Asi  pues ol wmétude doe deteccien de triacilglicéridos
utilizado en este estudio es indirecto. Se provoca una hidrolisis
de los triacilglicéridos que produce glicerol y Acidos grasos. El
glicero! formado se involucra en una reaccidn Redox que produce
un camsbio de color en [0s reactivos, por lo que en realidad la
cantidad wmedida es glicerol y efectivamente este parAmetro se
encuentra elevado en la diabetes (cetoacidasis) al igual que la

cantidad de Acidos grasos Iibres.

7.2.1.3. Alfa amilasa an suero.

Este parAsetro enzimatico fue determinado en el presente
trabajo para evaluvar si el dafo ocasfonadae por aloxana era

unicamente enddbcrino.

A pesar de no haber wmedido un dano histologico, una
dissinucioén en la actividad de alfa amilasa como la determinada
en este eaperimenio Indica un posidble desequilibrio en el

pAncreas exbcrino.
Es convenlente mencionar que la alfa amilasa es una enzisa
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que hidroliza el almidon formando aifa dextrinas, alfa maltosa y
alfa glucosa. E£n ratas diabéticas el contenido de alfa glucosa es
alte, por lo que la enzima que cataliza su produccioén puede
disminuir su actividad al tener en exceso el producto que ella
forma. £sta es otra razon por la cual 1a actividad de alfa

asmilasa disminuyd en ratas diabéticas.

7¢2.1.4. Proteinas en susro.

La cantidad de protefnas en suero para el grupo de ratas
diabéticas disminuyd con respecto a las ratas control, &sto es
debido a la Inhibicién de la sintesis de protefnas provocada por

la falta de insulina .
7.2.1.5. Protefnas en homogenizado.

El! contenlido de protetnas en homogenizado encontrado en
ratas diabetlicas con respecto @ las ratas control es mayor. Lo
anterjor se debe quiz# a la respuesta trifaslica preducida por la
aloxana, en la que la Qltima fase es caracteristica de una
destruccion de las células Beta lo que origina que los cantenldos
cltopiasmaticos se viertan al espacio extracelular y el contenido
protéico aumente.
7.2.1.6. Arginasa sn suero.

La actifvidad de Ia enzima en el suero de las ratas
diabbticas con respecto a las ratas control se Incresentd de
manera significativa, esto se debe a que la funcidn del ciclo de
la uréa (en donde acltba la arginasa) es la de captar el! grupo

amino de los aminoAcidos para someter anabdiicamente a #stos

87



cuando los niveles de potefnas y aminofcidos son allos como [fue
detectado en los resultados obtenidos de protefnas en

howmogenizado para las ratas diabéticas.

Por otra parte, la actividad de arginasa en suero
probablemente se aumenta debido & que se pretende restablecer la

actividad de arginasa perdida en homogenizado de pAncreas.

7.2.1.7. Arginasa en horogenizado.

El! dano producido en ratas diablticas se ve expesadc en los
resultados obtenidos para arginasa en homogentzado. La actividad
de esta enzima se reduce significativamente debido a la

destruccidn celular ocasionada por la accidn de la ajoxana.

7.2.2. GRUPO DE RATAS TRATADAS CON INSULINA.
7.2.2.1. Glucosa en susroc.

Para el! grupo (tratado con Insulina cada 24 horas |Ios
resultados difieren econ respecto a los 2 grupos control. Lo
anterfior se debe s que el tipo de insulina utfilizada fue NPH cuya
acciotn es de 24-28 horas por lo que al momento del sacrf{ficio de
este primer grupo tratado con Insulina la accién de ésta conclula,
es por esta razbn que el nivel de glucosa detectado se encuente

alto.

Los @niveles de glucosa para el segundo y tercer grupo
tratados con Insuvlina dissinuyeron significativamente con

respecto al grupo de ratas diabéticas.

Para el caso del grupo tratado con insulina durante 48

horas y 2  horas antes de! sacrificio, los niveles de glucosa
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encontrados fueron menores al grupe control! e incluso menores a!
arupo tratado con Iinsulinpa unicamente 2 horas antes del
sacificio, &sto fue debido a la respuesta acumulada del organismo

a !a insulina.

7:.2.2.2. Triacilglio#éridos en sueroc

La insulipna es la principal hormona que promueve el
almacenamiento de nutrientes en el tejido adiposo y previene la
lipdlisis.

