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RESUMEN

Se estudid la accidén de L-arginina y las poliaminas putrescina, espermidina y
espermina sobre la funcién pancredtica de ratas diabéticas. Se llevaron a cabo
dos series de experimentos. En la primera parte, se estudié el efecto de L-
arginina sobre la actividad de arginasa y niveles pancredticos de poliaminas en
el pdncreas de ratas normales y diabéticas (120 mg de aloxana/kg 1I.v.). Se
formaron 4 grupos (10 machos adultos por grupo). I-Control-NaCl 0.154 M. II-
Diahéticas-NacCl 0.154 M (96 horas después de la aloxana). III-Control + L-
sogininag 10 mM. IV-Diabéticas + L-arginina 10 mM. Las ratas se sacrificaron 20
minutos después de la inyeccidén de L-arginina., En el suero se midié glucosa y
en el tejido pancredtico el peso seco, proteinas, actividad de arginasa y
poliaminas (HPLC). Se observé una alta relacidén entre mg proteina/mg de peéso
seco e linduccidén de arginasa en los grupos III y IV. La putrescina disminuyd
como consecuencia de la diabetes, pero se recuperdé con la administracidén de L-
arginina. Las concentraciones de espermidina y espermina disminuyeron y
permanecieron bajas.

En la parte dos, se agruparon 70 ratas como sigue: I-Control-NaCl 0.154 M. 1II-
Diabéticas-NacCl 0.154 M después de la administracién de aloxana. III-Diabéticas
de 96 horas + 1.5 U de insulina/kg cada 24 horas y dos horas antes del
sacrificio. JIV-Diabéticas + L-arginina 10 mM 2 horas antes del sacrificio. Los
grupos del V al VII estuvieron formadas por ratas diabéticas de 96 horas a las
que se les administré 5 mg/kg, i.p. de putrescina, espermidina o espermina,
respectivamente, dos horas antes del sacrificio. Se midieron en el suero las
concentraciones de glucosa, triacilglicéridos. proteinas y las actividades de
alfa amilasa y arginasa. En el tejido pancredtico se midid actividad de arginasa
y las concentraciones de proteinas y de DNA. Los camblios mds importantes se
observaron en las actividades de arginasa y alfa amilasa las cuales fueron
notablemente incrementadas por las tres poliaminas (P <0.005) en el tejido
pancredtico, que fueron similares a los efectos de Insulina y L-arginina. La
putrescina disminuydé los niveles de glucosa en el suero de ratas diabéticas.

Estos resultados sugieren que la arginina es metabolizada a putrescina en el
pdncreas y que las poliaminas pueden sSer wutilizadas en los procesos de
regeneracidén o en la recuperacién de la funcidn endécrina del péncreas.
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SUMMARY

Actions of L-arginine and polyamines putrescine, spermidine and spermine were
studied on the pancreatic function of diabetic rats. Two series of experiments
were carried out. In the first part, the effect of L-arginine on the arginase
activity and polyamine levels was studied In the pancreas of normal an diabetic
rats (120 mg/kg alloxan, 1i.v.). Four groups were formed (10 male adults per
group). I-Control-0.154 M NaCl. II-Diabetic-0.154 M NaCl (96 h after alloxan).

ITI-Control plus 10 mM L-arginine. IV-Diabetics plus 10 mM L-arginine. Rats

were sacrificed 20 min after L-arginine injection. Glucose in serum and dry
welight, proteins, arginase activity and polyamines (HPLC) 1In pancreas were
measured. Higher ratio mg protein/mg dry welght and arginase Induction was

observed for groups III an IV, Putrescine was low as a consequence of diabetes
but restored with L-arginine. The concentrations of spermidine and spermine were
lower.

In the part two, 70 rats were grouped as follows: I-Control-0.154 M NaCl. II-
Diabetic-0.154 M NaCl 96 h after alloxan. ITI-piabetics 96 h plus 1.5 U
insulin/kg every 24 h and two hours before the sacrifice. IV-Diabetics plus 10
mM L-arginine two hours before the sacrifice. The groups V to VII were formed
of diabetic rats, 96 h after alloxan were administered 5 mg/kg 1.p. of putrescine
or spermidine or spermine, two hours before the sacrifice. Glucose,
Triacylglycerides, alpha amylase, proteins and arginase activity in serum and
total proteins, arginase activity and DNA in pancreas were measured. The most
important changes were seen in the arginase and alpha amylase activities which
were notably increased by the three polyamines (P <0.005) iIn pancreatic tissue
and they were similars to those of insuline and L-arginine. Putrescine decreased
the glucose levels in serum of diabetic rats.

These results may suggest that arginine i1s metabolized to putrescine In the
pancreas and that polyamines may be utilized in regenerating processes or for
recovering the endocrine pancreatic function.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad sistémica que se caracteriza por una
incapacidad para controlar la glucosa sanguinea, es causada por la deficiencia
absoluta o relativa de insulina y se asocia frecuentemente con lesiones
especificas de la microcirculacién, alteraciones neuropdticas y predisposicién
a la atorcoscIereosis,  Alguna vez uno de los esiudiosos de la diabetes escrihid
que "es dificil concebir gque los carbohidratos que son importantes nutrientes
puedan ser la causa de cambios funcionales crdénicos y permanentes, y del daifo
estructural en muchos tejidos del hombre y de los animales", pero hay evidencias
de gque elevados niveles de glucosa sanguinea pueden ser los responsables de las
complicaciones severas de la diabetes.

La diabetes estd relacionada con el envejecimiento, de tal manera que conforme
las células se envejecen, se vuelven ineficientes y los tejidos se endurecen.
Se ha descubierto que las células y los tejidos se llegan a envejecer debido en
parte a los factores nutricionales.

Hoy en dia, existen mds preguntas acerca de las bases bioquimicas de la diabetes,
que las gque han sido contestadas. En particular, la patogénesis de las
complicacliones crénicas, es una area de conocimiento incierto.

Nosotros hemos comenzado a incursionar en el estudio de esta enfermedad, y
particularmente estamos estudiando algunos aspectos metabdlicos de las poliaminas
y de su precursor, la L-arginina. Tanto la arginina como las poliaminas han sido
asociadas con la sintesis y liberacidn de insulina y como consecuencia con el
metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos de los efectos de la
arginina y las poliaminas en el pancreas de la rata con diabetes Inducida por la
administracién de aloxana.

Previamente se hace una descripcién de los diferentes tépicos que se relacionan
con el tema,



GENERALIDADES
PANCREAS

El pdncreas es una gldndula compuesta, que se encuentra situada paralelamente al
estémago y detrds de él1 (figura 1), presenta una funcidén secretoria endbcrina y
exécrina de hormonas necesarias para ¢l metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas. Su estructura comprende dos tipos principales de tejidos: Los acini,
cuya funcién es la secrecién exdcrina y los islotes de Langerhans, responsables
de la secrecién enddécrina; ambos regulan la homeostasis en humanos por acciones
de sus productos de secrecién (1).

ACINI
Los acini son grupos de células gque secretan enzimas digestivas (figura 1) en el
jugo pancredtico hacia las porciones altas del intestino delgado en respuesta a
la presencia del gquimo.

El jugo pancredtico contiene enzimas que hidrolizan proteinas, carbohidratos y
grasas, ademds de iones bicarbonato Importantes para la neutralizacién del quimo
dcido proveniente del estdémago hacia el duodeno. Las principales enzimas
presentes en el jugo pancredtico son:

a) Enzimas proteoliticas:

- Tripsina

- Quimotripsina

- Carboxipolipeptidasa
- Ribonucleasa

- Desoxirribonucleasa

- Inhibidor de tripsina

b) Enzimas digestivas de carbohidratos:

- Amilasa pancredtica

c) Enzimas lipoliticas:

~ Lipasa pancredtica
- Esterasa del colesterol
-~ Fosfolipasa

Todas las enzimas proteoliticas del jugo pancredtico son activadas en el
intestino por medio de la enterocinasa secretada por la mucosa intestinal cuando
el quimo entra en contacto con la mucosa y son desactivadas por la enzima
inhibidor de tripsina.

Cuando el pédncreas es estimulado para secretar volamenes grandes de
jugo pancredtico, la concentracién de lones bicarbonato puede elevarse hasta
valores de 145 meq/L, que son cinco veces la concentraci6én de estos iones en
plasma, eso sirve para neutralizar el 4cido del quimo que llega al duocdeno
procedente del estémago, dando un pH adecuado para gque actuen las enzimas
provenientes del jugo pancreético.

Toda esta secrecién pancredtica estd regulada por mecanismos nerviosos y
hormonales, siendo la mds importante la regulacién hormonal.

La regulacidén nerviosa est& ligada a la fase cefdlica y géstrica de la secrecidn
del estémago, ya que cuando se transmiten simultdneamente impulsos parasimpdticos
a lo largo de los vasos hacia el pédncreas, se libera acetilcolina, que causa la
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secrecidén de cantidades moderadas de enzimas provenientes de los acinis
e pancredaticos.

ESTOMAGO

VENA PORTA |

o ISLOTE DE LARGE REIANS
CAMILAR
\\
DLINE 1O
i ACINY EYOCHINGS - £
CELULABETA - F- 1
Pt
2y Figune 1, Ff pincreas se alofa debsijo del estdenage v su funcidn principal es la produccion de enzimae digestivay que secreia ol iiuesting por wn proveso de sectedion exdorina. Dispersos
por Lz glindula re encuentran los Istoies de Langerfums (recundro), que contienen a ki cflulas bewy, prafuctoras de Insuling, da cual se libera directanente o los cupibare! sanguineas por
un proceso de secrecidn enddorine
La accidén hormonal es la que regula principalmente todo el proceso de la
: secrecién, siendo las hormonas claves: la secretina y la colecistocinina, la
, primera estimula principalmente la seciecidn pancredtica de concentraciones altas
- de ion bicarbonato (145 meq/L apioximadamente) y la segunda estimula la secrecidn
! de enzimas pancredticas exdécrinas; un efecto similar es provocado por la

gastrina, hormona secretada en la fase gdstrica de la digestién,
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ISLOTES DE LANGERHANS

Entre otras hormonas este tejido secreta hacia la sangre insulina y glucagon,
principalmente. El péncreas del ser humano tiene casi un milldén de islotes de
Langerhans, cada uno con 100 ug de didmetro, estando organizados alrededor de
capilares (figura 1) donde sus células secretan las hormonas que producen, dichas
hormonas estdn contenidas en granulos secretorios (2).

Las célula:s de los Islotes de Langerhans en general se caracterizan por presentar
un alto grado de compartamentalizacién, dado por un gran contenido de reticulo
endoplédsmico rugoso (RER), aparato de Golgi y polisomas: también sus mitocondrias
son extremadamente pequefias en comparacién con las mitocondrias de otras células,
ademds de contener numerosos cuerpos ceroldes autofluorescentes que contienen
enzimas lipidicas y lisosomales.

También presentan un sistema de microtubulo-microfilamento, el cual puede ser
observado adyacente a la membrana plasmdtica. En cultivos de células se pueden
observar largas uniones de microtubulos que separan columnas lineares de grénulos
beta. Los microfilamentos estan presentes junto a la membrana y probablemente
ocurran como fibras individuales en el interior de la célula.

Los islotes contienen varios tipos de células (2), las cuales son:

a) Células Alfa

b) Células Beta

c) Células Delta

d) Células PP

e) Células C, E y F

Los tres tipos de células principales son las células alfa, beta y delta, que se
distinguen entre si por su morfologia y sus caracteristicas de coloracién. A
continuacidn se describe a grandes rasgos estos tipos de células presentes en los
islotes:

Células Alfa: Este tipo de células secretan la hormona llamada glucagon, cuya
funcidén es la de aumentar la concentracién sanguinea de glucosa, ya que esta
hormona provoca la hidrélisis del glucbégeno hepdtico y muscular e incrementa la
gluconeogénesis, lo que aumenta la disponibilidad de glucosa para 1los otros
organos del cuerpo.

En el hombre, las células alfa estdn rodeadas de un saco membranoso y su
distribucién entre los islotes varia en diferentes especies, por ejemplo en la
rata y ratén las células alfa forman un aro en la periferia del islote, en el
hdmster y el hombre estdn distribuidas en el islote y en el caballo se encuentran
en el centro del islote, Las células alfa comprenden aproximadamente el 20-25%
de la poblacién de células en el islote de mamiferos adultos.

Células Beta: Las células beta son las encargadas de sintetizar y almacenar
insulina, la cual promueve la absorcién en el higado de la glucosa ingerida
almacendndose en forma de glucégeno. Lo anterior se debe a que esta hormona
promueve varios mecanismos a nivel enzimdtico que provocan este efecto, lo cual
se verd mds adelante (1,3).

Las células beta comprenden el 75~80% de la poblacibén celular en los islotes del
pdncreas humano.

Este tipo de células, tienen un alto grado de compartamentalizacién la cual esté§
dada por los grdnulos secretorios o grénulos beta, el aparato de Golgi y el RER:
los gréanulos beta derivan del RER a través del aparato de Golgi, siendo estos
grénulos los que contienen y secretan la insulina,

. AT e,
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Los granulos beta tienen una diferente estructura morfolégica dependiendo de la
especie: en la rata y el ratén son redondos y relativamente densos, con un
espacio que separa a los grdnulos de los sacos membranosos que los roedean. En
las células beta del hombre, el perro y el murciélago, los grdnulos tienen
perfiles rectangulares con una matriz cristalina conteniendo lineas de
periodicidad repetida de aproximadamente 50 A. En el gato los grdnulos beta se
encuentran en una estructura cristalina densa romhoide rodeados por material
amorrfo.

Células Delta: Estas células constituyen cerca del 10% del total de la
poblacién celular de los islotes y son las encargadas de secretar la hormona
somatostatina.

Este tipo de células son identificadas por métodos de microscopia electrénica,
midiéndose el tamafo de sus grdnulos secretores, (250-450 nm) los cuales muestran
una opacidad electrénica baja.

Células PP: Las células PP son un tipo de células que se encuentran en los
islotes en pequeias cantidades y secretan una hormona llamada polipéptido
pancredtico, cuya funcién se cree que es la de regular ciertos procesos
gastrointestinales, ya que se ha descubierto que regula la liberacién de enzimas
digestivas pancredticas.

Células C, E y F: Ademds de las células descritas anteriormente, se han descrito
otros tipos de células cuya funcién aun es desconocida, como las células C, E y
F, las cuales también presentan grdnulos secretorios, pero en una proporcién
mucho menor o inclusive nula, como lo es el caso de las células C, que no
contienen dichos grdnulos, ademids de tener mitocondrias muy pequefias y muy poca
porcién de RER.

Todos los tipos celulares descritos anteriormente estdn relacionados muy
estrechamente, logrdandose con esto la regulacién directa de la secrecién de
algunas hormonas por medio de otras también producidas en los islotes, como el
glucagon, que inhibe la secrecidén de insulina, o la somatostatina, la cual a su
vez inhibe la secrecién tanto de insulina como de glucagon.

DIABETES MELLITUS

La diabetes es una enfermedad compleja lo que ha dificultado su clasificacién
(4). Varias publicaciones contienen Informacién al respecto (5,6). La
literatura mds reciente ha sido proporcionada por el Dr. Fajans (7).

La diabetes mellitus es una alteracién determinada genéticamente del metabolismo
de carbohidratos, grasas y proteinas, asociada con una insuficierncia absoluta o
relativa de la secrecién de insulina y con grados variables de resistencia a la
insulina. En su expresién clinica total se caracteriza por hiperglucemia en el
ayuno, y en la mayoria de los pacientes, a largo plazo, por complicaciones
vasculares microangiopdticas, especialmente en el ojo y el rifién, por una
frecuencia aumentada de enfermedad macrovascular, tales como enfermedad coronaria
y vascular periférica, y por neuropatia. Aunque las principales diferencias
fenotipicas en tipos de diabetes clinica (tipo de presentacién juvenil, tipo de
aparicién en la madurez) han sido apreciadas desde hace un siglo, es hasta hace
unos doce afios que se incrementa el conocimiento de la etiologia y patogénesis
de la diabetes, aunque todavia incompleta, ha indicado que la diabetes no es una
entidad simple sino un grupo heterogéneo de alteraciones.

‘o
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La heterogeneidad implica que hay diferencias entre varios grupos de pacientes
en términos de etiologia y patogénesis (factores genéticos, medioambientales e
inmunes), en la historia natural, y en la respuesta al tratamiento. Por lo que
se considera que la diabetes no es una simple enfermedad sino un sindrome.

Una clasificacién ideal de la diabetes tendria que basarse en la etiologia y
patogénesis solamente, sin embargo, para que una clasificacién sea util: 1) para
el clinico, en la categorizacién de pacientes para propdsito de tratamiento y
diagnéstico, 2) para propbésitos de investigacién, y 3) para que sirva como base
para la coleccién de datos clinicos y epidemiolégicos en grupos de poblaciones
diversas, es conveniente incluir otras consideraciones. En 1979 un grupo de
trabajo patrocinado por el Grupo Nacional de Datos de Diabetes (NDDG) de los
Institutos Nacionales de Salud de los E.U., publicaron una Clasificacién de la
Diabetes Mellitus y otras Categorias de Intolerancia a la Glucosa. Esta fue
adoptada y modificada ligeramente por la Organizacién Mundial de la Salud.
Fajans (7) ha dado la clasificacién mds reciente, basada esencialmente en el
trabajo y procedimientos del NDDG y de los grupos de trabajo de la Organizacidn
Mundial de la Salud, con ligeras modificaciones. Se han revisado los indices por
los cuales se idearon las otras clasificaciones, sin embargo, en la actualidad,
cualquier clasificacién es todavia arbitraria, algunas veces inconsistente y no
se apega idealmente a lo que se conoce acerca de la historia natural de varios
tipos de diabetes.

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS DE INTOLERANCIA A LA
GLUCOSA.

La clasificacién (Tabla I) incluye tres clases clinicas: 1) La diabetes mellitus
se caracteriza ya sea por hiperglucemia en el ayuno o por niveles de glucosa
plasmitica por arriba de los limites definidos durante una prueba de tolerancia
a la glucosa. 2) Un deterioro en la tolerancia a la glucosa se caracteriza por
niveles de glucosa plasmitica, durante una prueba de tolerancia a la glucosa, que
cursan por arriba de lo normal pero por abajo de aquellos definidos como
diabetes, 3) La tercera clase clinica es la diabetes gestacional. La
clasificacién también incluye dos clases de riesgo estadistico en la historla
natural de la diabetes, para propésitos de investigacidn solamente, en los cuales
no hay anormalidades del metabolismo de carbohidratos. Hay anormalidad previa
de tolerancia a la glucosa, y ancrmalidad potencial de tolerancia a la glucosa.

TABLA

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

Clases Climcas

A, Diabetes Mellitus {(OM)

. Tipo |, Tipos dependientes de tnsulina (100M)
[1. Tipo 1l.Tipos No-dependientes de insulina (NIDDM)
1. Drabetes Mellitus relacionada ¢ desnutricion (MRDM)
tv. Otros tipos. Incluyen didabetes me!llitus asociada con
ctartas condigiones y sindromes

B. Desajustes en la Tolerancia a la Glucosa (1GT)
€. Diabetes Gestacional (GOM)

Clases de riesgo estadistico
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La clasificaclién se ha disefado de modo que un individuo pueda ser clasificado
solamente en una de estas clases, sin embargo, un paciente puede cambiar de una
clase a otra en la historia natural de la enfermedad.

En esta descripcidn se indica entre paréntesis la nomenclatura internacional que
se emplea en la designacién de cada clase de diabetes.

CLASES CLINICAS

La Diabetes Mellitus (DM) es subdividida en cuatro diferentes tipos que parecen
definir la etiologia y patogénesis, La diabetes tipo I y tipo II son las
principales formas clinicas de la diabetes en el mundo occidental, mientras que
la diabetes relacionada a desnutricién es la principal forma clinica en algunas
partes de Africa, Asia y el Caribe. En la cuarta categoria, Otros Tipos, se
clasifican varias entidades que, en contradiccién a la primaria o diabetes
esencial (tipo I y tipo II), anteriormente fueron clasificadas como diabetes
secundaria o diabetes asociada con cliertos sindromes genéticos raros.

TIPO I: DIABETES MELLITUS INSULINO DEPENDIENTE (IDDM).

La diabetes mellitus tipo I o insulino dependiente (IDDM) se presenta en
aproximadamente el 10% de todos los diabéticos en el mundo occidental.