La Insulina promueve la formacifon de triacilgliclridos y
pér lo tanto la disminucidn en el glicerol!. Esto se muestra en
los resultados obtenidos para awmbos grupos de ratas tratadas con
insulina 2 horas antes del sacrificio.

En el caso de las ratas tratadas con Insullne cada 24 horas
la accién de la insulina parece terminar y por lo tanto se origina
un incremento en la lipalisis lo que origina niveles altos de

glicerol.

7.2.2.3. Alfa amilasa on susro

Para los tres grupos de ratas tratados con insulipa, ia
actividad de aifa amilasa con respecto a las ratas diabéeticas
aumontd, &sto se debe a que la Iinsulina aumenta la oxidacidbn de

la glucosa .

El grupo de ratas tratado con Insulina que presenta ia
mayor concentacion de glucosa en suero, es a su vez el que tiene
la wmayor actividad de alfa amilasa y e! grupo que se presenia
menor cantidad de grucosa tiene la wmenor actividad de alfa

amilasa raspectivasente.
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?.2.2,4, Protalnas en suero.

La cantidad de proteinas en suero se recuperd casi en Ssu
totalidad, tnicamente en el grupo tratado con insulina 2  horas
antes del sacrificio. Esto se debe a la accién del tipo de
insulina utilizado y al aporte de nitrdgeno que é&sta representa

(protamina).

Para e! caso de las ratas de las otros 2 grupos tratados
con insulina el resultado no se igual® con respecto al grupo
control probablemegnte debido a que la dosis no fue suficiente

para restablecer el dafio causado por la aloxana.

72.2.2.5. Aotividad de arginasa en suero y homogenizado.

La actividad de arginasa en suero se incrementé por arriba
del grupo control y incluso de las ratas diabéticas para todos
los grupos de tratados con insulina. Lo anterior puede deberse a
una especie de hameostasis para lograr as! el equiljbrio entre la

falta de actividad de la enzima en pancreas.

Por otra parte, la disminucidn tan dramAtica de la
actividad de la enzima en homogenizado es debida quiza a la
accidn de la insulipa sobre el ciclo de la urla puesto que se bha
comprobado que la insulina disminuye la ureogenesis y con ello la

actividad de ta enzimas Implicadas en este cicio.

7.2.3. GRUPO DE RATAS TRATADAS CON ARGININA Y ESPERMIDINA.

7.2.3.4., Glucosa en suero.
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E! nivel de glucosa en suero para las ratas tratadas con
arginina no recuperd los valores de las ratas control.

Para el grupo tratado con arginina cada 24 horas se
determind un incremento en la glucosa con respecto incluso al
grupo de Jas ratas diabeticas, lo anterior evidentemente fue
debido a Ila dosis baja de arginina utilizada, a su forma y al
tiempo de administracion (demasiado tiempo transcurrido entre
la o0ltima dosis y el sacrificio).

En coamparacion con este grupo de ratas , el otro grupo
tratado con arginina 2 horas antes del sacrificio redujo las
concentaciones de glucosa; se sabe que la arginina es el BAs
potente aminoAcido que estimula la liberaciébn de insulina, esto
debida a que !a arginina puede interacciopnar con el receptor de
membrana, sin embargo, el pAncreas de las ratas (sitio donde se
produce esta) se encontraba daflado por la aloxapa por lo que Ja
liberacfon de la ipnsulina s8lo se podria dar en las partes no
danadas, el presente resultado por tanto, sugiere que se llevd a
cabo una recuperacién de las células danadas gracias a la accién
de la arginina que estimuld la sintesis de poliaminas (implicadas
en el crecimiento celular).

Otra razdn por la cual la concentracidn de glucosa no
disminuyd bhasta el valor control a pesar de existir evidente
recuperacidn se debe a que la arginiong eclipula la ainlesis de
putrescins, #sta u wu ves, pupde ser vaidude por  diaminoxidasas
dandu perdoxido de hidrégeno como producto secundario. El reactivo
utilizado para la determinacidn de giucosa es sensibie al
perdxido de hidrogeno, par lo que al resultado obtenfdo puedec ser

una susa de |a concentacién de glucosa y la de perdxido de
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hidrogeno en suera.