Se piensa que los factores genéticos son de Importancia en la mayoria de los
pacientes como lo expresa el aumento asociado (o disminucién) de la frecuencia
de ciertos locus de antigenos de histocompatibilidad (HLA)} sobre el cromosoma
numero 6. En varios grupos occidentales de pacientes diabéticos el porcentaje

de prevalencia de HLA-B8, BW15, BI18, Al, CW3, DW3, DW{ y particularmente de DR3

y DR4 se ha encontrado aumentado comparado con las poblaciones control, mientras
que la frecuencia de B7 y DW2 ha sido encontrada disminuida. Es comin que en la
diabetes insulino dependiente haya uno o més genes de respuesta inmune en unién
desequilibrada con los antigenos HLA que pueden producir susceptibilidad
incrementada al dafo de células beta permitiendo la interaccién de un factor
medioambiental con antigenos especificos de la membrana celular. En el tipo més
comin de IDDM (tipo 1A), se ha postulado que factores medioambientales como
ciertas infecciones virales y posiblemente agentes quimicos sumados a los
factores genéticos pueden conducir a una destruccién de las células beta mediada
por células. De tal manera que se piensa que las respuestas inmunes anormales
(unidas a asoclaciones HLA) caracterizadas por autoinmunidad celular y humoral
juegan un papel patogenético después de un factor medio ambiental. Los
anticuerpos citopldsmicos circulantes islote-célula (ICA) detectados por
inmunofluorescencia y autoanticuerpos contra insulina (IAA), estdn presentes en
aproximadamente 80% de los pacientes, pero desaparecen después de alguncs anos
en la mayoria de ellos, Probablemente son el resultado de un proceso autoinmune,
mas que la causa (en muy pocos pacientes una infeccién viral o dafo quimico puede
conducir a la destruccién de las células beta sin una predisposicién genética).
Cldsicamente, este tipo de enfermedad ocurre mids cominmente en la nifiez y en la
adolescencia (tipo 1A) (Tabla II); sin embargo, se puede reconocer y puede ser
asintomdtica a cualquier edad. Generalmente hay una aparicién repentina,
secundaria a una severa insuficiencia de insulina (poliuria, polidipsia,
polifagia, pérdida de peso, fatiga), una predisposicién a la cetosis, y el

paciente se adelgaza. La dependencia de insulina implica que la administracién

de insulina es esencial para prevenir la cetosis espontdnea, coma y nuerte.
Ademds de la etapa de predisposicién a la cetosis, este tipo de enfermedad se
puede reconocer en una etapa mds temprana sintomdtica o asintomdtica antes de quo
el paciente llegue a ser cetésico. Por medio de ensayos prospectivos en hermanos
asintomdticos de diabéticos insulino dependientes, uno puede ain descubrir
pacientes con pruebas de tolerancia a la glucosa y con niveles de glucosa
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plasmidtica elevada en el ayuno. Generalmente en unos dos afos, su diabetes
progresa rapidamente a la forma cetésica.

En gemelos no diabéticos de pacientes diabéticos tipo I (con una alta proporcién
de HLA-DR3 o HLA-DR{4 positivo), se han encontrado linfocitos I circulantes
activados, anticuerpos contra islote-célula y autoanticuerpos contra insulina,
por mds de 8 afios, con disfuncién progresiva de las células beta, antes de una
mas profunda disminucién en la actividad secretoria de insulina y la aparicidon
de hiperglucemia en el ayuno.

El segundo tipo de diabetes insulino dependiente (tipo IB) es menos comin y se
presenta aproximadamente en 10% de todos los casos de IDDM. Se ha pensado que
la autoinmunidad primaria estd involucrada en la patogénesis de esta forma de
diabetes tipo I (Tabla II). Tales pacientes tienen asociada enfermedad endécrina
autoinmune, tal como tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves, enfermedad
de Addison, falla gonadal primaria y enfermedades autoinmunes asociadas no
end6crinas, tales como anemia perniciosa, enfermedades del tejido conectivo y

miastenia gravis, entre otras. Tales paclentes también tienen una alta
prevalencia de una historia familiar de enfermedad endécrina y no endécrina
autoinmune. La autoinmunidad primaria también puede ser sugerida por la

persistencia de titulos altos de anticuerpos pancredticos islote-célula. La
diabetes tipo IB ocurre mds frecuentemente en el sexo femenino que en el
masculino y aparece como diabetes asintomdtica, generalmente entre los 30 y 50
afios de edad. Aunque la diabetes se puede caracterizar por severa insuficiencia
de insulina también se pueden presentar formas no cetésicas mds moderadas de
diabetes. EIl reconocimiento de diabetes tipo IB es Importante ya que puede
alertar al médico de la posible presencia o desarrollo de otra enfermedad

TABLA I

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS DE
INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

Etapas en la Otra informacién
Clase clinica Subclases historia natural 0 explicacibn
o evolucidn

A. Disbetes mellitus (DM) 1. Predisposicidn a la Anticuerpos posi
l. Tipo 1. Tipos depen- precetosis tivos, islote-cé
dientes de . lula {1CA) B

insul ina (IDDM’ a. Diabéticos GTY

b. Hiperglicemia
en el ayuno

a. Tipo [A: Clasica
b. Tipo 8. Autoinmune

primaria 2. Predisposicién a la Autoanticuerpos
cetosis. Dependiente positivos contra
de insulina insulina {(1AA)

{principales formas
clfnicas de diabetes)
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autoinmune. Los pacientes con diabetes tipo IB cominmente tienen una asociaclidn
con antigenos de histocompatibilidad DR3, mientras que la diabetes cldsica tipo
I se caracteriza principalmente por DR4. Sin embargo, ya que hay sobreposicidn
en estos HLA, es probable que no se presente una verdadera heterogeneidad en la
diabetes mellitus tipo I en términos de asociacién de HLA. A pesar de esto la
IDDM parece ser heterogénea en términos de factores genéticos medioambientales
y autoinmunes que precipitan la enfermedad.

TIPO II: DIABETES MELLITUS NO INSULINQ DEPENDIENTE (NIDDM).

El segundo tipo de diabetes, tipo II o diabetes mellitus no insulino dependiente
(NIDDM), se presenta aproximadamente en el 90% de los diabéticos del mundo
occidental, también tiene unas bases genéticas gque cominmente se expresan por un
patrén familiar mds frecuente de ocurrencia gque el que se ve en la IDDM. La
sobreposicién de factores medioambientales sobre la susceptibilidad genética estd
indudablemente involucrada en la evolucién de la NIDDM, Los paclientes con
diabetes tipo II pueden tener un peso corporal que varia de normal a excesivo;
la NIDDM ha sido subclasificada de acuerdo a su asociacién con la obesidad (Tabla
III). EIl consumo excesivo de calorias que conduce a la ganancia de peso y a la
obesidad y la resistencia a la insulina son factores importantes en la
patogénesis de la NIDDM en la mayoria de los pacientes occidentales (60 a 80%).

La hiperglucemia del ayuno y la intolerancia a la glucosa gencralmente se mejoran
o corrigen por pérdida de peso. La obesidad y la resistencia patolégica a la
insulina no son factores esenciales en la evolucién de la NIDDM. En pacientes
con NIDDM que no tienen sobrepeso, ailn pequefios incrementos en el peso corporal
(incluyendo crecimiento normal de la nifiez y adolescencia) pueden exacerbar
intolerancia a la glucosa y precipitar la hiperglucemia en el ayuno. Sin
embargo, se ha presentado la evidencia de que la ausencia o presencia de obesidad
puede dar la diferencia entre distintas formas de NIDDM. Analizando la diabetes
no insulino dependiente se ha encontrado que la prevalencia de diabetes en
gemelos es mds alta en individuos no obesos que en obesos. También se ha
encontrado que los pacientes con obesidad definida en alguna época de su vida
tenian una frecuencia mids baja de historia familiar de diabetes y una baja
prevalencia de diabetes en sus padres que los pacientes sin obesidad, apoyando
el concepto de que la presencia o ausencia de obesidad puede marcar grupos
heterogéneos de diabéticos dentro de la diabetes tipo II.

En la mayoria de los pacientes con diabetes tipo II se hace un diagnéstico a
mediana edad. Una subclase de NIDDM incluye familias en las cuales la diabetes
se puede reconocer en nifios, adolescentes y adultos jévenes, la cual se ha
designado como tipo de diabetes juvenil que aparece en la edad adulta o MODY
(Maturity-onset type diabetes of young people) (Tabla III). La herencia
autosémica dominante de la diabetes ha sido establecida en la MODY; la mayor
parte de la NIDDM no se hereda de esta manera. Aunque la MODY fue excluida como
una subclase por la clasificacién del NDDG, se ha concluido que la MODY es
solamente una forma de diabetes en la cual se ha establecido un modo definido de
herencia.

En contradiccién a la diabetes tipo I, no se han encontrado asociacliones de
antigenos HLA en la mayoria de poblaciones con diabetes tipo II. Por otro lado
en tres grupos de poblaciones especificas se ha asociado un antigeno HLA con
NIDDM (Dimas, HLA-A2, Xhosas, HLA-A2, Fijians, HLA~Bwé6).

Ninguna asociacién ha sido encontrada entre los antigenos especificos de HLA y
MODY a pesar de un reporte inicial que demostré lo contrario. La evidencia de
una inmunidad celular y la presencia de ICA e IAR caracteristicas de la diabetes
tipo I no se han encontrado en la diabetes tipo II.

La MODY puede ser diagnosticada en una edad joven, por abajo de los 25 afios de
edad, y frecuentemente en la adolescencia temprana (9-14 anos de edad},
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TABLA T

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS
DE INTOLERANCIA A LA GLUCUIA

R . Etapas en la Informacién
Clase clinica Subclases historia natural adicional
0 evolucién 0 explicacion
LY
A. Diabetes Mellitus
Il. Tipo 1i. Tipos no
i dependientes
de insulina
{N1DDM)
a. NIDDOM en el obeso 1. No hay requerimiento

b. NIDDM en el no obeso de insulina *

a. Diabético GIT
b. Hiperglicemia en el
ayuno

C. MODY-NIDDM en el 2. Requerimiento de MODY: Tipo de
joven mds herencia Ihsulina * diabetes
dominante Juvenil
autosdmica (ue apa-

rece en

la edad

adulta

(Maturity-
onset
type dia-
betes of
youny

people)

. * Principales formas cli{nicas de diabetes

particularmente si se ha tenido noticia por pruebas de rutina de glucosa
plasmdtica en las generaciones mds jévenes de familias con mds de una generacidn
de NIDDM. Otros investigadores han usado un limite superior de menos de 30 a 35
afios de edad para una definicién de NIDDM en el joven. La MODY generalmente es
asintomdtica en grupos de edad mds joven, aunque algunos pacientes pueden tener
: sintomas, particularmente, si se acentda por una infeccién. De modo que, a menos
Povd que la investigacidén se Jleve a cabo por ensayo prospectivo, un diagnéstico
| clinico de diabetes no se hace frecuentemente en la mayoria de los miembros de
familias caucdsicas hasta la mediana edad o en la adulta tardia, o aun en la
vejez, como en otros tipos de NIDDM,

Por estudios seriados de miembros jévenes de familias con MODY, se puede
demostrar que puede haber muy bajo progreso hacia un deterioro en la tolerancia
a la glucosa y de esta fase a la glucosa diabética con niveleg normales de
glucosa en el ayuno (hasta los 18 aios); y sin avance o muy bajo progreso de
aquel estado a hiperglucemia en el ayuno (hasta 27 anos). La seveq;dad en la
tolerancia a los carbohidratos puede fluctuar por muchos afios, particularmente
en pacientes con anormalidades antes de la presentacién persistente de

.
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=
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hiperglucemia en el ayuno. Esto no representa pobre reproducibilidad de las
pruebas de tolerancia a la glucosa sino variaciones en la expresiédn de la
enfermedad. Otro tipo de MODY tiene hiperglucemia en el ayuno y/o progreso mis
rdpido en una edad temprana. Ds modo que alguna diabetes MODY puede ser
diagnosticada en los 19 o inicio de los veinte afnos por sintomas comunes de
diabetes descompensada, particularmente en pacientes obesos. Los pacientes MODY
de la India que residen en el Sur de Africa y en la regidén Sur occidental de la
India son inicialmente sintomdticos con hiperglucemia en el ayuno al diagnéstico.
La anormalidad en el metaholismo de los carbohidratos, incluyendo hiperglucemia
en el ayuno, aun agquella que ocurre en algunos pacientes en una edad mids joven
(10~-14 afos), responde a terapia de dieta o dieta y agentes orales por muchos
anos.

Después de varias décadas, inclusive, la hiperglucemia del ayuno puede no
responder por mds tiempo a sulfonilureas y puede progresar a diabetes que
requiere insulina (no insulino dependiente o cetésica) con disminucién de
insulina basal y estimulada por nutrimentos y niveles de péptido C.

En contraste a la presentacién asintomdtica y engaiosa en pacientes caucdsicos,
resumida anteriormente, se ha descrito un sindrome de diabetes sintomitica
atipica en jévenes americanos de raza negra que tiene caracteristicas de MODY.
Estos pacientes se presentan con un sintoma diabético agudo que se revierte con
insulina pero que meses o anos mds tarde cursa con dependencia de insulina.
Esta diabetes no-autoinmune puede ser confundida c¢on IDDM debido a su
presentacién clinica relativamente aquda, pero se puede distinguir de la IDDM
cldsica por sus caracteristicas clinicas, familiares, inmunolégicas, genéticas
y metabéblicas. :

Los pacientes con MODY frecuentemente son no obesos, particularmente en grupos
de edades mds jévenes, aunque la obesidad ocurre en otros grupos en una
frecuencia de 25 a 55%,

En muchas familias y poblaciones MODY se presentan complicaciones
microangiopdticas y macroangiopdticas tipicas con una frecuencia similar a los
patrones vistos en pacientes con NIDDM. De modo que la MODY no es una forma
Inocua de  hiperglucemia. Las complicaciones vasculares que ocurren,
frecuentemente se encuentran hasta la madurez o en la vejez, aungue pueden ser
detectadas en algunos pacientes alrededor de los treinta anos o a edades mas
tempranas.

Los pacientes con NIDDM son no dependientes de insulina para la prevencidn de
cetosis (por ejemplo, ellos son cetosis~resistentes o no predispuestos a cetosis)
pero pueden requerir Iinsulina para la correccién de hiperglucemia del ayuno
persistente sintomdtica o no sintomdtica si esta no se puede lograr con el uso
de dieta o agentes orales. De modo, gque la administracioén terapéutica de
insulina no distingue entre IDDM y NIDDM. Ocasionalmente es dificil distinguir
pacientes no-obesos con NIDDM tratados con insulina de los verdaderos pacientes

con IDDM (predisposicién a la cetosis). Los paclentes con NIDDM pueden ain
desarrollar cetosis bajo circunstancias de estrés severo precipitado por
infecciones © trauma. Generalmente otros factores, tales como la edad de

presentacién, historia familiar de diabetes, curso clinico, o historia natural
(rapidez de progreso en la severidad, fluctuaciones en los niveles de glucosa
plasmdtica, frecuencia de reacciones, frecuencia de cetonuria) ayudard en la
propia clasificacién. Una investigacién a fondo de la respuesta del péptido C
a la glucosa o glucagon y la presencia o ausencia de ICA pueden también ser de
ayuda. Como en otros pacientes NIDDM, la hiperglucemia puede ser corregida sin
la administracién de insulina por terapia con dieta o dieta con agentes orales.

DIABETES MELLITUS ASOCIADA_A DESNUTRICION (MRDM).

La diabetes relacionada a desnutricidén (MRDM) se presenta en algunas partes del

T
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mundo con menos frecuencia que la IDDM y se puede aproximar a la frecuencia de
la NIDDM. La mayor parte de casos se localizan en la India y ciertas partes de
Africa. Se presenta generalmente en la gente joven y Se caracteriza por
desnutricién proteinica severa y enflaquecimiento, en algunos pacientes por la
presencia de cdlculos pancredticos (Tabla IV). La diabetes de estos pacientes
se caracteriza por marcada hiperglucemia que no se acompada por cetosis. Estos
individuos requieren insulina para la preservacién de su salud, aunque no
dependen de insulina para la prevencién de cetosis. En un estudio realizado en
pacientes de la India Sudoccidental se demostrd que las concentraciones de
péptido C son mds bajas en pacientes con este tipo de diabetes que en pacientes
con NIDDM, pero mids altas que los de IDDM cldsica.

TABLA 1V

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS
DE INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

. Etapas en la [nformacién
Clase clfnica Subclases historia natural adicional
0 evolucidn 0 explicacién
A. Diabetes Mellitus (DM)
L1l. Diabetes mellitus rela-
cionada a la desnutricién
(MRDM) *
a. Diabetes pancredtica Depende de in-
fibrocalculosa sulina para
b. Diabetes por deficien vivir, no para
cia de protelnas pravenir cetosis

* Principal forma clinica en regiones de
Africa, Asia y el Caribe

OTROS T'IPOS DE DIABETES.

Otros tipos de diabetes incluyen entidades secundarias a o asociladas con otras
condiciones o sindromes (Tabla V). Esta subclase puede ser dividida de acuerdo
a las relaciones etiolégicas conocidas o sospechadas. La diabetes puede ser
secundaria a una enfermedad pancredtica o a la remocién de tejido pancredtico;
secundaria a enfermedad endécrina, tal como acromegalia, sindrome de Cushing,
feocromocitoma, glucagonoma, somatostatinoma y aldosterismo primario; secundario
a la administracién de clilertos fdrmacos (drogas antihipertensivas, tiazidas
diuréticas, preparacicnes que contienen estrégenos, drogas psicoactivas, agentes
simpatomiméticas, etc.). La diabetes (o deterioro en la tolerancia a la glucosa)
puede estar asociada con un gran namero de sindromes genéticos. Finalmente, la
diabetes puede estar asociada con defectos genéticos de receptores de insulina,
los cuales pueden ser el resultado ya sea de anormalidades en el numero o
afinidad de receptores de insulina o debido a anticuerpos para receptores de
insulina con o sin alteraciones inmunes asocliadas.
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TABLA ¥

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS
DE INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

R ) Etapas en la Informacion
Clase clinica Subclases historia natural adicional
0 dvolucidn o explicacién

A. Diabetes Mellitus (DM)

IV. Otros tipos, incluyen
diabetes mellitus aso-
clada con ciertas con-
diciones y sfindromes

1. Enfermedad pancredtica

2, Etiologfa hormonal

3. Inducciédn quimica o
por farmacos

4, Ciertos sindromes ge-
NéLicos

5. Angrmalidades en el
receptor de insuling

6. Otras condiciones di-
versas

DESAJUSTES EN LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA (IGT).

El NDDG de los E.U. ha recomendado que sea establecida una categoria para
individuos que en el ayuno y durante la prueba de tolerancia a la glucosa tienen
niveles de glucosa sanguinea que cursan entre lo normal y la diabetes. En
algunos individuos un desajuste en la tolerancia a la glucosa puede representar
una etapa en la historia natural de la IDDM, y mucho mds frecuentemente de NIDDN
como se ha demostrado por ensayos prospectivos. En tales pacientes la conversién
de tolerancia deteriorada a la glucosa a NIDDM, y particularmente a NIDDM con
hiperglucemia en el ayuno, ha tomado aios o décadas. Se ha encontrado que ocurre
en 10% a 50% de los pacientes con desajustes en la tolerancia a la glucosa
después de unos 10 ajios. Para estos pacientes se ha establecido la categoria de
desajustes o deterioro en la tolerancia a la glucosa (IGT) (Tabla VI).

Aunque clinicamente estdn ausentes importantes complicaciones de la diabetes en
rifién y retina (microangiopatia) o es muy rara en paclientes con IGI', muchos
estudios han mostrado en tales grupos un aumentc en la tasa de muerte e
incremento en la prevalencia de enfermedad arterial, anormal idades
electrocardiogrdficas o susceptibilidad incrementada a enferimedad aterosclerética
asociada con otros factores de riesgo conocidos, entre los que se incluye
hipertensién, hiperlipidemia y adiposidad. De modo que el desajuste en la
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TABLA VI 14

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS
DE INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

Etapas en la Informacidn
Clase clfinica Subclases historia natural adicional
de la enfermedad 0 explicacidn

o evolucidn

B. Desajustes en la
tolerancia a la
glucosa (I1GT)

a. IGY en el obeso

b, IGT en el no-gbeso Anticuerpos

¢. IGT en el MODY positivos,

d. [GT asociada con ciertas islote-célula
condiciones y en DM tipo |
sfndromes:

1. Enfermedad pancredtica

2. ttiologfa hormonal

3. Inducida por drogas o
quimicamente

4, Ciertos sindromes genéticos

5. Anormalidades en el receptor
de insulina

6. Otras condiciones diversas

tolerancia a la glucosa, particularmente en aquellos individuos alrededor de los
50 afios de edad (condicidén apropiada para el uso de pruebas de tolerancia a la
glucosa) pueden tener implicaciones pronésticas, deberian no ser ignorados o
tomados a la ligera. En el obeso, los desajustes en la tolerancia a la glucosa
casi invariablemente revierten a tolerancia normal a la glucosa con reduccidén en
el peso. EIl deterioro en la tolerancia a la glucosa puede también asociarse con
las condiciones y sindromes enlistados en la seccién Otros Tipos de Diabetes
(Tabla V).

DIABETES GESTACIONAL.,

Las pacientes con diabetes mellitus gestacional (GDM) muestran intolerancia a la
glucosa durante el embarazo (Tabla VII). Una persona diabética que se llega a
embarazar no se clasifica como GDM. Desde un punto de vista biogquimico (niveles
plasmdticos de glucosa) el desajuste en la tolerancia a la glucosa durante el
embarazo es similar pero no idéntico a la IGT. La diabetes gestacional se
presenta en aproximadamente el 2% de todos los embarazos y estd asociada con
morbilidad y mortalidad perinatal incrementada y elevada frecuencia de pérdida
de fetos viables. La terapia de este grado de intolerancia a la glucosa puede
prevenir mucho de esto. La diabetes gestacional generalmente retorna a un estado
de tolerancia normal de la glucosa después del parto; aun asi, 60% de tales
mujeres desarrollan diabetes dentro de los 15 afios posteriores. Asi que, después
de la terminacién del embarazo, las pacientes con diabetes gestacional deberian
ser reclasificadas como pacientes de tolerancia deteriorada a la glucosa,
diabetes mellitus, o anormalidad previa de tolerancia a la glucosa.



TABLA VI

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS
OE INTOLERANCEA A LA GLUCOSA

. . Etapas en la Infaormacién
Ciase clinica Subclases historia natural adicional
de la enfermedad 0 explicacidn

0 evolucidn

C. Diabetes gestacional N Puede ser pre

cursora de la
diabetes tipo
[l o tipo |

CLASES DE RIESGO ESTADISTICO.

Hay sujetos con tolerancia a la glucosa normal gue han tenido una alteracidn de
la tolerancia en el pasado (diabetes, IGT o GDM}, o quienes tienen una relacidn
genética estrecha con un diabético y tienen un alto riesgo de desarrollar
diabetes en el futuro, para clasificar estos individuos Inicialmente desde un
punto de vista de investigacidén, se establecieron dos clases de riesgo
estadistico por el NDDG: (1) anormalidad previa de tolerancia a la glucosa

(PreAGT), y (2) anormalidad potencial de tolerancla a la glucosa (PotAGr) (Tabla
VIII).

TABLA VI

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y QTRAS CATEGORIAS
DE IHTOLERANCIA A LA GLUCOSA

Etapas en la Informacién
Clases clinicas Subclases historia natural adicional
o evoluacidn o explicacion
Clases de riesqo
estadistico
A. Anormalidad previa
de tolerancia a la
glucosa (PreAGT)
B. Anormalidad potencial Anticuerpos
de tolerancia a la islote-célula
glucosa (PotLAGT) positivos,pri

mera fase dis
minu{da de 1a
respuesta de
insulina en
OM tipo I.
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ANORMALIDAD PREVIA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (PredAGT).

La clasificacién de anormalidad previa de tolerancia a la glucosa (PreAGT) esta
restringida a individuos que previamente tuvieron hiperglucemia diabética o
desajustes en la tolerancia a la glucosa pero que actualmente su tolerancia es
normal. Las mujeres que han tenido diabetes gestacional pero han vuelto a la
normalidad después del parto son ejemplos, como lo son los individuos que fueron
obesos y cuya diabetes o deterioro en la tolerancia a la glucousa retornd a lo
normal después de la pérdida de peso. Los pacientes con tolerancia alterada a
la glucosa o diabetes media de la forma NIDDM, particularmente entre pedigrees
de tres o mds generaciones de diabéticos heredados en una forma autosémica
dominante (MODY), puede fluctuar entre tolerancia disminuida a la glucosa,
diabetes, y normal (PreAGT), con poco o sin cambio en el peso. Se han descrito
remisiones espontdneas de diabetes tipo I pero son generalmente de naturaleza
temporal. Todos estos individuos tlenen un riesqgo incrementado de desarrollar
diabetes en el futuro,

ANORMALIDAD POTENCIAL DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (PotAGT).

Los individuos en la clase de anormalidad potencial de tolerancia a la glucosa
(PotAGT) nunca han exhibido tolerancia anormal, pero han incrementado
sustancialmente el riesgo para el desarrollo de la diabetes. La PoOtAGT
identifica el intervalo de tiempo desde la concepcién hasta la primera
demostracidn de intolerancia a la glucosa en un individuo predispuesto a diabetes
sobre bases genéticas. Los factores asociados con un riesgo incrementado para
IDDM incluyen los que son hermanos o gemelos de un paciente con IDDM, teniendo
halotipos de histocompatibilidad idénticos a aquellos de un pariente de primer
grado con IDDM, particularmente un hermano, gque posea anticuerpos circulantes
islote-célula y autcanticuerpos contra insulina y una respuesta disminuida a la
insulina en la primera. Los factores asoclados con riesgo incrementado para
NIDDM incluyen un pariente de primer grado de un diabético tipo 1II,
particularmente en una familia de MODY, obesidad asociada con una historia
familiar de diabetes, una mujer con antecedentes de haber dado nacimiento a un
hijo con un peso al nacimiento de mds de 4 kg y de ser miembro de un grupo racial
o étnico con alta prevalencia de diabetes (ej. ciertas tribus de indios
americanos o habitantes de las islas del Pacifico). Un riesgo particularmente
fuerte para desarrollar NIDDM es ser gemelo monocigético de un paciente con NIDDM
o un hijo de dos padres diabéticos NIDDM. Se hd encontrado concordancia de la
diabetes en mds del 90% de pares de hermanos monocigéticos de paclentes con
NIDDM.

Los términos "prediabetes" y "diabetes potencial" deberian ser utilizados solo
retrospectivamente para referirse al periodo previo al diagnéstico de la
diabetes. Esto no puede ser usado prospectivamente ya que ahora se sabe que la
diabetes ocurre primariamente en aquellos en gquienes un factor medioambiental
precipitante llega a sobreponerse sobre una predisposicién genética. EIl hallazgo
de anticuerpos islote-célula en un gemelo idéntico de un paciente diabético tipo
I no puede ser tomado como prueba para el desarrollo tardio de diabetes.

La PotAGT nunca deberia ser aplicada como diagnéstico a un individuo. Se incluye

en esta clasificacién para identificar individuos o grupos de iIndividuos para
estudios de investigacién prospectiva,

TRATAMIENTO

Aunque ya se ha mencionado en la descripcidén de cada tipo de diabetes el

L b mmm el e
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tratamiento que se sigque y el tipo de respuesta que se tiene, aqui se da
Informacién adicional.

El tratamiento de la diabetes se aplica de acuerdo a la naturaleza de la
enfermedad y a la eficacia de los regimenes terapéuticos disponibles, tratando
de restaurar lo mayor posible la fisiologia del paciente. El tratamiento para
un diabético, debe de incluir al menos dos de los siguientes puntos:

1) Educacién.

2) Ejercicio,

3) Dieta.

4) Medicamentos orales.
5) Insulina.

La educacién de un diabético debe incluir desde el tipo de dieta que debe de
sequir, la dosis de medicamento que debe utilizar, que tan segquido debe de
administrarse este durante el dia, hasta el tipo de diabetes que presenta el
paciente y los efectos que le causan en su organismo.

En cuanto al ejercicio fisico se ha encontrado que mejora el efecto de otros
tratamientos ademds de que reduce los requerimientos de insulina haclendo a ésta
mis efectiva, probablemente mejorando la funcién de los receptores de insulina.

La dieta se da en forma individual para adaptarse a las necesidades de cada
paciente. Debe ser nutritiva y bien equilibrada, teniendo como meta la reduccidn
de peso en pacientes obesos mediante la disminucidn calérica, sobre todo en
pacientes con IDDM.

De entre los medicamentos, los hipoglucemiantes orales (sulfonilureas), son los
que mayor uso tienen ya que estimulan la produccibébn de insulina en los islotes
de Langerhans. La administracién de sulfonilureas, en el diabético no obeso,
restaura la fase inicial de liberacidén de insulina; no se recomienda para
diabéticos insulino dependientes, ya que estos medicamentos dependen de la
funcién de las células beta para producir su efecto sobre el nivel de glucosa en
sangre. Algunos ejemplos de sulfonilureas son los siguientes: Tolbutamida,
Cloropropamida, Acetohexamida, etc.

La administracién de insulina, estd indicada para los diabéticos tipo I y para
diabéticos tipo II en etapas avanzadas.

Existen diferentes preparaciones comerciales de insulina que varian con respecto
a la que se obtiene de la especie animal en cuanto a pureza y solubilidad,
también difieren en el tiempo de inicio y duracién de su efecto biolbdgico, ademds
de que la mayoria de las preparaciones de insulina contienen impurezas las cuales
aumentan la inmunogenicidad de la insulina por lo que hasta ahora no ha sido
satisfactorio el resultado del tratamiento por restitucién de insulina (6).

HIPERGLUCEMIA EXPERIMENTAL

La induccién de la diabetes ha sido lograda por diversas técnicas experimentales.
La pancreatectomia condujo a la diabetes y fue una observacién clave en el
estudio de esta enfermedad. En la actualidad los avances cientificos y
tecnolégicos permiten la realizacién de estudlos inclusive a nivel molecular.

Las hormonas epinefrina, glucagon, glucocorticoides y somatotropina, tienen un
efecto antagonista sobre la insulina. Cuando estdn presentes en exceso como una
respuesta al estrés o como una consecuencia patoldgica de un tumor u otros
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desajustes metabdélicos, la tolerancia a la glucosa en reducida pudiendo
presentarse hiperglucemia. La epinefrina y el glucagon ejercen el mismo efecto
contra~insulina en animales y humanos cuando se administran en exceso., También
la administracién de hidrocortisona y hormona adrenocorticotrdépica inducen
hiperglucemia e hiperplasia en las células beta.

En los animales y el hombre, las lesiones hipotaldmicas pueden causar obesidad.
Los mejoress modelos animales estudiados para este sindrome son la rata y el
ratén, con lesiones en el nicleo ventromedial del hipotdlamo. Estas lesiones
pueden ser electroliticas o quimicas. Las ratas adultas sometidas a estos
procedimientos presentan obesidad, hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia
a la insulina.

El papel de los viruses en la patogénesis de la diabetes en los animales es
Incierta. Aungque Ja presencia de particulas virales ha sido informada en los
animales espontédneamente diabéticos, principalmente en ratones db/db, aunque la
etiologia viral no esté todavia comprobada. La mayoria de los viruses contienen
RNA, entre los que se incluye al de la rubéola, encefalitis, miocarditis y la
enfermedad de pie y boca, siendo especificos de especie. La variante M del virus
de la encefalomiocarditis de los ratones es de los modelos mds importantes. La
Inyeccidén de este virus en ciertas cepas de ratones adultos, causa diabetes no
dependiente de insulina en casi el 40% de estos animales.

INDUCCION QUIMICA

El uso de agentes quimicos para producir diabetes, permite realizar estudios
detallados de los eventos bloguimicos, hormonales y morfolbégicos que ocurren
durante y después de la induccidén de un estado diabético. Existen varias clases
de agentes quimicos. Los primeros son sustancias téxicas célula-especificas que
destruyen a las células beta y causan un estado de deficlencia primaria de
insulina. El segundo grupo lo constituyen agentes que actuan sobre células beta
pero no las destruyen. Una tercera clase incrementa los requerimientos endégenos
de insulina, debilitan al pdncreas y como consecuencia se produce la diabetes.
Este dltimo grupo incluye a las hormonas contra insulina, anticuerpos anti-
insulina y algunos agentes gquelantes, particularmente de zinc.

Los dos agentes que han sido mds ampliamenté usados son la aloxana y la
estreptozotocina, Estos compuestos en dosis diabetogénicas  actuan
especificamente sobhre las células beta. Solamente en el hdmster chino se ha
sugerido que la estreptozotocina puede danar a la célula alfa ademds de la beta.

ALOXANA

Aungue desde hace muchos afios se conoce la actividad diabetogénica de esta
sustancia, el mecanismo de accién es aun desconocido. Algunas evidencias indican
que el efecto inicial de la aloxana es mediado de alguna forma por una
interaccidén a nivel de membrana de la célula beta. Otros estudios en los gue se
ha utilizado aloxana marcada con 14C han reveilado que hay una alta afinidad de
la droga por las membranas de las células del islote. Existen también evidencias
en los cambios de permeabilidad de la membrana que podrian explicar la necrosis
selectiva.

Es interesante hacer notar que ciertos azlicares protegen a un animal contra los

efectos de la aloxana. La glucosa y en menor grado la fructosa y la manosa,
cuando se administran antes de la aloxana, pueden prevenir o aminorar la
subsecuente hiperglucemia. El efecto protector de los azicares ha sido

relacionado con propiedades estereocespecificas logrdndose un mejor efecto con
anbmeros alfa. Otros aspecto importante es la ausencia de respuesta a la aloxana
en el cuyo. Se ha encontrado que las células beta de este animal carecen de

&
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zinc, y puede ser que la Interferencia con el metabolismo de este oligoelemento
sea Importante para la accién de esta droga.

En ocasiones puede no producirse diabetes con la aloxana en animales que
normalmente desarrollan esta respuesta, aun cuando esta sea utllizada en dosis
recomendables. Esto puede ser debido al uso de preparaciones "envejecidas" de
aloxana, ya que algunos reportes indican que el uso de esta sustancia que se ha
mantenido almacenada por periodos de cinco anos o mds, puede causar falla renal
y muerte temprana antes de que aparezcan cambios en la glucemia. Esto ha sido
atribuido a contaminantes que resultan de su oxidacién (color rosa).

ESTREPTOZOTOCINA

La estreptozotocina es una sustancia quimica relativamente selectiva para células
beta que en ciertas especles de animales causa diabetes permanente. La fijacidn
a la membrana a semejanza con la aloxana es el primer evento en el proceso
patolégico. Hay evidencias que indican que la toxicidad de la droga estd mediada
por el reconocimiento especifico de algunos receptores sobre la célula beta.
Dentro de las células beta se cree gque la estreptozotocina provoca la disminucién
de los niveles del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD)}, ya que puede
tanto disminuir su sintesis como incrementar su hidrSlisis. La nicotinamida
protege a los animales contra la citotoxicidad tanto de estreptozotocina como de
aloxana. Los efectos de esta ultima pueden ser prevenidos por algunos
carbohidratos, siendo la 3-0O-metil glucosa el mids efectivo.

L—=ARGININA

La L-arginina o dcido alfa amino-gama guanidin-valeridnico, es un aminodcido que
ha sido considerado como semiesencial para los mamiferos y las aves ya que aun
cuando lo sintetizan, también lo requieren en la dieta para mantener niveles
adecuados en el organismo, sobre todo en las etapas tempranas del desarrollo,
para sostener una Sintesis activa de proteinas y para la realizacién de miltiples
procesos bioquimicos y fisiolégicos., Como veremos mds adelante, este aminodcido
sigue varios destinos metabdlicos y ésta es una de las razones por las que sus
niveles plasmidticos pueden detectarse bajos en un momento dado. Algunos érganos
y tejidos pueden requerir de un mayor aporte de L-arginina por las funciones gue
desempenian, tal es el caso del higado y del pdncreas.

La participacién de la arginina en la liberacién de las hormonas pancredticas,
ha sido estudiada exhaustivamente no sélo in vivo, empleando diferentes modelos
experimentales, sino también en sistemas in vitro, en los cuales se ha trabajado
con islotes de Langerhans y con diferentes células aisladas que los constituyen,
particularmente, con las células beta productoras de insulina.

Varios Intermediarios derivados de la arginina se han descrito como
participantes en la respuesta a este aminodcido. Pero este aminodcido también
forma parte de otras moléculas.

METABOLISMO DE ARGININA

El metabolismo de la arginina ocurre por dos mecanismos que Sson
completamentarios. El primero de ellos implica la hidrélisis enzimdtica, que
ocurre por accién de la arginasa no sélo en el ciclo de la urea, sino también en
tejidos extrahepdticos y que lleva a la formacidn de ornitina y urea. El segundo,
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lo constituye la desaminacién oxidativa, proceso por el cual, se conserva el
radical guanidinico y hace posible su utilizacién en la sintesis de creatina (8)
y de otros productos con gran actividad biolégica.

En primer lugar este aminodcido participa en el ciclo de la urea donde se elimina
el amoniaco formado por la desaminacién oxidativa de los aminodcidos, el cual es
desechado en la orina en forma de urea. Pero también participa directamente en
la formacidén de tejido conjuntivo al formarse a partir de ella prolina e
hidroxiprolina, aminodcidos importantes para la sintesis de coldgena.

La arginina también es un aminodcido glucogénico, ya que por oxidacidédn produce
alfa cetoglutarato, un intermediario de la sintesis de novo de glucosa.

L]
Junto con la glicina y la metionina, la arginina participa en la sintesis de
creatina, compuesto clave en el almacenamiento de grupos fosfato en forma de
fosfocreatina en tejido muscular y nervioso. Otros metabolitos importantes que
derivan de la arginina se presentan en la figura 2.
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Figura 2. Esquema general que muestra el destino metabélica de la Larglalna,

Otro aspecto Importante de la arginina, es su participacién en la compactacién
del DNA ya que este aminodcido forma parte de las histonas y protaminas,
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constituyendo junto con la lisina la cuarta parte del ntmero total de residuos
de aminodcidos en las histonas, siendo las histonas H3 y H4 las que presentan la
mayor cantidad de arginina. La funcién de la arginina en las histonas, es la de
dar una carga positiva a esta proteina a pH neutro para que se pueda combinar con
el DNA duplohelicoidal dando complejos DNA-histona, los cuales como se sabe, son
una manera de compactar la cadena de DNA en células encariontes y tienen gran
importancia en los procesos reproductivos (9,10).

Las protaminas constituyen otro grupo de péptidos que contienen hasta un 60% de
arginina, por lo que muestran todavia mayor afinidad que las hIistonas por los
grupos con carqga negativa. Localizdndose particularmente en el nicleo de células
espermaticas.

L—-ARGININA Y SU ACCION EN EIL PANCREAS

También se ha encontrado que la arginina interviene en la estimulacién de la
produccién de insulina en pdncreas normal y en enfermedades pancredticas donde
hay una funcién secretoria remanente de las células beta como en la pancreatitis
aguda y en diabetes secundaria o en fases iniciales de la diabetes tipo I (ll-
13).

La respuesta del pdncreas a la arginina es dependiente de la edad, siendo menor
a medida que avanza ésta, como se ha demostrado en estudios realizados con ratas
de 1.5, 2 y 12 meses de edad (14,15).

Ademas de intervenir en la estimulacidén de la produccién de insulina, la arginina
interviene en la biosintesis de esta hormona, ya que forma parte del péptido C
en los residuos numero 31, 32 y 65 de la cadena primaria de la proteina, los
cuales son los sitios donde ocurre la hidrélisis del péptido por tripsinas, para
la liberacién de la insulina del péptido C en las ultimas fases de la sintesis
de insulina.

La arginina tiene un papel muy importante en la produccién de hormonas endécrinas
pancredticas, ya que se ha demostrado, que este aminodcido estimula en mayor o
menor grado a las células alfa, beta y delta del pdncreas en la liberacién de sus
respectivas hormonas (15-17). De entre estos tres tipos de células las que mejor
responden a la estimulacidn con arginina son las células beta de los islotes de
Langerhans, ya que a concentraciones maximas de 20mM la liberacién de insulina
en ratas normales es de 10 ng/ml, en cambio la liberacién de glucagon por células
alfa al mismo estimulo de arginina es de 3.4 ng/ml (18,19).