As! pues, cuando se administr® espermidina los resultados
fueran simflares a los obtenidos con las ratas tratadas con
arginina, cabe sefialar que las poliasipnas ademis de estar
relacionadas con la proiiferacidn y crecimiento celular tienen
acciones parecidas a la Iinsulina como por ejemplo

~ Suprimen la sintesis de AMPc al igual que la fnsulina.

~ Estfoutacidn de la sintesfs de pratefpas

Por otra parte, se encuentra firamemente establecido que la
omision de Calcio extracelular anula la secrecidn de insuviina
mediada por glucosa y otros agentes insulinotropos in vitro. Ast,
el proceso de liberacién de insulina desde las células beta,
requiere Ila presencla de calcio extracelular puesto que éste es
reponsable de la actividad de tranglutamilasas. Las poliaminas
estimutan Ila liberacidn de insulfna porque acte@an como sustatos

de las transglutasilasas.

Otra razén por la cual el transporte dec glucosa avmenta en
el grupo de ratas tratadas con espermidina es debido a que e&sta

interactué con un receptor de membrana.

Por otra parte, la espermidina y arginina tienen estructura
similar a las sulfoniluréas que s0n utlftzadas como

hipoglucemiantes orales.

7.2.9.2. Triaotlgliodridos en suero.

Para el grupo de ratas tratadas con la concentracidén wmayor
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de espermidina los triacilglicéridas disminuyeron con respecto
al grupo diabeético llegando a tener valores sfiwmilares al grupo
cbncrol.

Lo anterior se puede deber a que las polfaminas inhiben la
lipdlisis al igual que la insulina. Se cree que la inhibicidn de
la lipdlisis se deba a la supresidn en los niveles de AMPc (Se ha
inducido la lipolisis con 2 homonas y &sta fue inhibida por
espermidina pero cuando se administro dibutiri! AMPc no fue

inhibida).

7:2.9.3. Alfa amilasa en susro.

Para los grupos tratados con espermidina la recuperacidn de
la activid?d de alfa amilasa fue evidente; lo antefor puede
deberse a 2 razones:

La primera involucra una praba&le regeneracion de Ios
acinos pancreaticos.

La segunda, indica que la actividad de alfa amilasa
dependiente de iopes Calcio, aumentd debido a la accién de Ia
espermidina que como ya se habla discutido anteriormente tiene
caracter{sticas de catidn divalénte .

En el! grupo tratade con arginina cada 24 horas ta
recuperacidn es menos evidente, esto quiza por la dosis baja de
esta substancia y la forma de adwinistracion. Para el otro grupo
tratado con arginina\la recupercidon es casi al 100% lo que indica
que esta sustancia no solo ejerce un efecto sobre el pancreas

enddcrino sino tawbién sobre la parte exdcrina.

?.2,3.4. Protefnas en Susro y Homogenizado.

Los resultados de protelnas en suero no revelan caambios
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significativos para los grupos tratados con arginina ni
espermidina.

Por e! cantrario, las determinaciones de protefnas  en
homogenizado sf sufieron cambios fmportantes; Para [los grupos
tratados con espermidina la concentracion de protefnas en
homogenizado fguald al grupo control!. Esto se debe a que las
potiaminas son parte lmpartante en la sfntesis de protefnas y
division celular.

La recuperacidn de la concentracidn de protefnas en las
ratas tratadas con arginina solo se da en el grupo al cuval se e

administr® este aminoscido dos horas antes del sacriffcioeo .

?.2.9.5. Actividad de arginasa en suerc y homogenizado.

La actividad de arginasa en suero aumento con respecto al
grupo control para los grupos tratados con argrinina. esto es
debido a la activacion de esta enzima por su sustrato.

Por otra parte, la actividad de esta enzima en homogenizadu
se lfguald con respecto al control! para el grupu tratado con
espermidina dos horas antes del sacrificio.

La actividad de la enzima en homogenizado no se recuperd
para ningon grupo, sin embago las ratas tratadas con la mayor
cantidad de espermidina disminuyeron en gran cantidad su
actividad esto se debe a la inhibicién de la enzima por su

pProductio,.
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CONCLUSIONES

En general, los parémetros bioquimicos de
triacilglicéridos, alfa amilasa, actividad de arginasa sérica y
protelnas en homogenizado se igualaron entre las ratas control

y las ratas tratadas con espermidina (Smg/Kgl.

La activacién del metabolismo de poliaminas es [fmportante
en la iniclacién del crecimiento celular de Jlos islotes de

Langerhans.