Esta concentracidon de arginina se ha probado para somatostatina, producida por
las células delta del pancreas, pero se ha demostrado que a una concentracién de
arginina de 10mM, se produce una liberacién de somatostatina de 40 pg/ml,
mientras que para Iinsulina es de 18 ng/ml y para glucagon de 2 ng/ml (16).

Esta estimulacién es dependiente de la dosis administrada (20), y es potenciada
al utilizarse D-glucosa en un rango de concentracién de 3-27 mM (13), fructosa
16.7 mM o potasio 10 mM (16), siendo la cantidad de insulina liberada dependiente
de la concentracién de arginina administrada como se menciona anteriormente, este
efecto puede observarse en la figura 3 (21).

Se cree que el potasio causa la liberacién de la insulina por una despolarizacién
de la membrana plasmitica, abriendo los canales de calcio, sensibles a los
cambios de voltaje. En presencia de arginina, el potasio estimula la produccién
de insulina e inhibe la produccibn de glucagon, cerrando posiblemente log canales
de calcio de las células alfa (22).

La liberacibén de la insulina, también estd relacionada con el calcio.
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Fgura 3. Ffecto de difereries concentraciones milimolares de Laarginina sobre la liberacion de insuling en pincreas de rain Al-420 significa diferentes concentraciones de arginina. (Adiprado
de ka referencia 21).

La estimulacidén de la secrecidén de insulina por glucosa, sulfonilureas y potasio,
estd asociado con un aumento en el calcio citopldsmico en las células beta
pancredticas. Estas acclones estdn mediadas por la despolarizacién y flujo del
calcio a través de los canales sensibles a los cambios de voltaje. Ademds el
AMPc, al parecer sensibiliza la maguinaria secretoria en la sefal de calcio.

En las células beta, el aumento de calcio inducido por la glucosa, es precedido
por una disminucién Inicial de este cation, lo cual se atribuye a un
secuestramiento intracelular y a un transporte al exterior. Esta reduccién en el
calcio en la célula beta, provoca una inhibicién de la liberacién de insulina

(23).
La respuesta del pdncreas a la administracién de arginina en el estado diabético
junto con una potencializacién hiperglicémica, se considera como un indicativo
de la disminucién de la capacidad secretoria de insulina por parte del pdncreas.

Es muy probable, que este aminodcido, sea metabolizado dentro de las células beta
de los 1islotes de Langerhans, ya que se ha demostrado que en Iislotes
transplantados a higado de rata la arginina también los estimula para la
produccién de Insulina. La secrecién de insulina estimulada por arginina, es de
la misma naturaleza que la provocada por glucosa, ya gque también es bifdsica,
como puede observarse en la figura 4 (24).

La glucosa (27.7 mM) y la arginina 8 mM estimulan la secrecibén de insulina en
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Hgunt 4. Respuesia Bfwsica de ka secrecidn de insuling extimulada por Larginina 30 mM y glucosa 3 mM,

pdncreas de ratas normales. Cuando una infusién Inicial de arginina es seguida
de una segunda administracién del aminodcido aproximadamente a los 50 minutos
después de la primera administracidén, la respuesta de insulina al aminodcido es
menor que en la primera infusién, pero cuando después de la primera infusiédn de
arginina, se administra una dosis de glucosa 27.7 mM la respuesta de insulina a
la segunda administracién de arginina es aproximadamente 6 veces mayor. Por lo
anterior se concluye que la glucosa ejerce un efecto primario en la estimulacidn
de la secrecidén de insulina por arginina en ratas normales.

En las ratas diabéticas la respuesta secretoria es baja. Aungue la respuesta a
glucosa es menor, la respuesta a arginina se conserva; la relacién de respuesta
a glucosa y a arginina es del 0.0] y 0.29 respectivamente, esta diferencia de
relaciones es significativa.

P e s e

la secrecidén por arginina, puede involucrar tanto un Incremento en la respuesta
(Vmax) como un incremento en la sensibilidad de la célula beta a la arginina.

Se considera que la potenciacién hiperglicémica al estimulo de la arginina, es
un indicador de la disminucién de la capacidad secretoria del pdncreas.

Los resultados demuestran que los valores de ED50 para la primera y segunda fase
de la secrecidn de insulina por arginina, son significativamente diferentes uno
del otro y que la glucosa incrementa la velocidad mdxima de cada fase sin alterar
la ED50.

Se ha encontrado que la arginina sola, provoca la secrecién de insulina y de
glucagon, pero en concentraciones bajas la secrecidén se reduce en un 59 a 70% de
lo que ocurre normalmente aidn cuando se acompana de glucosa, se cree que la
arginina en ausencia de glucosa, aumenta el catabolismo enddégeno de las dos
hormonas como se ha observado en pdncreas expuesto a diazéxido y sulfonilureas

(24).

La respuesta del pdncreas a la arginina, en cuanto a la produccidén de insulina
como se describié anteriormente es bifdsica, la primera fase de secrecidén de la
hormona se presenta a los tres minutos después de la administracién del
aminodcido y la segunda fase se observa alrededor de los treinta minutos después,
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como lo demuestran los estudios realizados por Consoli et al (25).

Estudios realizados para medir la concentracién de insulina en suero, después de
administrar arginina en diferentes concentraciones han informado que para llegar
a un mdximo de secrecién de insulina en la primera fase, se necesita alcanzar una
concentracién de arginina en suero, de aproximadamente 0.6 mM. La ED50 para la
segunda fase de la secrecién de insulina por arginina es de 2.7 + 0.4 mM en el
hombre y 5-6 mM en la rata. La marcada diferencia en la ED50 entre la primera
y segunda fase de la liberacién de insulina implica que la regulacién de las dos
fases por arginina, puede involucrar diferentes mecanismos.

El hecho de que la—glucosa no altere la ED50 para la arginina, puede involucrar
un efecto de reabastecimiento de ATP por parte de la glucosa, el cual es madximo
a niveles de glucosa de alrededor de 5 mM.

Todo lo anterior nos indica que en el hombre la regulacién de las dos fases de
secrecién de insulina por arginina es diferente, con mayor sensibilidad a
arginina para la primera fase que para la segunda. Ademds de que la hiperglicemia
potencializa la secrecién de insulina sin alterar significativamente la ED50 de
las dos fases de liberacién de insulina por arginina (26).

Esta respuesta de insulina a arginina disminuye con la edad y esto al parecer es
independiente del secretagogo utilizado, todo esto estd relacionado con la edad
del individuo, con la reduccidén de la actividad de la enzima glicerofosfato
deshidrogenasa (14,15) y al avance en la produccién del estado diabético, como
se menciond anteriormente, aunque no disminuye la produccidén de glucagon, ni aun
en individuos diabéticos (15).

De todas las formas de administracién utilizadas (intravenosa, perfusién in vivo
o In vitro y administracién intraperitoneal), las que mejores resultados han
dado, han sido la técnica de perfusién y la técnica de inyeccidn intravenosa
(27).

La arginina no solo causa la liberacién de insulina, glucagon y somatostatina en
el pdncreas, sino que también a grandes concentraciones, puede producir grandes
daiios en esta gldndula, sobre todo a concentraciones mayores a los 500 mg/100 g
de peso corporal, los dafiocs que puede causar son: desorganizacién progresiva y
degeneracidén del reticulo endopldsmico rugoso de las células acinares y una
reduccién en el nimero de zimdégenos y en mitocondrias.

En el estado final del dajio pancredtico provocado por grandes cantidades de
arginina, se observa necrosis de las células acinares con signos de dano celular
irreversible como la picnosis y la cariorrexis (28).

Otro aspecto importante en el metabolismo de la arginina es su relacién con la
biosintesis de poliaminas, ya que este aminodcido es hidrolizado por la arginina
produciendo L-ornitina y urea.

POLITAMINAS

Las poliaminas son bases alifdticas que presentan dos o mds grupos amino, las més
estudiadas son la putrescina, espermidina y espermina. Ademds de éstas, existen
otras poliaminas que son menos comunes y que se encuentran en plantas y micro-
organismos. Algunos aspectos generales sobre su metabolismo y funcién biolbgica
ge describen en las referencias 29 y 30 (ver anexo 1 y 2).

La mayoria de las enzimas que participan en la biosintesis de estas aminas se
localizan en el citosol. En los mamiferos la ornitina descarboxilasa cataliza
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el paso inicial en la biosintesis de poliaminas. Esta enzima transforma la
ornitina a putrescina. otra descarboxilasa, la S-adenosil-L-metionina
descarboxilasa y la espermidina y espermina sintasas son también necesarias para
la biosintesis de poliaminas.

La ornitina necesaria para la sintesis de poliaminas se puede formar por accién
de la arginasa, de tal manera, que es posible que esta enzima que juega un papel
importante en el ciclo de la urea, esté presente en tejidos extrahepdticos para
proporcionar la ornitina requerida para la sintesis de poliaminas. Por esta
razén se cree gque la arginasa puede ser una de las enzimas que regulan la fase
inicial de la biosintesis de poliaminas, ademds de su bien conocida funcién en
el ciclo de la urea. Esta es una de las razones por las cuales en este trabajo
se estudia su actividad en condiciones patoldgicas experimentales.

La presencia de las poliaminas ha sido descrita prdcticamente en todos los
sistemas vivos, aunque su concentracidén puede ser variable, por ejemplo las
poliaminas espermidina y espermina se encuentran en bajas concentraciones en las
células procariontes, y algunas de estas células carecen de espermina.

Se ha demostrado que las poliaminas se localizan en las células productoras de
insulina y que la biosintesis in vitro de poliaminas es estimulada por la glucosa
(31). La glucosa provoca el mayor estimulo para la liberacién de insulina, asi
como para la estimulacién de la replicacién de los islotes. La sintesis de
proteinas en los islotes de Langerhans es estimulada también por la glucosa a
concentraciones fisiolbgicas, a diferencia de otras células.

Se sabe que las poliaminas son importantes para la biosintesis de proteinas y
para la divisién celular. Ademds de ser sustratos para las transglutaminasas
presentes en las células beta, han sido postuladas como de gran importancia para
la liberacidén de la hormona.

La glucosa estimula la biosintesis de poliaminas no sélo a partir de ornitina,
sino también de la putrescina, por lo tanto es posible que la glucosa afecte la
actividad o cantidad tanto de la ornitina descarboxilasa como de enzimas que
intervienen en la biosintesis de poliaminas como la S-adenosilmetionina
descarboxilasa, espermidina sintasa o espermina sintasa. No se sabe si la glucosa
ejerce un efecto regulatorio de la biosintesis de poliaminas de una manera
directa o indirecta. Pero no se excluye la posibilidad de que las poliaminas o
sus derivados puedan ser liberados de los islutes celulares como mensajeros
intracelulares o ciberninas (31).

También se ha encontrado que aproximadamente el 5% de la putrescina es
transformada a gama-aminobutirato, en las células beta del pdncreas y que existe
glutamato descarboxilasa, responsable de la produccidén de gama-aminobutirato.

POLIAMINAS Y METABOLISHO DE CARBOHIDRATOS.

Se ha demostrado que 1la Incubacidén de adipocitos de rata con insulina,
espermidina o espermina, estimula la conversién de glucosa a didxido de carbono
e 1inhibe la lip6lisis, estos efectos han sido observados cuando las
concentraciones de las poliaminas varian entre 1-50 u (32).

Cuando se utilizan concentraciones elevadas de espermidina y espermina, el
aumento de la oxidacién de la glucosa y la supresién de la lipbélisis son
idénticos a los efectos producidos por la insulina.

El mecanismo por el cual la espermidina y la espermina tienen acciones parecidas
a la insulina no estd& muy estudiado, sin embargo, se sabe que no se debe a la
fuerza ionica de estas moléculas, ya que al someter al mismo estudio a los
adipocitos de rata, la putrescina (de fuerza ionica gimilar) no presenta este
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comportamiento, por lo que se cree que la inhibicién de la lip6lisis por
poliaminas se debe a supresiones en los niveles de AMPc, dicha afirmacidn se
establece ya que la lipélisis inducida con epinefrina o teofilina se inhibe por
las poliaminas, sin embargo cuando se administra dibutiril AMPc esta accidén no
se produce (33).

Las poliaminas Intervienen en varios procesos bioldgicos a nivel de membrana.
El grupo de Flgavish demostré que estas moléculas estimulan el transporte de D-
glucosa en células ciliadas renales. Dicho transporte quizd se deba a la
inhibicién de la via Na'/H' por espermina, estimulando asi el mecanismo "simport"
de D-glucosa y Na'. En presencia de Mg'' la espermina permite tener un 10% de
la actividad de la Mg~ATPasa esto se debe a la habilidad de esta poliamina para
reemplazar al Mg'' en la sintesis de ATP. EIl Mg'' reduce la carga negativa del
ATP formando Mg-ATP que después se combina con la AT'Pasa. Las poliaminas tienen
un efecto similar combindndose con el ATP (34).

Se ha demostrado también que algunas enzimas que participan en el metabolismo de
los carbohidratos son moduladas por poliaminas (35, 36).

Por medio de estudios de respirometria se ha demostrado gque la espermidina y la
espermina son capaces de activar la conversién de glucosa a diéxido de carbono,
siendo la estimulacién esencialmente producida por insulina en células intactas
y no asi en células lisadas. En este aspecto, las poliaminas se comportan de
manera similar a la cisteina, oxitocina y prostaglandinas, las cuales también
tienen un efecto similar a la insulina (34).

INSULINA

FUNCION

La funcién principal de la insulina, consiste en controlar el transporte de la
glucosa desde el torrente sanquineo hasta las células, donde es oxidada; se le
conoce como una hormona regulada ya que responde al estimulo de la glucosa, pero
también afecta el metabolismo de las proteinas y lipidos

INSULINA Y METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

Uno de los efectos mds Importantes de la insulina es el de la captacién de la
glucosa en el higado para almacenarla en forma de glucbégeno, el cual es utilizado
en perfodos de ayuno para liberar la glucosa al organismo, manteniendo 1la
glucemia.

Los mecanismos que regula la insulina en el metabolismo de carbohidratos, son los
siguientes:

a) Inhibicién de la glucbébgeno fosforilasa lo que impide la hidrélisis del
glucégeno; la fosforilasa en una enzima que causa la hidrélisis del glucégeno y
la consecuente formacién de glucosa.

b) Incrementa la actividad de la glucocinasa, logrdndose con esto que la
captacién por las células de la glucosa presente en la sangre aumente; la
glucocinasa causa la fosforilacién inicial de la glucosa al entrar a la célula
logréndose con esto retenerla, ya gque la glucosa fosforilada no puede difundir
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a través de la membrana plasmitica.

c) Aumenta la actividad de la fosfofructocinasa y la glucégeno sintasa, que son
enzimas que promueven la sintesis de glucbgeno; la primera cataliza Ia
fosforilacién de la fructosa-6-fosfato y la segunda se encarga de la
polimerizacidn de las unidades de glucosa para sintetizar el glucégeno.

Por medio de estos mecanismos, la concentracién de glucbégeno en el higado puede
dumentar hasta un 5 a 6% de la masa hepdtica, la falta de Insulina provoca una
disminucién o anulacién de todos los efectos, dando paso a la glucogenédlisis,
logrdndose una degradacidén del glucégeno almacenado para mantener la glucemia.

La insulina detiene la gluconeogénesis por inhibicién de la actividad y cantidad
de las enzimas necesarias para ello, parte de este efecto se debe a que la
Insulina disminuye la liberacién de aminocdcidos en tejidos extrahepdticos como
el misculo, reduciendo la disponibilidad de los precursores necesarios para la
gluconeogénesis (37).

La insulina tiene efecto directo en la membrana de la célula muscular facilitando
el transporte de la glucosa, ya que se ha observado que la hormona estimula la
difusién de glucosa uniéndose a una proteina receptora especifica, aumentando de
15 a 20 veces el transporte de glucosa al interior de la célula muscular en
reposo, ademds de que posiblemente modifique la permeabilidad de la membrana a
la glucosa ayudando al efecto de absorcién.

En cerebro, la insulina no tiene ningun efecto, ya que las neuronas son muy
permeables a la glucosa.

INSULINA Y METABOLISMO DE LIPIDOS

La insulina al ayudar a la introduccién de la glucosa a la célula, provoca varios
mecanismos que llevan al depésito de grasas en el tejido adiposo, de los cuales
uno es el aumento de la utilizacién de glucosa por los tejidos del organismo,
logrédndose con esto "ahorrar grasa"; también la Iinsulina promueve la sintesis de
dcidos grasos en las células hepéticas, utilizando glucosa, los Acidos grasos
sintetizados son transportados y depositados como grasa en el tejido adiposo.

Los mecanismo por los cuales la hormona aumenta la sintesis de &cidos grasos en
el higado son los sigquientes:

a) La insulina incrementa el transporte de glucosa a las células hepdticas, para
la sintesis de glucégeno en la célula, al aumentar de un § a 6% la concentracidn
de éste en el higado, se inhibe por si misma la sintesis del glucégeno, por lo
que toda la glucosa restante es utilizada para la formacién de grasa,
transformdndose por la via glucolitica en piruvato, y este a su vez en acetil-CoA
del cual se sintetizan dcidos grasos.

b} Cuando se utilizan cantidades elevadas de glucosa para energia, se forma un
exceso de lones isocitrato por el ciclo de los dcidos tricarboxilicos, que tienen
efecto directo en la activacién de la acetil—-CoA carboxilasa, necesaria para
iniciar la primera etapa de la sintesis de dcidos grasos, que serdn utilizados
dentro del propio higado para sintetizar los triacilglicéridos necesarios para
la formacién de las lipoproteinas y que son la forma comin de almacenamiento de
grasa.

La insulina tiene en gran parte el mismo efecto en las células adiposas que en
las hepdticas para la sintesis de 4cidos grasos, aunque la cantidad de 4cidos
grasos sintetizados es muy baja, ya que para este proceso s6lo se utiliza la
décima parte de la glucosa que se transporta al higado.

c) La insulina activa a la lipasa de las lipoproteinas del tejido adiposo, que
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desdobla de nuevo a los triacilglicéridos, convirtiéndolos en dcidos grasos, este
fénomeno es indispensable para que las células adiposas absorban a los d&cidos
grasos y los puedan almacenar de nuevo en forma de triacilglicéridos.

Otros dos efectos que tiene la insulina para el almacenamiento de grasas en las
células adiposas son:

-~ La insulina inhibe la accién de la lipasa hormonosensible, enzima que causa la

hidrélisis de los triacilglicéridos en las células adiposas, inhibiéndose por lo
tanto la liberacién de 4cidos grasos a la sangre.

~ La insulina promueve el transporte de glucosa al interior de las células
adiposas de la misma forma que en las células musculares. Parte de esta glucosa
se utiliza para la sintesis de dcidos grasos.

Durante el desdoblamiento glucolitico para reallizar este proceso se forman
grandes cantidades de alfa glicerofosfato, que proporciona el glicerol que se une
a los 4cidos grasos para formar triacilglicéridos que se depositan en la células
adiposas.

De acuerdo con lo anterior, cuando no se dispone de insulina para promover la

entrada de glucosa a las células adiposas, se iInhibe o bloquea en forma
considerable el depdsito de grasas.

INSULINA, METABOLISMO DE PROTEINAS Y CRECIMIENTO

Cuando se disponen de cantidades excesivas de nutrientes en la sangre circulante,
como por ejemplo después de una comida, ademds de los carbohidratos y grasas en
los tejidos también se almacenan proteinas, accidén sobre la cual la insulina
Jjuega un papel muy importante. Los mecanismos que se han descubierto, por los
cuales la insulina ayuda al metabolismo de las proteinas son los siguientes:

a) La insulina causa el transporte activo de varios aminodcidos al interior de
la célula, entre los que se encuentran la valina, leucina, isoleucina, tirosina
y fenilalanina. En consecuencia, la insulina comparte con la hormona del
crecimiento la capacidad de aumentar la captacidén de aminodcidos por las células.

b) La insulina actda en la sintesis de proteinas incrementando el aporte de
energia para dicha sintesis, ademds de que tiene efecto directo en los ribosomas,
ya gue se ha encontrado que la insulina ayuda a aumentar el numero de éstos en
la sintesis de proteinas y facilita la unién de los ribosomas al mRNA aumentando
la eficiencia de la traduccién.

c) Durante un periodo prolongado la insulina también aumenta la transcripcidn del
DNA en los nicleos celulares, formando asi mayores cantidades de RNA. Incrementa
la sintesis de novo de DNA e incluso la reproduccién de la célula. Todos estos
efectos, promueven aun mds la sintesis de proteinas.

d) La insulina también inhibe el catabolismo de las proteinas y por lo tanto la
liberacién de aminodcidos de las células, sobre todo de aminodcidos glucogénicos.
Posiblemente este hecho depende de cierta capacidad de la insulina para disminuir
la degradacién normal de proteinas por los lisosomas.

La mayoria de los aminodcidos gluconeogénicos liberados de la destruccién de las
proteinas, como resultado de una insuficiencia de insulina y una diabetes no
controlada, entran a la ruta de la gluconeogénesis via piruvato, el piruvato es
transformado a fosfoenolpiruvato por la accién secuencial de las enzimas piruvato
carboxilasa (PC) y fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), que son dos enzimas
claves en la regulacién de la gluconeogénesis. Las actividades de estas dos
enzimas se incrementan en la diabetes. Se ha demostrado gque la insulina reduce
la actividad de estas enzimas en el higado, pero solo en un 10% (37).
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La deficiencia de insulina no produce una elevaclién en la actividad de estas
enzimas, pero se sabe que los glucocorticoides inducen grandes incrementos en la
actividad de la PEPCK.

En un estado diabético hay un catabolismo aumentado de proteinas y sintesis
disminuida de éstas, y una actividad Incrementada de la glucosa-6-fosfatasa y
fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Estudios realizados con glicerol marcado indican que la insulina favorece la
sintesis de proteinas mds que de glucosa a partir de esta molécula. La ruta
PC~-PEPCK no participa en la transferencia del carbono marcado del glicerol en la
ruta de la gluconeogénesis ni en la ruta de la biosintesis de proteinas.

Lo anterior nos prueba que la insulina controla la gluconeogénesis estimulando
la sintesis de proteinas.

El efecto inmediato de la insulina en el bloqueo de la gluconeogénesis es el de
dirigir el flujo de sustrato, como lo son los aminodcidos glucogénicos, a través
de la sintesis de proteinas y no al de blogquear la actividad de la PC y la PEPCK.

En el higado la insulina deprime la gluconeogénesis al disminuir la actividad de
las enzimas que la promueven, como la PC y la PEPCK, pero sélo lo hace en
aproximadamente un 10%, como se mencioné anteriormente. Como los sustratos
utilizados para la sintesis de glucosa por la gluconeogénesis, son los
aminodcidos plasmdticos, esta supresién de la gluconeogénesis conserva a los
aminodcidos en las reservas de proteinas del cuerpo.

Por lo tanto la lInsulina favorece la formacidén de proteinas e linhibe su
degradacién, lo cual contribuye al crecimiento del organismo; al parecer la
hormona del crecimiento y la insulina funcionan de manera sinérgica para promover
esto, realizando cada una su funcién especifica por separado.

BIOSINTESIS

La insulina es una proteina compuesta por dos cadenas de aminodcidos llamadas A
y B (figura 5), conectadas entre si por puentes disulfuro, con estructura
terciaria y cuya ruptura provoca que se plerda la actividad funcional de esta
hormona.

La insulina, es producida por las células beta de los islotes de Langerhans a
partir de la preproinsulina, por un mecanismo de sintesis de proteinas ordinario,
el cual comienza en el nicleo, con la activacién de un gen presente en el DNA,
que determina la composicién de la preproinsulina, transcribiéndose en la banda
de otro 4cido nucleico, el RNA que origina y procesa a su vez el mRNA que se
exporta al citoplasma celular, sirviendo como molde para la sintesis de la
proteina en los ribosomas (1).

Al ser sintetizada la preproinsulina en esta zona, la proteina pasa desde el
ribosoma, a través de la membrana del RER. La preproinsulina, tiene un fuerte
cardcter hidrofébico dado por las extensiones N-terminales las cuales se piensa
promueven la asociacién de los ribosomas con la membrana del reticulo
endoplédsmico, lo gue lleva a una descarga vectorial a través de la membrana
dentro del espacio de la cisterna del reticulo endopldsmico (1).

En cuanto esta alcanza el lumen o porcién interior del RER (figura 6}, la
prosecuencia es degradada por proteasas sintetizadas también por los ribosomas,
quedando proinsulina, como Jlo demuestran estudiog realizados por métodos
autoradiogrédficos, ya que se ha encontrado que transcurridos 5 minutos después
del marcaje con aminodcidos radiactivos, la mayoria de las moléculas radiactivas
se encuentran en el RER; por cromatografia se puede observar que la molécula
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predominante es la proinsulina, esto iIndica que la preproinsulina se
apenas se ha formado, dando lugar a la proinsulina.
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La hidrélisis enzimética de la preproinsulina deja en el interior del RER a la
proinsulina, que es una molécula que agrupa las cadenas de aminodcidos de la
insulina A 'y B, y un péptido de unién llamado pétido C, que engarza el final de
una cadena con el principio de la otra, este péptido se separa de la molécula

original formdndose asi la insulina.

La proinsulina sufre en el interior del reticulo endopldsmico un proceso de
acomodamiento y oxidacidén de grupos sulfhidrilo de lag cisteinas presentes en las
posiciones 7 y 19 de la cadena B, y los sitios 72 y 85 de la cadena A de la

molécula de proinsulina,

para formar puentes disulfuro gque proporcionan

actividad y conformacidn caracteristica de la molécula de insulina.

la
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Al realizarse estas fases en la sintesis de la insulina se induce un flujo
uniforme de pequefias vesiculas procedentes del reticulo endopldsmico, portadoras
de proteina hacia los sdculos del aparato de Golgi en un proceso que requiere de
aproximadamente 20 minutos.

El aparato de Golgi presenta dos tipos de grdnulos: los grdnulos de gecrecidn
recubiertos que tienen una capa de filamentos que recubre su membrana externa,
los cuales estdn formados de una proteina llamada "clatrina”, que estd
relacionada con movimientos de la membrana sobre todo con la gemacién de
fragmentos de la misma. El segundo tipo de grdnulos, que son los mds abundantes
y se encuentran dispersos por todo el citoplasma de la célula beta, son los
grdnulos "no recubiertos", llamados asi porgque no presentan la capa de clatrina
y provienen de los gréanulos cubiertos, estos grdnulos dan lugar a los llamados
grdnulos beta.

Cuando llegan las vesiculas del RER a los sdculos del aparato de Golgi, éstas se
fusionan con la membrana del sdculo que estd mds préximo al RER (este lado del
sdculo se le llama cara cis o cisterna cis), la transferencia proteinica de una
cisterna del aparato de Golgi a la siguiente se realiza por medio de
microvesiculas, similares a las que transportan las proteinas del RER al polo cis
de los sdculos del aparato de Golgi.

Las microvesiculas surgen por gemacién del extremo de una cisterna, viajan a la
siguliente y se fusionan con ella, este proceso se repite hasta que se alcanza el
polo trans, donde las cisternas emiten una yemas o extremidades dilatadas que
llevan filamentos de clatrina y en las cuales llega a apreciarse un contenido
denso de proteinas; estas invaginaciones dan lugar a los grdnulos de secrecion
recubliertos.

Por medio de medicliones con autoradiografia y técnicas de microscopia electrénica
se ha descublierto que la transformacién de proinsulina en insulina se realiza
especificamente en los gridnulos de secrecién recubiertos del aparato de Golgi
(3). La transformacién de proinsulina a insulina se comporta como una reaccién
de primer orden y se lleva aproximadamente en una hora por un tipo de tripsina
y por una carboxipeptidasa la cual es necesaria para remover los residuos
C-terminales resultantes de la ruptura por la tripsina (2).

La proinsulina se une a unos receptores presentes en la cara interna de la
membrana del aparato de Golgi, los cuales transportan a la hormona hasta las
cisternas del polo trans. Almacenada ahi la proinsulina, el extremo dilatado de
la cisterna se extrangula hasta convertirse en un grdnulo de secrecidn
recubierto.

Se ha descubierto en los grdnulos de secrecién de la hipbéfisis: hormona
adrenocorticotréfica e insulina, esto indica que, ademds de las células beta,
hay otras células equipadas también con receptores que agrupan las proteinas en
los grdnulos secretores, lo gue sugiere que un receptor puede reconocer varias
proteinas requladoras.

La produccién de insulina a partir de proinsulina en los grédnulos recubiertos
requiere de la separacién del péptido de unién o péptido C. En consecuencia por
cada molécula de insulina que se sintetiza se genera otra molécula de péptido C,
transportado con aquella en los grdnulos de secrecién recubiertos, a través de
los sdculos de Golgi.

Se ha reportado la existencia de un gradiente de acidificacidn progresiva entre
los grénulos recubiertos y los grdnulos sin recubrir, el cual ge halla en
relacién inversa con la cantidad de insulina presente en dichos grdnulos. Lo que
sugiere que la acidificacién del interior de los grdnulos recubiertos es un
factor importante en la activacién de las proteasas. Clerto numero de moléculas
alcalinas como el cloruro de amonio, que se acumulan en los grdnulos y
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neutralizan el pH 4dcido inhiben la ruptura de la proinsulina.

Junto con el péptido C y con una pequeiia cantidad de proinsulina sin hidrolizar
la insulina se almacenan en gr&nulos sin recubrir y maduros, dispuesta para su

secrecidn en respuesta a un estimulo apropiado. En la ruta hacia la membrana
celular donde se produce la secrecidén, algunos grdnulos se fusionan con
lisosomas, que podrian considerarse los "basureros celulares". Esto conlleva la

total degradacién de la insulina en estos grénulos.

Conforme el grdnulo secretor llega al limite celular, la membrana del sdculo se
fusiona con la membrana celular, rodeada de capilares que llegan al torrente
sanguineo, en estos capilares se secreta la insulina liberdndola a la sangre, a
este proceso se le llama amiocitosis (3).

Esta hormona es liberada al torrente sanguineo como respuesta a un aumento en la
glucemia, la liberacién de la hormona se acompana de una liberacibén Zn, cuya
funcién es la de formar complejo con las moléculas de insulina produciendo un
hexdmero osméticamente linactivo y una forma cristalina bioquimicamente estable
(2); para iniciar sus efectos sobre las células blanco, la insulina se fija en
proteinas receptoras de la membrana, activando al receptor que inicia los efectos
de la insulina (los mecanismos de este efecto ain son desconocidos). Pero lo
que si se sabe es que los receptores activados excitan al sistema del AMP
ciclico, el cual se piensa es un segundo mensajero para promover algunos de los
efectos de la insulina (1).

OBJETIVOS

Con base en 1los antecedentes descritos se planteé:

1. Estudiar el efecto de L-arginina sobre la actividad de arginasa pancredtica
y los niveles de poliaminas en ratas diabéticas, y

2. Estudiar, también en la rata diabética, la accidén de la L-arginina y de las
poliaminas putrescina, espermidina y espermina 8obre la funcién pancredtica.

3. Comparar los efectos de L-~arginina y de las poliaminas con la accién de
insulina sobre la funcidén pancredtica

Para evaluar estas acciones se realizaron varias determinaciones bioquimicas
tanto en suero como en tejido y los resultados que se obtuvieron de los estudios
en animales diabéticos se compararon con aquellos obtenidos de ratas normales.

TRABAJO EXPERIMENTAL
PRIMERA PARTE,-

Material y métodos. Para el desarrollo de la primera parte se formaron cuatro
grupos de diez ratas macho adultos de la cepa Long-Evans, con un peso de 280-330
g. Los animales que habfan sido alimentados a libertad se mantuvieron en ayuno
18 h y se agruparon de la siguiente manera: El Grupo I sirvié como control y se
le administré 1.0 ml de solucién salina o.154 M (i.p.). Grupo II. A las ratas
de este grupo se les inyectaron 120 mg de aloxana / kg (i.v.) en 1.0 ml de NaCl
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0.154 M y se usd como grupo control diabético. Grupo III. A los animales
intactos se les inyectd L-arginina 10 mM (Merck) en 1.0 ml de NaCl 0.154 M
(L.p.). Grupo IV. A las ratas se les indujo diabetes como en el grupo II.
Después de 96 h se trataron con L-arginina 10 mM en 1.0 ml de NaCl 0.154 M .

Las ratas se anestesiaron con 50 mg de Ketamina / kg, (i.m.) y se sacrificaron
20 min. después de cada tratamiento. Se tomé una muestra de sangre de la aorta
para la determinacién de glucosa, la cual se realizé utilizando un equipo de
reactivos para determinacién enzimdtica de Boehringer (Mannheim, F.R.G.).

Los tejidos pancredticos se disecaron y limpiaron de tejido adiposo, se
enjuagaron en solucidn salina fria, se secaron y pesaron; 1.272*0.20 g (promedio
t D.E.). Se prepard un homogeneizado del tejido pancredtico al 20% (P/V) en NaCl
0.154 M para las determinaciones del peso seco y poliaminas. Para la
determinacién de la actividad de arginasa se utilizS un amortiguador de Tris-HCI
0.04 M pH 8.7 conteniendo MnCl, 0.2 mM.

El procedimiento para la determinacién de peso seco fue como sigue: a 10 uyl del
homogeneizado preparado en NaCl 0.154 M se le agregaron 990 ul de agua destilada
y después 1.0 ml de solucién de dicromato de potasio al 2% recién preparada en
dcido sulfirico concentrado. La reaccién se llevé a cabo espontdneamente, los
tubos se enfriaron y la absorbancia se registré después de 10 min. utilizando un
espectrofotémetro DU-64 (Beckman). Para esta determinacién se utilizé una
solucidén estdndar de manosa de 2 mg/ml (38).

Las poliaminas se extrajeron y formaron sus derivados como sigue: 1 ml del
homogeneizado en solucién salina se mezclé inmediatamente con dcido perclérico
a una concentracién final de 0.2 M y se procesd de acuerdo al método de Hougaard
et al (39).

El material residual se recuperd con HCl 0.05 N. se evaporaron 10 ul de la
solucién concentrada y las poliaminas se dabsilaron siguiendo las
especificaciones dadas para el uso del equipo de dabsilacidén (non-hydrolisis set
de Beckman, Cat. No. 240390). Se utilizaron soluciones esténdares de putrescina,
espermidina y espermina (sigma).

Las poliaminas se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucidén (HPLC)
de acuerdo al método descrito por Lamster et al. (40), con ligeras modificaciones
que consistieron bdsicamente en la separacién cromatogrdfica, la cual se realizdé
por medio de una columna de compresién radial Cl18 10y Li Chrosob (8 mm x 10cm)
de Merck (Cat. No. 50334). La deteccidn de las poliaminas dabsiladas se hizo con
un detector de absorbancia Waters 484. Se determinaron las 4reas bajo las curvas
utilizando un integrador de Hewlett Packard (Paramus, NJ, USA)}.

La actividad de arginasa se evalud a través de la formacién de
urea por el método de Kung et al. (41). Las proteinas totales se determinaron
en el homogeneizado por el método de Lowry et al (42).

Los datos se analizaron por medio de la prueba estadistica de Fisher

RESULTADOS

Después de 96 h de la induccién de la diabetes el peso de las ratas disminuyé
considerablemente con respecto a su peso inicial (304.44 £ 9,09 a 26%9.3 £ 14.60
promedio * D.E.), P <0.05. El estado diabético se evalué midiendo la
concentracién de glucosa en una muestra de sangre tomada de la aorta (Tabla IX}.

La concentracién de poliaminas se expresa como n moles/mg de proteina en el
tejido pancredtico de los cuatro grupos estudiados (Tabla X).
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TABLA 1X. PROMEDIO ¥ D.E. DE LOS VALORES DE GLUCOSA EN SUERQ, ACTIVIDAD DE ARGINASA Y DE OTROS
PARAMETROS MEDIDOS EN EL PANCREAS

Control Tratamiento con L-argining

Grupo | Grupo 11l Grupo 111 Grupo 1V
Glucosa 163.05 ¢ 43,66 246.22 ¢ 67.21* 181,79 ! 36.01 290.23 ! 98.68*
(mg/dl)
Urea basal ND ND 18,12 1 682+ 10.06 £ 3.50%
(pmoles/mg de
protefna) \
Arginasa 78.47 1 16,09 65.46 % 16.49 149,52 ¥ 29, 95+ 89.27 t 37.63
(nmoles urea/
mg de protefna/
min)
Protefna 0.42 % 0.14 0.42 % 0.15 0.46 * 0.13 0.7t ¥ 0.09
Peso seco

Los valores corresponden a 10 determinaciones.
N.0. = no detectable.
* Los valores son diferentes (P ¢0.005) comparados con el grupo control.

La formacién de derivados dabsilados permitidé detectar bien a las poliaminas.
En general la concentracién de las tres poliaminas disminuyé después de la
inyeccibn de aloxana (grupo II). Sin embargo, la concentracién de putrescina se
incrementd en respuesta a la administracién de L-arginina, tanto en el grupo
control (grupo III) como en el que se le indujo diabetes (grupo IV), comparados
con sus respectivos controles (grupos I y II). En el caso de la espermidina y
de la espermina, no se observé la misma respuesta, las concentraciones no se
recuperaron con arginina y tendieron a ser mds bajas que aquellas de las ratas
control.

TABLA X. CONCENTRACION DE POLIAMINAS EN EL TEJIDO PANCREATICO

Antes de administrar L-argining Después de administrar L-argininag 10 mM
Poltamina e e e e e e et e — —_— e e e e aees e o1 e e
Grupo | Grupe 11 Grupo 111 Grupo IV
, + + + +
Putrescina 1.23 - 0.35 1.11 - 0,90 1.84 - 0.33 1,25 - 0.52
Espermidina 1.3t Y 0.45 0.44 Y 0.43» 0.68 ¥ 0.23 0.05 ¥ 0.03*
Espermina 0.00 ¥ g.00 0.04 ¥ 0.01 0.06 * 0.03 0.02 ¥ 0.008

Los valores estdn expresidos como nmoles/mg de protefna y
representan el promedio - la D.E. de 10 determinaciones.
* Los valores son diferentes (P (0.10) comparados con el grupo control.

e e e we
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La actividad de arginasa disminuyd con la administracién de aloxana (grupo II)
pero fue marcadamente estimulada por L-arginina en el grupo con diabetes inducida
(IV), aunque este valor no alcanzé los valores obtenidos para el grupo control
tratado con L-arginina (III). La actividad de arginasa mostrdé un patrén similar
al observado para putrescina (Tabla X). [Las concentraciones de urea basal
coincidieron con la actividad de la arginasa en el tejido pancredtico de ratas
no tratadas y tratadas con L-arginina (Tabla IX). La relacidén peso seco/proteina
fue mds alta para ambos grupos III y IV comparados con sSus respectivos controles
(I y IT).

DISCUSION

Los resultados obtenidos de este estudio Indican que la concentracion de
poliaminas en el pdncreas de las ratas tratadas con aloxana disminuye (Tabla X).
Esta disminucién se acompafa de una pérdida de la actividad de arginasa tisular
(Tabla IX).

La L-arginina exdégena rdpidamente recuperé no solamente la actividad de arginasa
el tejido de los animales diabéticos e Iincrementd la actividad en el tejido
normal, sino que también recuperé la concentracién de putrescina en el tejido
pancredtico danado. Estos efectos no se observaron para espermidina o espermina
(n=10).

El incremento en la actividad de arginasa puede ser visto por las concentraciones

de urea basal en tejidos expuestos a este aminodcido (Tabla IX). Estos
resultados concuerdan con las observaciones de Mallaisse et al. (43), en islotes
recién obtenidos. Ellos encontraron que después de incubar 90 min. ni la

glucosa, ni la L-arginina o la L-ornitina afectan el contenido de aminas de los
Islotes. Nosotros observamos una tendencia similar hacia un incremento en el
contenido de putrescina en presencia de L-arginina y bajas concentraciones para
las otras poliaminas, después de 20 min. de la administracidén de L-arginina 10
mM .

La administracidén de L-arginina produjo un incremento en la concentracidn de
glucosa sanguinea en las ratas del grupo control y las ratas tratadas con aloxana
estudiadas a los 20 minutos. Esto puede ser debido en parte a las propledades
gluconeogénicas de la L-arginina y que ha sido reportado por varios autores gue
ocurre en animales (44) y en humanos (45-47).

Ya que el pdncreas, a diferencia del higado, carece de otras enzimas del ciclo
de la urea, la participacién de la arginasa en la biosintesis de putrescina,
parece particularmente atractiva ya que la concentracién de esta amina se
incrementa en el tejido estudiado, de manera similar a como lo hace la actividad
de la ornitina descarboxilasa a partir de la ornitina en islotes aislados (43).