La arginina y espermidina estimufan la [Jiberacidn de
insutina en el pAncreas enddcrino, asto puede deberse a tres

mecanismpos:
a) Regeneracidn de cAlulas Beta.
b) Aeccidn de arginina y espermidina parecida al calcio.

c) lnteraccidn con el receptor de membrana para insulina.

La espermidina tiene accion parecida a la f{nsulina en
cuanto a que inhibe la lipblisis y estimula el transporte de

glucosa al faciilitarlo a través de Ja membrana celular.

La espermidina puede tener un papel! de segundo mensajeroc

intracelular.
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A P END I CE

8.1. TECNICAS.

8.1.1. DETERMINACION DE GLUCOSA EN SUERD SANGUINEO.
Test-Caombinacion. Glucosa GOD-POD. Boehringer Mannheinm

Gmbh, Mannheim, Alemania Occidental
8.1.1.1. Fundasento de ia prusba.

E! peroxido de hidrageno producido por la oxidaclion
enzimadtica de glucosa reacciona en presencia de peroxido
reductasa (POD) con 4 aminofenazona y el feno! por copulacion
oxidante se forma 4 (-p-benzoquinona-monoiminol)-fenazona + agua.
La cantidad de cramdgeno formado es proporcional 2 la

concentracf{én de glucosa.

9.4.2.2, Contenido del Reactivo:

Cuando e! reactivo es recanstftufdo de acuerdo con las
instrucciones, las concentraciones aproximadas de los
ingredientes son:

Agortiguador de fosfato 100mmofs &, pH 7.0

Oxfgeno l-oxidorreductasa (GOD) 8 u/ml.

Peroxido reductasa (PAP) 1,1 Usmt.
4- aminofenazona 0.778mol7 1.
Fenol 1immols 1.
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8.1.t.3, Preparacitn del! resaotivo.

bisolver el contenldo del frasco  que contiene el
amortiguador con enzimas con 500 wml & 1000w! de agua destilada
segin sea el caso y afadir 10 6 20 m] del frasco que contiene

feno!. Dar vueltas suavewente, No agitar.

8.1.4.4. Almacenamiento del reactivo.
E! reactivo no reconstitufdo debe ser almacenado entre +2 a
8°C y puede ser usado hasta la fecha de expiracion indicada en la

etiqueta.

El! reactivo reconstitufde se mantiene estable por 4 semanas

a #+4~C y 5 dias entre 15-25°C en frasco color Amnbar.

9.1.1.5. Recolecoidn y almacenamiento de las muestras.

La glucosa se reporta como estable por 24 horas a 25°C;
o por siete dlas a 4°C si se afiade un Iinhibidor de la
glicdlisis (NaF, KF). Este reactivo es atil en la determinacién
de glucosa en suero o plasaa de pacientes en ayunas, para lo gque

se recomienda separar los componentes celulares inmediatamente.

8.1.1.8. Material requerido,
Equipo de Reactivo para Glucosa.
EstaAndar de glucosa de lag/mil en sewlucion salina 0.9%
Pipetas de precisisn.
Tubos de ensayo.
Celdillas para colorimetro.

Agua destilada o defonizada.
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9.1.1.7. Prooedimiento.

Longitud de onda: 4530 owm.
Tempno abura de incubacifg: 3770
Temperatura Jde medicién: 25°C
Tiewnpos de reaveisn @ 10 miu.

ad Lievare el colorfmelers a cero con agua destilada.

b) Colocar en los tubos de reaceiédn 20 mel de problema,
estandar y agua destilada.

c) Agregar 2 mcl de! reactivo a los tubos, mezclar o

incubar por 10 wmin. a 3?-C en la obscuridad.

BLANCOD ESTANDAR PROBLEMA
AGUA 0.0tm} -. -
ESTANDAR - 0.0fw} -
PROBLEMA - - 0.01m!
REACTIVO 1.0 m! 1.0 ml 1.0 =l

d) Medir el color final en un lapso no mayor de 10 wmin
posteriores a la incubacidn, frente al! blanco del
reactivo.

9.1.1.8. Caleulos.
La concentracisn de glucosa se caleula como sfgue:
[glucosal= 100 # Absorbancia problema - blanco Lagrdl}
Absorbancia estandar - blanco
8.1.1.9. Precauciones.