Parece que la arginasa puede tener una funcién importante en la sintesis de
proteinas pancredticas. En estos experimentos se observd una alta relacidn
proteina/peso seco para los grupos tratados con L-arginina (III y IV). Estos
resultados pueden sugerir la participacién de la arginasa en la biosintesis de
proteinas mediada por la putescina o espermidina y espermina, tal interaccidn
puede representar parte del mecanismo para la regulacién de la biosintesis de la
insulina y la secrecidén observada previamente (39, 48). En este trabajo no se
estudidé la Incorporacién de las poliaminas, espermidina o espermina in vivo en
las proteinas pancredticas por transglutaminasas, pero se ha reportado que esto
ocurre en islotes aislados (43). Al respecto, se ha demostrado que la putrescina
y la espermidina son necesarias para la biosintesis de insulina y proteinas in
vitro, y que la supresién de espermina afecta a varios procesos involucrados en
el metabolismo de insulina (48).

Estos resultados proporcionan informacién acerca del metabolismo de la L-arginina
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en el pancreas in_vivo y su posible participacién como secretagogo de la
insulina. La regulacién de la insulina y otras hormonas pancredticas por L-
arginina ha sido ampliamente estudiado (49-51). Es posible que la arginasa, que
Jjuega un papel importante en el ciclo de la urea, esté presente en el pdncreas
para proporcionar la ornitina requerida para la sintesis de poliaminas, ademas
de su participacién en otras vias metabélicas (43). Por esta razén se cree que
la arginasa puede ser una de las enzimas que regula la fase inicial de la
biosintesis de poliaminas en el pdncreas.

En el anexo 3, referencia 52 se presenta la publicacién de esta informacién. La
metodologia utilizada se incluye en un apéndice de técnicas en la parte final de
este trabajo.

SEGUNDA PARTE.-

Material y métodos. Para estudiar la accién de las poliaminas sobre la funcién
pancredtica, se formaron siete grupos de silete ratas cada uno, con
caracteristicas similares a las utilizadas en la primera parte. Estas ratas se
mantuvieron en ayuno por 24 horas y se agruparon como sigue: I-Control-NaCl 0.154
M. II-Diabéticas-NaCl 0.154 M (96 horas después de la administracién de aloxana,
120 mg/kg 1.v.). III-Diabéticas 96 horas tratadas con insulina (1.5 unidades/kg)
cada 24 horas y dos horas antes del sacrificio. IV~-diabéticas 96 horas tratadas
con L-arginina 10 mM 2 horas antes del sacrificio. Los grupos del V al VII
estuvieron formados de ratas diabéticas de 96 horas a las que se les
administraron putrescina, espermidina y espermina respectivamente, a una
concentracién de 5 mg/kg i.p., 2 horas antes del sacrificio.

Todas las ratas se sacrificaron previa anestesia y se les tomé muestra de sangre
para la determinacién de glucosa, triacilglicéridos, alfa amilasa, proteinas y
actividad de arginasa. El tejido pancredtico se disecd y procesé como se
describe en la primera parte y se utilizé para la determinacidén de proteinas
totales, arginasa, DNA (53) y peso seco.

RESULTADOS

Los valores de glucosa, triacilglicéridos y alfa amilasa del suero de ratas
normales y diabéticas se presentan en la Tabla XI. La actividad de arginasa y

TABLA X1, ALGUNAS DETERMINACIONES CLINICAS REALIZADAS EN EL SUERQ DE RATAS DIABETICAS
TRATADAS CON INSULINA, L-ARGININA Y POLIAMINAS

Control Diabético Insulina L-arginina Putrescina Espermidina Esperming
(1) {1 {111) (1v) (V) (vi) (VII)
6lucoss J35.41 0 363.87° 6.0 4586300 199,839 ge5.a7 PO 44394300000
gmg;?l) 2100 Ys2.03 T o128 Yoas.7a Y 29,63 13,86 t g8
N=
Triacilglicéridos, 47,18  70.83° 57.81 , 73.190  me® 53,240 aa.1"
(mg/dl) © 0653 2146t 1909 Y39 Y o621 Y o23.57 Yo
(n=7)
o-amilasa 931,97 865,71 11914180 92700 yeag.71 ™" 137395000 C  gog et
gu/;; t97.46 t168.94 T 144.38  *356.80 411,47 Y 306,125 207,26
n= .

. + , .
Los valores son el promedio -~ la desviacibn estandar.
{ ) = nGmero de determinaciones.

ay diferencias significativas (P ¢0.005) cuando se comparan: “los grupos I al Vil con el grupo 1,

los grupos I11 al VII con el grupo 11, “los grupos V, VI y VII con el grupo 1V, “los grupos VI y VII
con el grupo V. ,

i}
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la concentracidén de proteinas en el suero se presentan en la Tabla XII. Los
valores de la actividad de arginasa y de las relaciones de mg de proteina/mg de
pesc seco, asi como mg de DNA/mg proteina del tejido pancredtico se presentan en
la Tabla XIII.

TABLA X11. VALORES PARA PROTEINAS Y ACTIVIDAD DE ARGINASA EN EL SUERO DE RATAS NORMALES Y
DIABETICAS TRATADAS CON INSULINA, L-ARGININA Y POLIAMINAS

it

Contro! Diabético Insulina L-arginina Putrescing Espermidina Espermina
(1) (1 (111} (iv) {(v) (V1) (Y1)
Protefnas [ 8.20 8,65 , 8.5 9.05° .77 ,8.64° 763
g% - 0.34  -0.85 - 0.52 ~0.37 -0.26 -0.23 ~(.66
(n=17)
a
Arginasa .46 5,197 +19.3aa'b ,6.47° ,0.95° ,3.19° 0.5
nmotes de urea/ - 0.29 -1.32 - 5.51 -1.93 -1 5 -0.91 -0.49
mg prot/min
(n =7) C e
( ) = nGmero de determinagiones.

Los valores son el promedio - 1a desviacién estandar. a
Hay diferencias significat&vas (P ¢0.005) cuando se comparan: ~los grupos
I1 al VI con el grupo 1, “los grupos !11 al VIl con el grupo 1l

DISCUSION

Los valores de glucosa que se presentan en la Tabla XI evidencian la presencia
de dafio pancredtico causado por la aloxana, el ayuno prolongado permite tener
mayores diferencias entre los valores de glucemia del grupo I-control y el grupo
tratado con aloxana (135.41*10 y 363.87'52.03 mg/dl, respectivamente),
produciéndose un incremento de 2.69 veces en el nivel de glucosa sanguinea.
Cuando a las ratas diabéticas se les administrdé insulina (NPH de 100 U) los
niveles de glucosa disminuyeron como era de esperarse (grupo III), sin embargo,
los valores obtenidos son bajos, posiblemente esto se deba a que la dltima
administracién se hizo 2 horas antes del sacrificio. La accibn de este tipo de
insulina se presenta de 6 a 12 horas después de ser administrada, pero se ha
demostrado que su accién comienza a partir de las 2 horas de inyeccidén. Este
grupo (III) se utilizd como control para evaluar la accién de arginina y las
diferentes poliaminas en los otros grupos.

Cabe sefalar que tanto la arginina como las poliaminas putrescina, espermidina
y espermina, aumentan significativamente, el valor de glucosa con respecto al
grupo control y al grupo diabético, excepto para putrescina, cuya diferencia no
es significativa e Inclusive disminuye los valores con respecto al grupo control
diabético (II). Este efecto lo ohservamos para arginina en el estudio previo y
también ha sido reportado por otros autores, posiblemente esté relacionado con
sus propiedades gluconeogénicas.

Los efectos de espermidina y espermina no son fdciles de explicar, pero estas
moléculas siguen un comportamiento diferente y parecen actuar a través de
transglutaminasas, induciendo sintesis de proteinas, como ha sido reportado por
otros autores (43). Las tres poliaminas disminuyen significativamente el nivel
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de triacilglicéridos con respecto al grupo diabético lo que c¢oncuerda con
observaclones previas, hechas en adipocitos de rata (33), donde se reporta un
efecto de supresidn de la lipSlisis. Con relacidén a la alfa amilasa, este
pardmetro se midié para evaluar si el dajo ocasionado por aloxana era tGnicamente
éndocrino. A pesar de no haber evaluado el dafio histolSgicamente una disminucién
en la actividad de alfa amilasa como la determinada en estos experimentos indica
un posible desequilibrio en la funcién exdcrina. Este efecto se revirtid con
arginina, putrescina y espermidina en forma similar a la insulina, pero no asi
con la espermina, que Inclusive provocd una disminucidn significativa con
relacidén a los correspondientes controles (Tabla XI).

Por otra parte, se observaron incrementos significativos en la concentracién de
proteinas en el suero de las ratas tratadas con 4drginina y espermidina en
relacién al grupo control (Tabla XII) estos resultados pueden ser explicados en
funcién de las diferentes vias metabdélicas que sigue la arginina (figura 2). La
participacién de la espermidina en la sintesis de proteinas puede ser via
transglutaminasas como se describid previamente.

Las relaciones de mg de prot./mg de peso seco fueron mayores en los animales a
los que se administrd arginina y poliaminas, estos datos concuerdan con lo
anterior, particularmente, con 1lo gque se observd para arginina y espermidina
(Tabla XIII).

TABLA X1TT. VALORES DE LA ACTIVIDAD DE ARGINASA Y DE LAS RELACIONES PROTEINA-PESO SECO Y DNA -
PROTEINA EN EL TEJIDO PANCREATICO DE RATAS NORMALES Y DIABETICAS TRATADAS CON INSULINA,
L-ARGININA Y POLIAMINAS

Control Diabético Insulina L-arginina Putrescina Espermidina Espermina
(1) (1) (111) (IV) (V) (V1) (V1)

Arginasa J76.50 66,00 274.40%0 437330 217300 gaza®P 429,092 P
nmoles urea/mg  113.18  f19.10 Yazae 0 tareo 35.61 Y 47.80 Z 16.03
prot/min
{n=7)
(mg prot/mg 045 051 050 0690 075 g 7gdbuC 0.79%P
Peso Seco) 20.05 < 0.08 o070 oo ¥ 0.06 o4 ¥ 0.06
(n = 7)
mgONA/mg prot.  0.040  0.088°  0.057 . 0.00 . 0.050 , 0.080° , 0.056
(n = 6) 290.013 fo.005 f o0.013 ! 0018 I 0.007 L 0,040 ¥ 0.005
{ ) = ndmero de determinaciones,

Los valores son el promedio ¥ 1a desviacién esténdar. a
lay diferencias significativas {P (0.005} cuando se comparan: “los grupos Il al VII con el qrupo I,
los grupos Ill al VII con el grupo Il, “los grupes V, VI y VII con el grupo IV.

Con relacién al DNA, hay un incremento en la relacién mg de DNA/mg de proteina
en presencia de espermidina, que concuerda con el incrementc gue se observa en
la concentracién de proteinas en presencia de esta poliamina, sin embargo, el
valor que se obtiene para el grupo control diabético, podria especularse que se
deba a ruptura celular causada por efecto de aloxana.

Gl DE LA BBLIIECA
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La actividad de arginasa en el suero disminuyé considerablemente en el grupo de
ratas diabéticas, se recuperd con insulina, y moderadamente con la arginina. De
las poliaminas estudiadas, la putrescina es la que muestra mayor efecto, pero
este no llega a dar valores significativos (Tabla XII).

La actividad de arginasa en el tejido pancredtico dafiado fue baja con respecto
al control (Tabla XIII), lo que concuerda con los datos obtenidos previamente.
La actividad de esta enzima se incrementa marcadamente (P <0.005) con insulina,
arginina y con las poliaminas. EIl efecto que muestran estas moléculas es similar
entre ellas, no existe diferenclia significativa en sus acciones y aunque los
valores que se obtienen son menores a los de insulina, el efecto es parecido.

La activacidén de la arginasa que se observa con la administracién de arginina
puede ser una explicacién parcial del efecto que se ha reportado sobre este
aminodcido relacionado con la liberacién de insulina. Este efecto puede ser
mediado por poliaminas, ya que estas moléculas se forman por la accién de esta
enzima al catalizar la formacién de ornitina.

El incremento gque se observa con las poliaminas puede ser un reflejo del efecto
que tienen estas moléculas sobre la sintesis de proteinas, entre las que podrian
estar la arginasa y la alfa amilasa, lo que puede representar una mejoria en la
recuperacién de la funcién pancredtica. Sin embargo, otros aspectos relacionados
con el metabolismo de la arginina deben ser estudiados, ya que recientemente
Schmidt et. al. (54) propusieron la hipétesis de que la liberacibén de insulina
como respuesta a la administracidén de arginina y tolbutamida, es mediada por la
formacién de 6xidos de nitrégeno derivados de arginina (figura 2),
particularmente el 6xido nitrico.

CONCLUSIONES

En conclusidén, poco se conoce acerca del metabolismo de las diferentes poliaminas
in_vivo y su relacién con el pdncreas y la funcién de las células beta, pero
estos resultados apoyan el conocimientoc de que la accidén de la L-arginina puede
estar relacionada con el metabolismo de las poliaminas en el pdncreas.

Con base en los resultados obtenidos en la segunda parte se concluye que:

1. La administracién i.p. de L—-arginina incrementa la actividad de arginasa
en el pdncreas de ratas diabéticas.

2. Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina tienen accidén parecida
a la azglnlna, ya que la actividad de la arginasa se incrementa en una
proporcidon similar en presencia de las tres poliaminas.

3. La accién de arginina y poliaminas en el pdncreas es parecida a la de la
insulina, aunqgue no alcanza los mismos valores de activacién de la enzima.

1. La actividad de la arginasa puede estar relacionada con la sintesis de
putrescina.

PERSPECTIVAS

Con la realizacién de estos estudios se ha demostrado la relacidén gque existe
entre la L-arginina, la activacién de arginasa y parcialmente con el metabolismo
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de las poliaminas. Sin embargo, la medicién de otros pardmetros tales como
Iinsulina o péptido C en presencia de L-arginina y poliaminas es necesaria, por
lo que se llevara a cabo en la siguiente fase experimental.

También se realizardn experimentos en los gque se es?ud@aré en el pancreas el
efecto citoprotector de la L-arginina y de las poliaminas hacia los efectos
causados por aloxana.

L3
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Resumen
S Las células procariontes conticnen putrescina y espenmidin, las células eucariontes conticnen ademis esperming. La funcion bioldgica de estas
anunas ha sido estudiada en microorganismos, en células vegetales y anumales. Se ha demostrado que son factores de crecimiento v que su
presencia es esencial para la regalacidén en miliples procesos, entre ellos Ta division, proliferacion y diferenciacion celulares.

L4 inhibicion especifica de la biosintests de poliaminas pucde ser un medio para el control de algunos estados patologicos. Por otra parte, fa
determinacion de la concentracion de estas aminas enorina y en otros fluidos corporales, constituy e en algunos casos un indicador del estado de
salud.
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Introduceion

L descubriniento de lac funcion de las pohaminas putiesciona, espermiding
v espermima en a regubacion de diversos procesas tales como crecumiento
celular, muttiphicacion v diferenciacion, ha despertado gran iterds por su
estichio en diversas areas de L investuipacion, Bstas moléeulas, asemejanza
de fos dcidos nucleicos, tos aminodcidos v las proteinas, se encuentran
distribuidas amphamente en fos sistenmas vivientes, o gue quizi constituye
un mdicativo de que su presencia ey esencial para fa realizacion de dos

procesos bisicos de ta tuncion celular,
b este capitulo se describen algupos aspectos bioguimicos de Lis polii-
i minas A ose destacan tanto a tuncion fistoldgica en microorganismaos v
plantas, como stimportanca en os estados de salud venfermedad humpna,!

A

Generalidades

La presencua de poliaminas en materiades bioldgreos se seald hace mas de
s 300 afos. B 10730 Antont van Leeuwenhoeck descubrid fa eristalizacion
de Ta espermima en el semen humano.

i 1791, Nicolas Vauquehn redescubrid esos cristales en el semen v
demostro su relativa insolubthidad en agua vetanol, concluyvendo que eran
sales de fostato de un caudn inorganico, probablemente de calcio,

Muchos investipadores describicron los eristales que se depositan en el
semen, sin embargo, T naturaleza de esta sostincia costalizada se identifi-

' ' corclaramente hasta un siglo despuds,

En Taes fos enstales fueron deseritos nuevamente por Boetteher, quien
suptso gue L sustancia de que estaban formados e uita protein, a fa gue
lamd espermatina.

Scatribuve o Schreiner, en 1878, el descubrnimiento de que fos cristales
son sales de fosfato de un compuesto orginico basico simple.

b bass, AL Landenburg v 30 Abell dicron elbnombre de expermin a éstu
base organtci. por encontrarse ¢n cantidades particularmente altas en el
semen humano,

Finalmente en 1926, Otto Rosenhetm determind fa estructura quimica
correctit de L espernuna, sintetizando despuds otra base identticada como
fosfato de espermidina (Lig. 19.1).

Después de dilucidar su estructura, fa espernnding fue aislada de drga-
nos de anmmales, microarganismos y plantas, resubtando ser una poliimina
universal.

HaN—CHjy -CH3 --CH; ~CH3NH;

Putrescing
H
o HaN--CHy CHy CH ,—ucni-rluu-CH: ~CH7CHy NH,
Espermiding
H H
HyN-~CH, ~CHj ~ GHy Mfl\i-CHj ~CHjy~CHz —CHy MI{J-CH; - CHy ~CHyNH;
Figura 19.1 Formulas delas poliaminas. Esparming

Pl

s
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Fl descabrimienio de T putrescina v la cadavering se atrtbuye al trabajo
de Bricger en T8RS, uien aisld estas bases como sales dobles de metales
pesados del tepdo ammal.

[stas bases fueron subsecuentemente aisladas a parur de muchos culti-
voy bacteriinos, asi como de tejidos de plantas v ammales en diferentes
estados, frecuentermente en condiciones de fermentacion o putrefaceton,

La putrescina, espermidini v espermina constituyen el grupo de polia-
minas que ha sido mis estudiado, aunque existen otras aminas que han
sido detectadas en varios sistemas blologicos,

Lstas ammas. ademas de encontrarse en forma de bases alifaticas Itbres,
pueden existir conjugadas con carbohidratos, esteroides, fosfolipidos v
peptidos, tambien como unidiades subestructurates dentro de numerosas
famitias de alcalodes.

Distribucion

Las polaminas estin ampliamente distribuidas en los sistemas biologicos,
aungue las concentractones relativas de putrescina, espermidina v esper-
mina varian notablemente en células diferentes.

In general, los procariontes tienen mas altas concentraciones de putres-
cina que de espermidina v carecen de espermina.

Los cucarniontes tienen generalmente bajas concentraciones de putresci-
na v otienen espernudira yoespernnna, bnoel cuadro 1901, se compara la
concentracion de poliaminas de diversas fuentes bioldgicas.

CUADRGQO 19.1
CONCENTRACION DE POLIAMINAS EN DIFERENTES MATERIALES

BIOLOGICOS
Material bioldgico Putrescina  Espermidins  esparmina

{ molas/g de paso himedo}

. -

Higado de raton 0.01 0.61 0.82
Lobulo frontal de
cerebro humano 0.015 0.23 0.10
Préstata {rata} .- 7.73 4.77
Pancreas (rata) -- B8.62 0.80
Plasma seminal
humano 0.23 on 3.04
Escherichia coli 15.0 1.5 -
Pseudomonas aeru-
ginosa 5.6 -~ -
Pseudomonas sp 4.6 -- --
Lactobacillus
casei -- -- 01
Shigella sonnei 140 - =
Acetobacter
vinelandii 13.0 -- -
Bacillus subtillis 110 - -~
Aspergillus niger 4.0 -- .-
Aspergillus
nidulans -~ 0.16 04
Saccharomyces
cerevisiae 1.5 1.4 0.6
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Brogulmica especial

[a putrescina es el precursor de la sintesis de T espermidina v a
esperming: en s célnlas antmales esta dvanuna se obuene de b ornitina,
st cmhargo, en las células vegetales superiores en hacteriis v hongos, la
putrescina puede obtenerse a parhr de agmatina, que asu vezes producida
por ki descarboxilacion de argimina,

Bioquimica
Biosintesis, interconversion y degradacion de poliaminas en namiferos

En los mamiferos, la bosintesis de poliaminas se Heva a cabo a partir de
ormitina (Fig. 19.2), por lo tanto, la ruta que conduce a la formacian de
putreseina es a través de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC).

La ornitina Jdisponible para estas reacciones provieae del plasma, ade-
mits de que puede formarse dentro de las células, por laaccion de arginasa,
Es posible que esta enzima, ampliamente distribuida en los diferentes
tejrdos, se encuentre presente en tepdos extrahepiticos para factlitar la
dispomibthidad de ornitina para la biosintesis de potiaminas. Por esta
rason, se ha pensado que la arginasa puede ser una de las enzimas que
regulan la etapa inicial en la biosintesis de poliaminas, debiendo recordar-
se que su participacion hsioldgica tradictonalmente estudiada se relaciona
con ¢f ciclo de 1a urea,

La ODC es una enzima gue depende, para su actividad, de {osfato de
piridoxal. Se encuentra en niveles bajos en las células en estados fisiologi-
cos de latencna, Suactividad puede elevarse varias veces, como respuesti a
diversos estimulos tréficos, tales como hormonas, drogas, regenceracidon de
tepdos v factores de crecimiento. Aun asi, se ha observado que en el rifdon
de ratones estimulados con androgenos, la ODC solo constituve 0.01¢4 de
Fa proteina citophismica total v 0.0001 252 en el higado de ratas estimuladas
con toacetannda,

Para convertr a la putrescina en espermidina debe adicionarse un grupo
propifamina. Este grupo se deriva de la metionina, fa cual primero es
comvertida en S-adenosilmetionina y luego descarboxilada enzimatica-
mente porla S-adenostimetionina descarboxilasa (SAMD), El producto de
fa descarboxtlacion, S-adenosilhomovisteamina, es utilizado como dona-
dor de grupos propilamina ((CH,),-NH,;) para la sintesis de espermidina y
sspermina. La produccion de S-adenosilhomocisteaming se mantiene baja
v constituye el factor hmitante en la formacion de espermidina.

En esta reaccidn se produce metiltioadenosina, que se hidroliza por
accion de la enzima meultioadenosina fosforilasa, La adenina que resulta
de esta reaccion se recupera como nucledsido. La metil torribosa- 1-fostito
es reconvertida a metionina. Este metabolismo ocurre a través de una serie
de reacciones, todavia no bien caractenizadas, pero que mvolucran la
produccion secuenaal de 1-fasfo-5-S-meultioriboluranosido, 1-fosto-5.5.
metiltiornbulosa v 2-ceto-4-S-metiftiobutirato como mtermedianos. Las
célutas de manmifero contienen todas las enzimas para la biosintests de
poliaminas, pero hay unas hincas de células tumorales que carecen de
metifioadenosma fosfortlasa v excretan la metltioadenosina producida
en lr biosintesis de poliainunas,

La SAMD de los mamiferos es activada por puteescina ¢ inhubida por
espernudina; esta enzima, gque depende del piruvato como colactor, esti
presente en los tepdos eo mny biagas concentraciones equivatentes 4 0,048



Figura 19.2 Biosintesis de polianunasy
suanterconversion en celulas de
mantifern.
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de ki proteing soluble en prostata ventral v oo .0007% en higado. Su
actividad ey tambien repudada por muchas hormonas vy por otros estimulos
que promueven ol crecimiento,

s tmportante mencienar que o mcorporacion dedos grupos propitami-
na para lasintesis de espermiding v oespermina se levan a cabo por la
accion de las enzimis espermiding sintetiasa y espermina sintetasa, respec-
thvamente (e, 19.2),

A pesar de Ja sumlivud entre estas dos reacciones, cada enzinma tiene
cierta especiticidad por su propro sastrato. Las aminopropiltransferasas
estin presentesen diversas célilasen cantidades mavores que las descarbo-
alasas. Se ha pensado que son reguladas por La disponibilidad de sus
stistratos, particlarmente L S-adenosithomocisteamina, Sin embargo, en
el caso de L espernndina sintetasa se ha observado que tambidén se eleva en
respuesta o hormonas, regeneracon tisular v facrores de erecimiento
celulares,

Por otra parte, se ha demostrado gue tas reacctones catalizadas por las
dos sintetasas son wrreversibles, vy que Ly conversion de la espermina en
espermudima v de L espermiiding en putrescina ocurre in vivo. Esta inter-
conversion ticne Tugar por la accion de las enzimas a) esperniidina-N'-
acettltransferasa v b) pohamina oxtdasa (Fig. 19.2).
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La primera enzima utiliza acetil-Co A pada convertira la espermidina en

Nt-acettlespermidina v también acetila espermina, formando N'-
acetilespermina. Estos derivados acetilados son buenos sustratos para la
poliamina oxidasa, que fos utiliza de manera ehiciente, hidrolizando a nivel
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del nitrogeno interno para din N-acetilproplonaldehido v putrescing o
expermiding, en tuncion det sustrato. En ovirtaed de gque en condiciones
fistologicas los derivados acetitados sonmetabolizados rapidamente ., se ha
propuesto que fa acetilacion es el paso limitante en esta mterconversion y
se ha demostrado gue Ta espermudina-N-aceultransterasa es inductda vipi-
damente v se imcrementa marcadamente despucs de fa exposiciona agentes
toxicos, que resaftan la conversion de espernniding en putresana v de
esperming en espermidinag.

Endos wejidos de fa rata se encuentran solamente pequenas cantidades de
tos dervados acetifados, aunenel pico de mduccion, vague lnactividad de
la poliimina oxidasa es mavor.

Envel vaton pueden encontrarse grandes cantidades de N'-acetilespermi-
dina v de N'-acetilespermina va que los tejidos de este antmal tenen niveles
veinte veees mis bajos de poliamina oxidasa. Sin embargo, aun en esta
especie, los derivados acetilados son degradados en unas cuantas horas.

Por otra parte, fa putrescina puede ser oxidada por o diamima oxidasa,
produciendo Y-aminobutiraldehido en lugar de convertirse a esperniding;
este aldelndo puede posteriormente ser oxidado a Y-aminobutirato (GABA),
o dar origen a compuestos ciclicos. Pero la putrescina puede también ser
acetlada por una enzima microsomal v la monoacetilputrescina ser oxidada
por ung monoamina oxidasa, para producir GABA lo que podria ocurrir
en tejidos como el cerebro, que tienen baja actividad de diamina oxidasa
(Fig. 19.3).

Putrescing  Acetil-CoA
_ HANAANHp
it
H ~C- NI
MG C-nH/VVNH,
HZN"' 0 s . '—\-“ Figura 19.3 Catabolismo de pulrescina via dcido
rd H Y-amino butlrico
CHy C-NHANCZ0 1. Acetil-CoA-1, 4-diaminobutane N-aceliltransferasa.
ll —— . -
0 /@J 2. Monoamina oxidasa

3. Aldehido deshidrogenasa

Agetilo  CHyG-NHACOH 4 Diamino oxidasa

— 0 . 5. Enzima desacetifante de Y-aminobutirato
‘ N--Acehi-_-@"amlﬂo 6. ¥ -aminchutirato- 2-cetoglularato aminolransferasa
butirato 7. Succinato semialdehido deshidrogenasa
8. Glutamato descarboxilasa
9. Ornitina descarboxilasa

La acetilacidn de las poliaminas puede Hevarse a cabo también por una
enzima nuclear que, con espermidina como sustrato, forma preferente-
mente N*-acetil esperndina.

Las poliaminas acetiladas han sido enrcontradas en sangre v orina, pero
en cantidades pequenas y no es clara L importancia de la acetilacion que
permite la excrecion de las poliaminas,

Inhibicién de enzimas que biosintetizan poliaminas

Muchos procesos biogquimicaos, tales como el transpaorte de nutrimentos al
intenor de la célula, la velocidad de sintesis de diversas macromoléculas,
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asicomo el controb de su degiedacion son mdhaidos poragentes capaces de
mducie crecimicnito, Encambios tempranos, asociados con L transicion de
células de un estado quicscente aun estado de protiferacion, hay un
aumento en la actividad de Tas enzimas involucradas en Ta biosintesis de
poliaminas. Como resultado de esta acuvidad enzimdtica intensa, hay
acumulacton mtracelular de pohaminas.

Aun cuando fa velocidad de sintesis de estos compucestos siemipre parece
estar acophada o un aumento de la proliferacion celular, varios estudios
estan siendo reahzados para demostrarst este incremento es circunstangial
o esenvial part que Tas células entren en actividad mitosica.

2ara esto, se ha tratado de provocar deficiencia en la concentracion de
poliaminas, utitizando inhibidores mds o menos especificos de las enzimas
que biosintetizan pohammas, asi como moduladores de Ia actividad de
ODC andlogos a la putrescina.

Uno de los sistemas mas estudiados sobre este aspecto ha sido el higado
en regeneracion. Actualmente se investiga la relacidn que existe enure la
cmbriogéuesis de los mamiferos y las pohaminas,

Como se desenbid anteriormente en las células de los mdmlimm la
brosintesis de poliaminas mvoluera la accidon secuencial de 2 descarboxila-
sas, ¥ 2 translerasas, Muchos de los inhibidores de la biosintesis de polia-
minas, que han sido desarrollados para bloquear la acumulacion de polia-
minas o vivo, son divigidos hacia las descarboxilasas (Cuadro 19.2). La
a-diffuoromenl ornitma (DEMO) es uno de los inhibidores de ODC mas
eficientes y su mecanismo de reacetdn es bien conocido. El desarrolio
preferencial de mhibidores de descarboxilasas puede explicarse por dos
razones:

Primera: Se cree que la velocidad de descarboxilacidn de la ornitina es
limitante en fa regulacion de los pasos biosintéticos de las poliaminas.
Aungue, en algunos casos, la sintesis de ornitina podria ser el factor
limitante.

Segundi: Los mecanismos cataliticos de las transferasas (espermiding
sintetasa y espermina sintetasa) no han sido bien dilucidados.

Interacciones entre el ciclo de Lvurea, Ia biosintesis de poliaminas y el eiclo de
las dcidos tricarboxilicos.

Il ciclo de Ta urea ha sido bien identificado en su conjunto y ahora se sabe
que consiste en cinco pasos, regulados enzimiticamente: ) la conversion de
bicarbonato y amonio en carbamoilfosfato; 2) formacion de citrulina a
partir de orpitina y carbamoilfosfato; 3) conversion de citrulina y asparta-
to en argininosuccinato; 4) hidrolisis de arginino-succinato para formar
arginina; 5) degradacion de arginina para formar urea y ornitina. La
ornitina ast formada estd nuevamente disponible para su reutilizacidnencl
paso 2y la urea s excretada,

Los dos pasos iniciales son catalizados por las enzimas mitocondriales,
carbamoilofosfato sintetasa 1 y ormitina transcarbamilasa, y los tres
ultimos por las enzimas citoplasmaticas, argininosuccinato sintetasa, argi-
ninosuccinasa y arginasa, respectivamente,

Todas estas enzimas estian presentes en el higado, intestino y rifion, pero
solamente en el higado estan en niveles suficientes para llevar a cabo la
ureogénesis.
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ISEHETDORES DE LA BIOSIH SIS DL POLIAMINAS

Enzima

Inhibidor

Anadlogos de sustrato.

A DL-a-hidracinoorniting

B. DL-a-metilornitina

C. DL-ahidracino-metilor-
nitina

D. DL-a-diftuorometiorni-
tina.

Andlogos dol producto:

E Trans-1,4-diamino-
2-buteno

F. 1, 4-diaminobutanona

G. 5-hexino-1,4-diamina

H. Homadlogos de diaminas
con 3-12 dtomosde
carbono

Ornitina Descarbo-
xitasa (QDC)

. 1,3-diamino-2-propanol

S-adenosilmetionina A, Metilglioxal-bis (guanil-

descarboxilasa hidrazona) (IMGBG)

{SAMD) B. 1,1 -[{metiletano-dilide-
no) dinitrilo) bis-(3-ami-
noguanidina) (MBAG}

C. S-adenosil-DL-2-metil-
metionina
Espermidina A yoe-diaminas con 3a 12
sintetasa dtomos de carbono. €1 1,

b . e a i e i e o e e e pmaan e o e

Maocanisino do accidn

Reversible y competitivo.,
Reservible y competitivo.
Reversible y competitivo.

frreversible

Reversible y competitivo.

Reversible y competitivo.
Irreversible

Indirecto. £ por induc-
cion de la proteina que
inhibe a la ODC (ODC-
antienzima)

Indirecto

Reversible y compelitivo
con respecto al sustrato
Reversible inicialmente y
compelitive con respecto
al sustrato. Luego irre-
versible

Reversible y competitivo
con respecto al sustrato.
Reversible y competitivo
con respecto a uno de los

5-diaminopentano es el sustratos (putrescina)
mas activo.
Espermina A. 7,w-diaminas con 3 a 12 Reversible y competitivo
sintetasa atomos de carbono. El 1, con respecto a uno de los
5, diaminopentano es el sustratos (espermidina)
mds activo.

Los componentes del ciclo de la urcaenlos vertebrados terrestres, como
anfibios y mamiferos, estan muy relacionados con el ciclo deldcido citrico
(Fig. 19.4).

La sintesis de argininosuccinato ¢s un paso importante en la interaccion
del ciclo de la urea con el ciclo del dcido citrico. Laalanina es transaminada
para formar piruvato, y su grupo amino lo cede al alfa cetoglutarao,
pasando éste a giutamato. El piruvato es descarboxilado. para entrar al
ciclo del dcido citrico, como un fragmento de dos carbonos,

El glutamato, por una reaccion de transaminacion con el oxalacetato,
forma aspartato y se regenera el alfa cetoglutarato. Elaspartato asilorma-
do contiene el segundo grupo amino destinado para la sintesis de urea, L
fumarato que se obtiene por hidrolisis de argininosuccinato, catalizada
por argininosuccinasa, regresa al ciclo deldcido citricoy la arginina queda
disponible para la sintesis de proteinas en tejidos extrahepiticos o para
proscguir con el ciclo de la urea en el higado.



Figura 19.4 Interacciones entre el ciclo
de la urea, el ciclo de Krebs y la biosintesis
de polianunas. Las enzimas tnwvolucradas
en el cicle de la ures son

1. Carbramaeit fosfalo sintetasa

2 Ornitina transcarbamiasa

vk 3. Arginimo sucanato sintetasa
4. Arginino succinasa

5 Arginasa

Los asteriscos indican el origen del
nitrogeno de la uraa.
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Por otra parte, [a arginasa efectita la conversion de argimng en ureg v
ornitina y asi se completa el ciclo. Se ha visto que, cuando aumenta la
sintesis de poliaminas aumenta la actividad de arginasa v que asi se
incrementa el suministro de ornitina hacia ornitina descarboxilasa (ODC).

Los componentes del ciclo de la urea funcionan como una unidad. como
lo muestra ¢! hecho de que las S enzimas del ciclo se incrementan en ¢l
higado de ratas sometidas a dieta alta en proteinas. En estos animales
también se incrementan las enzimas relactonadas con el ciclo de la urea,
como la alanino aminotransferasa v aspartito amimotransterasa. Todo
esto comprucha que el ciclo de la urea functona como una via metabolica.

Los pasos limitantes de este ciclo son fa formacidn de carbamotliostato
v la sintesis de argininosuccmnato, A este respecto, se ha vista gue la
argininosuccinato sintetasa funciona al 604 de su actividad, porlo queen
este paso debe haber limitacion en la disponibihidad de sustrato. va sea
aspartato, citrulina o ATP.

A diferencia del higado, varios teidos extrahepidticos contienen sola-
mente los ltimos tres mecamsmos enzinilticos del cicto de la urea: en el
cerebro y musculo, la brosintesis de urca depende del aporte de citrulina
que viene del higada,

La funcidn del ciclo de Lt urea es captar el grupoamino de amiodacidos y
representa up sistema anabolico que requiere energia v pernute ta forma-
cidn de esqueletos de carbono, necesarios pariced metabolismo unidatino,

Se ha demostrado que después de una hepatectomia parcial se produce
un intenso crecimiento celular, v ouno de los primeros hechos que se
presenta, es an increnento en los niveles de omiting descarboslasa
(ODQC), fa cual alcanza un prcoa tas dhoras de fa operacion. Brebnor veol.
midieron la actividad de las enzimas del celo de la urea durante las
primeras 24 horas de regeneracidn hepatica, encontrando gque en fas
primeras etipas de regeneracion en animales sometidos @ ana dieta nor-
mal, hay un espectacalar descenso en los niveles de las S enzimas del ciclo
de la urea, alcanzando un nivel minimo 4 horas después de la operacion, lo
cual coincide exactamente con ¢l primer pico de tn ODC.

La observacion de que las 5 enzimas del ciclo de fa urea siguen un
comportamicnto sumilar durante Ta regeneracton demostro que hay una

regulacidon concertada de las 5 enzamas. Todo esto sugicre que Ta actividad
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de esta v metabdlica pucde competir con fa ODC por 1o ornitina y
coincide conel incremento de Ta orniting hepatica y delamonioen plasima,
durante este periodo.

Inlas 24 hovas sipuentes a la operacton se advierte un mceremento en la
actividad de Fas enzimas del ciclo de L urea, a niveles por encima de los
observados en las ratas control; este incremento en la actuvidad de las
enzimas es una respuesta a la madecuada capacidad del ciclo de la ure:
para chminar ¢l amoniaco en forma de urea,

Los cambios en la actividad de las enzimas del ¢iclo de fa urea, despuéds
de la hepatectomia parcial, muestran el balance de respuestas entre estas
dos vias metabdlicas que estdn cn competencia por fa omitina, En las
primeras 4 horas después de la operacidn, los niveles de las enzimas del
ciclo de la urea descienden, para que Ia ornitina se canalice hacia la sintesis
de pohaminas, va que éstas son necesarias para b rdpida profiferacion
celular que tnene fugar v, posteriormente, los nmiveles de las enzimas se
elevan para poder cumplir con la funcion de eliminar del organismo los
dosechos nitrogenados de los aminodcidos.

Ifecto de las poliaminas en el crecimiento y proliferacion celular

Se ha demostrado en muchos sistemas celulares que las poliaminas son
necesarias para el crecimiento dptimo; en la mayoria de las células esta
necesidad es absoluta. (Cuadro 19.3).

Bacterias

El efecto sobre el creciniento fue observado por primera vez por L.
Herbst y E. Snell, quiencs, en 1948, identificaron en el jugo de naranja un
factor necesario para ¢l crecimiento de Haemophilus parainfluenzae. El
factor se identificd como la diamina, putrescina. Otros estudios demostra-
ron que esta bacteria se desarrolla en presencia de 1,3-diaminopropano,
putrescina, espermiding y otras poliaminas sintéticas similares.

Las di- y poliaminas también estimulan el crecimientoen las bacterias de
los géneros lactobacillus, neisseria, pasteurella y veillonella.

Una explicaciéon del efecto de las poliaminas como promotoras del
crecimiento es que éstas son necesanas para la diviston de la célula bacte-
riana. Se¢ ha sugerido que el DNA, las proteinas y las poliaminas deben
alcanzar niveles criticos antes de que una bactena pueda dividirse,

La proliferacion celular incluye dos procesos principales: crecimiento
celular y division.

El proceso de crecimiento sirve para duphicar todos los elementos estruc-
turales y la capacidad funcional de la célula. El paso clave del crecimiento
celular es la duplicacion del DNA, que es un prerrequisito genético absolu-
to para la divisidn celular,

Los procesos de duplicacién de DNA y la mitosis estdn bien identifica-
dos y permiten dividir el ciclo celular en cuatro fases sucesivas:

G, S, G,y M,
G, es el periodo entre la mitosis (M) y la sintesis de DNA (S),y G, es el

periodo entre S y M. La fase intermitosica (G, S y G,) se caracteriza por
crecimiento celular continuo.

o
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P fa Fase Gyoded ciclo celular estdn contenidos numerosos pasos,
algunos de fos cuales son esencides para el inicio de Ta duplicacion del
[YNA,

o sintests de Las polianninas se activa considerablemente durante ¢l perio-
do de Gy, vivque estas moléettas estdn implicadas en a preparacion dela
cClula parva la duplicacion del DNA y uno de los primeros cambios que
ticnen hugar despuds de que Tas células enteanen Gy, esunincrementoen la
actividad de ta ODC,

[0 eaperiientos con cepas de £ coli con alteraciones en fa via biosinté-
ticae de Ly polisiminas (por mutacion en kavia de arginina), se haobservado

CUADRO 18.3
EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS POLIAMINAS

1. POLIAMINAS COMOQO FACTO‘GES DE CRECIMIENTO.
En micro-organismos.
En células de mamifero.

2. ESTABILIZACION DE MEMBRANAS CELULARLS.
3. ESTABILIZACION DE PARTICULAS SUBCELULARES.

4. ASOCIACION CON ACIDOS NUCLEICOS.
Estabilizacidon del DNA contra la desnaturalizacion del DNA,
Asociacion con tRNA.
Estabilizacion de la forma superenrollada del DNA.
Empacamiento del DNA en bacteriofagos.
Estimulacion de la sintesis de DNA.
Estimulacion de |a sintesis de RNA,
Modificacion de la actividad de ribonucleasas.
Estabilizacidn del RNA recién sintetizado.