E! reactivo no reconstitufdo de cnzimas, contiene azida

de sodio como conservador. Se debe evitar por tanto el contacto
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con Ia piel y mucosas. La ingestién de grandes dosis puede
proveocar vasodilatacién.

El reactivo que contiene fenol, es venenoso si estd en
contacto con la piel o es ingerido. Causa cauterizacién. En caso

de contacto con la piel lavar con polietilenglicol 40G.
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8,1.2., DETERMINACION DE TRIACILGLICERIDOS EN SUSRO SANGUINEO,
Reactivo Triaciiglliceritdos Colar . (Gtitord Systems, 132
Artino Street, Oberlin, Ohio, U.5.A.)

8.1.2,1. Fundasento.
El! glicero! producido por [a hidrdlisis enziasAtica de

trfacliglicéridos es5 fosforilado por adenosinanitrofosfatasa
(ATP) para producir [1-glicerofosfato y ADP en la reaccidn
catalizada POr gliceroquinasa (GK). La &licerofosfato-
deshidrogenasa (G-~1~PDH) cataliza la oxidaciédn de [1-glicero
fosfato en presencia de nicotinamida adenina dinuclebtido (NAD+)
pra producir NADH que es usado para reducir la anillna de cloruro
de 2-tetrazollo (lodofenti-p)-3-(nitrofenil-p)-5~fenil (INT) a
formazAn en |la reacclén catalizada por diaforasa. E! foreazan
absorbe la luz a 530 nm. La Intensidad del color formado es
proporciconal a la concentracion de gilceroal y por tanta, a la

concentracién de triactiglicéridos.

8.1.2,2. Contenido del Reactivo.
Cuando el reactlvo es reconstitutdo de acuerdo con |as
instruecciones . las concentraciones aproximadas de los

Ingredientes dei reactivo son las sigulentes:

ATP 1.0mnol/!.
NAD 1.2mmol/!l.
INT 1.0mmoil/I.
GK (aicrobtana)l 120 U1,
G-1-PDH (mtsc. coenejo) 3500 U/!.
Dfaforasa 450 vUrt.
Lipasa fslcrobiana) 1X10+5 vr1i.

Amortiguador (pH 7.7)
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8.1.2.3. Preparaatdn de! Reacotivo.

Reconstitulr las frascos del reactiveo para
Triacilgliceéridos (Color) 6.5, 15.5% & 50 con 6.5al, 15.5ml 6 50wl
de agua destilada o deionizada respectivamente. Dar vueltas
ligerapente para disolver. No agitar.

7.4.2.4. asfento del Reactivo.

El reactivo no reconstituido debe ser almacenado
entre 2-8°C y pucde ser usado hasta 1a fecha de expiracidn

indicada en la etiqueta.

El reactivo reconstituldo se mantiene estable por 8
horas a temperatura ambiente (18-25~C) o por 5 dlas refrigerado
(2-8°C) cuvando estad protegido contra la luz.

2.1.2.5. Reccieccién y almacenasmiento de muestras.

Puede usarse sueroc o plasma recogido de pacientes en
ayunas.los anticuagulantes tales come EDTA, oxalato o heparina no

eausan Inhibicfon.

Una hemdlisis moderada no afecta significativamente los
resul tados obtenfdos con esta prueba.

No debe usarse citrato de sodio.

Para la obtencién de las muastras deben usarse tubos y
tapas libres de glicerol.

Los tracliglicéridos se reportan como estables por 3
dfas & teaperatura ambfente . S5in embargo se recomienda

alwacenamiento refrigerado o congelado de las muestras.
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8.1.3. DETHERMINACION DE UREA. (37)
8.1.3.1. Fundamento de Ia prusba.

Para @medir el caontenido de uréa se utiliza una
modificacion del metodo propuesto por Geyer y Dabich.

La uréa forma en solucién Acida de diacetil monoxima en
presencia de tlosemicarbazida un complejo colorido que se wide

fotometricamente

8.1.3.2. Contenido.

Reactiva colorido, Extracto acuoso de una solucidn que
contiene 2.4 aM de tiosemicarbazida y 41.1 oM de 2-3 VLutapodien
monoxima.

Reactivo Acido. (Se prepara al momento de utilizar).

0.1 ml de cloruro férrico 0.12 M en Acido fosforico al
56.7 % , Esta allcuota se lleva a un voluaen de 100 ml con acido

sulforico al 20%.

8.1.8.3. Procedisiento.

Longitud de onda: 530na.

Temperatura de reaccidn: 82°C

Tiempo de reaccion: 25 min,

Temperatura de madicion: 25°C.

a) Llevar el colorimetro a cero con agua destilada.

b) Colocar en los tubos de resccidn 0.2 ml de la muestra
problema (previamente tratada), ya sea suero u hosogenizado.

c) Agregar 0.8 ®l! de agua, 1 =l de wmonoxima can
tiosemicarbazida y 2 ml de! reactivo de tricloruro feérrico en

Aclda sulferico.
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d? Colocar [la wmezcla de reaccion a 95°C .durante 25
minutos.

e) Una vez enfriados los tubos, proceder a leer el % de
absorbancia a 530 na.

r) Al mismo tiempo preparar una curva estandar con urea

como sigue:

mcg UREA AGUA MONGX THA CLORURO Fe
(ml) TIOSEMICARBAZIDA (aml)
(mil)
BLANCO H 1 2
b 1.5 G.9 1 2
z2 3.0 .8 1 2
3 4.5 0.7 1 2
4 6.0 0.6 1 2
5 7.5 0.5 1 2
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8.1.4. DETERMINACION DE PRUTEINAS,

5.1.4.1. Contenfdo.

al? Awmortiguador : Carbonato de sodio al 2%, tartrato
doble de sodio y potasio 0.02% , en hidroxido de sodio 0.! NK

b)) Solucién de sulfato de cobre pentahidratado al 0.5%  en
agua destflada.

¢} Reactivo de Folin-Ciocalteus en agua (1.1 '/ 1.4).

d) Estandar de aibémina bovina (0.2 mg/ml).

e) Mezcla cuproalcalina (50 volomenes de la solucten
amortiguadora con un volGmen de la solucidn de sulfato de cobre
pentahidratado)., Esta wmezcla se debera preparar al momento de

usarse.

8.1.4.2, Procedimiento.

Longitud de onda: 530nam.

Tigmpo de reaccion; 30 min.

Temperatura de medicién: 20-C.

a) Lievar el colorimetro a cero con agua destilada.

b) Colocar en los tubos de reaccion 0.2 wmi del
homogenizado (previamente tratado}, o 10 mcl! de suero previamente
dilutdo.

<) Completar a 0.5 ml con agua destilada. Agregar 2 al
de la wmezcla cuproalecalina , dejar reposar 10 min. y despues
agregar 0.2 m! del reaclivo diluido de Folin-Ciocalteus.

d) Dejar reposar 20 win.

2) Proceder a leer el X de absorbancia a 530 nm.
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f) Al mismo tiempo preparar una ocurva estAndar con

albumina bovina como sigue:

mcg ALBUMINA AGUA MEZCLA REACTIVD

(ml) CUPROALCAL INA FOLIN

{(ml) {ol)
BLANCO o 0.5 2 0.2
1 20.0 0.4 2 0.2
2 40.0 0.3 2 a.2
3 60.0 0.2 2 0.2
4 80.0 0.1 2 0.2
5 100.0 0.0 2 0.2
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@.1.5. DETERMINACION DE PESD SECO.

8.4.5.1. Contenido.

a) 1 g de dicromato de potasio en 50 ml.
concentrado. Calentar a 70°C para disolucién.
debe preparar al momento de usarse.

b) EstAndar de manitoi (2 mg/mi).

8.4.5.2. Prooedimiento.
Longitud de onda: 660n=m.
Tiempo de reaccién: 20 sip.
Temperatura de reaccliof: 92°C.

Temperatura de medicidn: 20°C.

de Acido sulforico

Esta

solucion

a) Llevar el colorfisetro a cera con agua destilada.

b) Colocar en los tubos de reaccién

homogenizado.

0.4 ol

se

del

e¢) Completar a 1.0 ml con agua destilada. Agregar 2 wmi

de la solucfdon oxidante,

d? Hervir durante 20 ain.

e) Pruceder a leer el % [ albisorbancia a 666G na.

)Y Al wismo !iempo preparar una curva

manitul comu =ifgue:

mey  MANITOL AGUA SOLUCION
tml) OXIDANTE
(ml) (nf)

BLANCO ] 1.0 2
1 400 0.8 2
2 800 0.6 2
3 1200 0.4 2
4 1600 0.2 2
5 2000 0.0 2
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