EFECTOS SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS.

Fijacion de moléculas de tRNA a ribosomas.

Estimulacidon de metilacion de tRNA.

Reemplazamiento de Mg** en la reaccion de aminocil IRNA sintetasa.
Asociacion con ribosomas.

Biogénesis de particulas ribosomales.

Fidelidad de la traduccion,

Iniciacion de la traduccion.

Estimulacion de la nucleotidiltransferasa de tRNA.

[84]

6. EFECTOS SOBRE VARIAS REACCIONES METABOLICAS.
Estimulacién de nucledtido cinasas.
Modificacion de las actividades de proteinas cinasas.
Incremento de la ADP-ribosilacion de proteinas nucleares,
Activacion de fosforilasa b.
Estimulacion de lipolisis.
Activacion de colina cinasa.
Incremento en la utilizacion de fructosa en espermatozoides (epididimo),
Inhibicion de ATPasa.
Modificacién de la actividad de acetil colina esterasa.
Inhibicién de la agregacion de plaquetas.
Estimulacion del metabolismo de estradiol en microsomas de higado.




que su habilidad para dividiese depende de Tasconeentiaciones de poliami-
D (putrescina LT mAMy esperomdina oMy visscanimteras o suplemen-
tadas por el medio de culuvo,

Lo avances mas nnportaates en el drea de Jas poliaminas en los ltimos
anos, han sido proporcionados por los estadios congernientes a ke mterae-
cion de las poliaminas con los dcidos nucleicos. Estivasocteion fue descrt-
ta por primera ves al encontrarse que L putrescing v la espernudina
estaban untdas al DNA dedgunos fagos; Las poliaminas en estos fagos no se
mtercambian con las polminas del medio y se inyectan, junto con el
DNAL en la celuka huésped.

Se b observado que si las pohiamimas estan suficientemente concentra-
dus. producen precipitados que son insolubles enetanol al 6677 pero que
pucden disociarse incrementando fa fuerza idnica o el pll del medio.

La interaceidon de las poliaminas con los dcidos nucleicos se Heva a cabo
por un enlace idnico entre los grupos amino de fas poliaminas vlos grupos
fostato de los dcidos nuclercos, dando como resultado la neutralizacion de
cargits v la estabilidad de estructuras secundartas del DNA,

De esta manera se puede comprender el hecho de que fas poliaminas
protegen a Jos deidos nucleicos contra a desnaturalizacidén térmica y la
degradacion enzimitica,

Lo Bacithes subulis, por ejemplo, el DNA se desnaturaliza después de
calentarse entre 70y 75°C, pero la espermina lo protege de manera ue se
retienc su capactdad de transformacton aun despudés de calentar hasta 90°C.
fa espermidima v fas diaminas también estabilizan al DNA, pero se requie-
ren mavores concenitraciones,

Como las pohianminas estabilizan la estructura secundaria de los dcidos
nucleicos contra la desnaturalizacion térmica, es posible que estas molécu-
Las tengan un papel mds importante en las bacterias termofilicas que enlas
mesotilicas.

La accion de las poliamunas es mas pronunciada cuando el DNA se
catienta en un medio de fuerza idnica relativamente baja, va que otros
cationes pueden competir con las poliaminas v e¢jercer un efecto
estahilizador,

Hay prucbas de que se requiere un tamaiio especifico en la moléeula de
diamina que da una proteccion optima al DNA,

Algunos andhsis con raxos X han sugerido numerosas configuracionces
posibles para el complejo formado entre las pohaminas v la doble cadena
de DNA,

En una de las configuraciones, los grupos anmino protonadoes forman
puentes de lidrogeno con los oxigenos de los fosfatos, en el surco menor de
[a molécula de DNA.

Se pueden considerar otros grupos geomeétricos, en los cuales todos los
grupos bisicos de las poliamnas forman puentes de lidrogeno con los
grupos fosfato de una sola cadena del DNA.

Recrentemente se han encontrado pruebas de un modelo molecular, en
el cual dos grupos de la espermina cargados positivamente, forman enlaces
de hidrogeno con dos atomaos de oxigeno adyacentes, cargados negativa-
mente, en una cadena de DNA, para cruzar el surco menor v formar dos
enlaces de hidrogeno mas con los grupos fosfato advacentes de la otra
cadena.

Parece ser que todas estas configuraciones son adoptadas al azar in vive
vy de este modo las poliaminas pueden unirse como las histonas, a lo iargo
de secciones de la molécula de DNA,
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CARPITULO 19, Polianunas 377

Las poliaminas pusden tnnhcn repular Lesitesis de DNA por e YN
polimerasa DNA dependicnte estimular e traseripeian de RN Ay porlo
Cinto, fvorecer L sintesis de proteinaes,

Tambicn se han encontrado practues del papel de las polimimas en la
repulacion del metabolismo del RNA en bacterias, ast como en tepidos
vegetales v antmales,

Se sabe quel tanto en bactersits como en tejidos antmales, hay una
estrechia relacton entre Lusintesis de RNA v os niveles de espermidinag esto
stigiere que las potiaminas pueden regulir lasiotesis de RNAY asi mdiree-
tamente, favorecer el crectmiento.

Las polininas a bajas concentraciones estimulan a la RNA polimeriasi
DNA dependiente. pero acaltas concentraciones pueden mbibiha. Tam-
bién pueden causar una transcripeidn selectiva de regiones especilicas del
DINA,

o bas bacterias, ks poliunings se encuentran asoctadis primcipatmente
con el RNA de transterencia. Se hademostreado Lupresencia de putrescina,
espertiding v otra poliiming no identificada en el tRNA de £ coli.

Por otra parte, fas contiguraciones tnactivas de tRNa pueden serconver-
tidas, i virro, en formas activas, por Lvadicton de paliminas, Las cuales,
probablemente refuerzan lis regrones de dobtle hélice,

Se ha demostrado la presencia de dos moléeulas de espermiding en el
tRNAL Fo que puede refacionarse con T funcronalidad de Jas diterentes
moléculias de tRNA,

Muchos efectos que se han mencionado sobre ¢l tIRNA dan una posible
explicacion para la regulacion Jde fasintests de proteinas por medio de Jas
poliaminas, aungue se han propuesto otras hipotess. Entre éstas hay una
que sostrene que fas poliminis regulan L transenipeion det DNAC v asi,
controlan L formacion de RNA mensajero.

Otra hipotesis alirma gue Jas polianunas interactiian mas bien con los
ribosomas bacterianoy, causando la asociacton de las dos subunidades
ribosomales v facilitando la union de las moléculas de mRNA o TRNA,

De acuerdo con algunos autores, las poliaminas pueden neutrahizar
cuando menos un tercio de los grupos acidicos det RNA ribosomal en
bacternas.

Las poliaminas promueven fa agregacidn de las subunidades nbosoma-
les en £ coli Pseudomonas y Salmoneltla typhimurium, ¢l grado de agrega-
cion esta en funcidn de la concentracton de poliminas, Se ha observado
que el tratamiento de los ribosomas 708 de £ocoli con peroxido de
hidrogeno provocst la disociacion de estas particutas en subuntdades 30 S
308, s faque espermidina v L espermina, asi como citiones divalentes,
cvitan esta disoctacion.

Lo estabtlizacion de los vibosomas por las pohaminas puede deberse al
enluce directo conlos restduos de fosfato del RNA o alternativamente. al
enlace de los ribosomas hibres con las membranas celulares. Se sabe que la
esperniing estt involuerada en Ta umon de los ribosomas hibres con la
membrana del reticulo endoplismica (0.3 & 0.5 mM, concentraciones
similares a las fisioldgicas) v guie los ribosomas unidos son mas resistentes
a las ribonucleasas que los ribosomats libres.

Se ha demostrado en otra serie de efectos que tas poliaminas timbicn se
unen a las paredes celubires v membranas de las bacterias; este fendomeno
puede relacionarse con la estabitizacion de los esteroplastos bactertanos v
su proteccion contra el chogue osmotico,
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Algunos estudion sugicren que by espermina pucde servie como agente
estabthizantes estos estudios, hechos en bacteriins como Nessseriq perflaia,
Pastcrrella tularensiv y Staphilococcus aarens. demuestean que lnesperini-
na, a bajas concentractones, permite ¢l mantenimicnto de fa viabilidad de
o estas eclufas en condiciones adversas (suspendidas o lavadas en agua).
Por otra parte, se ha demostrado que la espermina no intertiere con la
actvidad de fa isozima usada en la preparacion de protoplastos, pero evita
el rompimiento de los constituyentes intracelulares, ademis de que, en
presencia de esta poliamina, ke mavor parte de las proteinas v de los detdos
nucletcos son retenidos dentro del protoplasto,
Enotras bacterias, las marinas, por ejemplo, se requieren concentracio-
6 nes relativamente altas de wnes de sodio para se crecimiento dptimo;
ocurre una lisis ripida cuando se suspenden en agua destilada; tales
bactertas pueden preservarse por medio de la espermina, que las protege
del chogue osmotico v de Ia degradacidon enzimitica de la envoltura
celular,
En estos efectos, la polianuna mds activa es la espermina v la estabiliza-
cton de fas bacterias o de los protoplastos implica la union de esta poliami-
o na a las membranas citoplismicas bacterianas,

IHongos

En ¢l campo de la micologia, los estudios con poliaminas no son tan
detallados como en el caso de las bacterias, pero la importancia de las
. poliaminas en su fisiologia ha sido bien demostrada.

Se sabe que en los hongos como Aspergillus nidulans, hay cantidades
apreciables de espermina, a diferencia de las bacterias, enlas que predomi-
nan la putrescina y la espermidina. Ambas poliaminas son requerimicntos
absolutos para el crecimiento de mutantes de Aspergillus nidulans v
Newrospora crassa.

El metabolisme de las poliaminas en los hongos es similar al de las

i bacterias,

Levaduras

En las levaduras, las poliaminas ticnen funciones simitares a las que
realizan en las bacterias.

vt Se sabe que la adicion de espermina a un cultivo de levadurasestimula
crecimiento,

Se haestudiado el papel de las poliantinasen la germinacion y crecimien-
to enascosporas de Saccharomyces cerevisiae. usando e-metitornitina para
bloquear Ia sintesis de poliaminas; se encontrd que las esporas en germina-
cion son capaces de progresar a través del primer ciclo celular, pero el
crecimiento subsecuente se retardd, aungue no se detuvo completamente.

et Los datos sugieren que la sintesis de poliaminas puede ser esencial para la
meiosis v la esporulacion,

En cuanto a la accion de las poliaminas a nivel de los dcidos nucleicos de
las levaduras, existen experimentos que denuestran que estos compuestos
son capaces de proteger al RNA de levaduras, contra la despaturalizacion
térmica y la degradacion enzimdtica; también regulan la sintesis de
proteinas.

e
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Plantas

Fhinterds por estadiac el metabolismo de fas poliaminias enlos vegetales es
el resultado de varkes mvestipiciones que mdican que estas nroléeulas
pucden ser consideradas como factores de crecimiento para las células
vegetades, va que participan en ¢l proceso de germinacion de Las semillas;
estian asoctadas con una proliferacion celubar rapida durante ¢l crecimien-
as plantas s se reqaieren para sintetizar nuevas paredes durante el

to de
proceso de regencracion vegetal.

Se han encontiado grandes cantidades e putrescina en eultivos de
Libacoy entendos vegetates con division celulur ipida, tales como los meriste-
mos de tomate v papa v oen el desarrollo de raices de Phaseolus (frijol) v
semitlas de arroz, tambidn en el endosperma de coco.

Las plantas superiores son particularmente atiles como fuente para
culuvos de céhulas v tepdos i vitro, v representan un buen modelo para
estudiar Ta relacton exastente entre las poliaminas v el crecimiento de
tejidos sinos s tumorales, en diferentes estados de desarrollo. Para obtener
mformacton de tos postbles papeles de Lis poliaminas en el crecimiento de
plantas v en sus procesos de desarroto, se ha estudiado la distribucidn de
las pohiaminas v fos miveles de Ta actividad de arginina descarboxilasa
(ADC)y ODC atraves de los axones de dus drganos de crecimiento activo
en semillas de maiz: a) coleoptilos, en los cuales no hay division v cambios
en os patrones ven donde el crecimiento es debido alalargamiento celular,
b) radces en tis que Ta diviston celular esti docalizada en ehmenstemo apeat
v las secuencias ordenadas de atargamiento v diferenciacidn celular puc-
den ser previstas: tambicn tue demostrado el erecimiento en plantulas de
Helianthos taberovis Gilcachotacde Jerusalemy culuivando el tabulo i vitro
Los bajos niveles de poltamimas enddgenas, sicido mdolacético (IAA),
cttoctas v ogiberelina v dos altos niveles de intubidores como ¢l dado
abscistco, cuando el tubo estd Etente, no permiten la proliferacion celular,
pero cuando se suminstra de 10-100 g A de Tos acuvadores, las células
tubtilares son capaces de dividirse verecer, Helianihus tuberosus tiene otras
ventajas, como la de propagarse por reproduceion vegetativa; estd provis-
to de teprdo homaogéneo (la misma poblacion celular) durante varnos aios
voen estado ltente, la cé¢lula del parénguima representa la mayor parte del
tubdreulo en la fase G del ciclo celular,

B4 requermmiento de poliaminas para el crecimiento de Helianthus tubero-
sus es debido a una deficiencia temporal de éstas durante el estado latente,
En plantas de chicharo etiolado, los cotitedones actian como fuente de fos
matertales que se requieren para el crecimiento ripido de raices y brotes. Se
ha demostrado que el crectmiento activo de tepdos habituados y tumorales
en tabulos de polen, brotes de papa, truto del tomate, asi como en
embriones v en diferentes arganos esta relacionado con el contenido de
poliaminas v su metabolismo,

En suma, las poluniinas presentan una respuesta al estimulo del medio
ambiente v de fitorreguladores. Las poliamimas parecen ser los factores
mas importantes mvolucrados en el erectnmiento v su regulacion, v existen
postbilidades de que puedan tener alguna conexion con el crecimiento
anormal de células tumorales.

Uno de los mejores métodos para estudiar el significado hisiologico de
las poliaminas en los procesos de crectmiento celular y los mecanismos en
los que pueden estar mvolucrados es el uso de: a) plintulas cultivadas cn
condiciones esténles, b) inlnbidores que interfieran con las vias de sintesis.
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Algunas prucbhas do ke participacion de Las policonnas enel erecimicnto
sons 1) cortes de Jos tabutos Taventes de Helicnt s tuberosis que pueden
hacerse crecer por b aplicacion exagena de auxina o pohiaminas, aungue
en condiciones Nisiologicas es mayor Ta sintests de poliamimas que de
auxia, b)Y fas cdlulas amorales son ricas en poliaminas, pudiendo conte-
ner hasta 100 veces nits det contenido normal de poliaminas; ¢) la germina-
cion de tubérculos de papa vy senublas esti acompanada por un repentino
mcrenmento de poliamimas: d) la polimizacion inducida, el alargamiento de
ovarios de tomate dentro del fruto, dependen de ka biosintesis de pohami-
nas: ¢) estabilizacion de membranas por poliaminas.

Cuando se rebaja el tejido parenguimatoso, se climina el estado latente,
pero stose caltiva i vitro, sinhitorrepuladores exdgenos, no se divide; por
el contrario, cuando entra en contacto con el fitorregulador apropiado, en
gran numero de células'cambia sus funciones de eclulas parenguimatosas a
cClulis merstemadticas, gue son mdoctdas o dividiese sinerdmcanentue il
menos por 2-3 aiclos celulires,

Fl crechimiento del tejido en plantas resulta de una interaceion entre
fitorreguladores, tales como auxinas, giberelings y citocininas v de las
modulaciones del fitocromo a través de L tuz, que dirigen el marcado
incremento en la concentracidn de polinminas, Esta respuesta a una varie-
dad de estimulos se debe a que las pohiaminas no son realmente transporta-
das en eltejido de la planta, porlo que se ha propuesto que la funcion de las
poliaminas puede ser L de mensajere intracelular,

Muchos de os efectos morfogenéticos inducidos porespermina v esper-
midina, tales como la division en el pnimer ciclo celular, v la diferenciacion
de las yemas vasculares, son muy similares a fos inducidas por otros
fitorreguladores. Los efectos deiacido giberéhico (GAL) v de las poliaminas
son similares, mcrementindose la putrescina v espernuding hasta S veces
después del tratamiento con GA,. Las polianunas inducen efectos morfo-
gendticos v fisioldgicos similares a las auxinas, como la formacion de
raices; excluyvendo la extension celular, una parte de los efectos del derdo
mdolacético depende de una acuvacion con ausings; fa diterenciacion
histelogica inducida por poliaminas es siular a lainducida por TAA, el
fitorregulador mas unportante en los procesos de alargamiento o division
celular. La sintests v acumulacién de pohaminas inducida por TAA sc
incrementa hasta 10-20 veces cuando el tdbulo comienza a crecer.

Cuando las pohaminas son adnunistradas en ol medio, estimulan {a
division celular por si mismas, pero no pueden inducir ef alergamiento
celular.

La luz roja induce el crecimiento de retofios o yemas en el chicharo,
pero, con aplicacion de GAyesta luz inhibe la accion de las giberelinas, La
inhibicion de la actividad de ADC por luz roja puede ser revertida por
GA,. pero el GA, no tiene efecto en la actividad de ADC en la abscuridad.

Las poliaminas tienen un efecto estabilizante en las membranas; esto se
ha demostrado en las raices de betabel, posiblemente como resultado de su
union con los componentes fosfolipidicos de las membranas, ademads de
que las poliaminas modifican la fluidez por la estabilizacion de la membra-
na. Los iones calcio siguen patrones similares a las poliaminas a través do
altas concentraciones, pudiendo actuar la esperminit como un sustituto del
calcio a concentraciones clevadas,

Se han correlacionado elevados niveles de poliaminas y actividad de
ADC con la presentacion de la embriogénesis en cultivos, La embriogéne-
sis es inducida por auxinas, siendo la zanahoria una de las especies mas
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estiudiadis, T os wvones embrionanos producen Factores de creciniento,
fos cusnes controbin durecionente L tormacton de toseotdedones oendoy-
permo. Dos nveles de soteesemae s espermidina se elevieron en s cébulins
ctbitonaris, pero L espermiding presentd niveles bajos, por lo que los
cambios sugteren que Tas poliamings pueden estar involucradas en la
diterenciacion celular durante v embriogénesis. oo las eélukas embriona -
rias de sanahori, Lo arginina es ol principal precursor de fa sintesis de
puliaminas.

L.os brotes de papa, el tepde embriogémeo de zanahoria, la formacion
de T vaiz det garbanzo vy el desarrollo ded truto del omate, estdn acompa-
fados por un alto contentdo de poliaminas o por un alto porcentaje de
biosintesis de putrescina, obsernvandose unimcremento similar de ADC y
ODC. La actividad de ODC se asocia can un crecimienta proliferativo
rapido en plantas y la ADC afectasolo a la diferenciacion embrionaria v ¢s
La responsable del incremento en putrescinie en hojas de avena sujetas a
chogie osmdnco. L actividid de ODOC ey baga en tepdos Lutentes, pero
espectacularmente alt en sistemas de proliferacion eelular ripida, como el
crecintiento tumeoeraly durante keexposician al colory chogue, L presencia
de concentraciones altis en ammodactdos, T administracion de hormonas
de crecimiento v la adreron de medio tresco.

Elincremento de ADC se ha observado también entejidos de zanahoria
despuds de transterirlo 4 un medio entbriogénico: en células de tabaco.
crecidis i vioro, v oen el desarrollo de ovarnos de tonate, se meremento la
actnvdad de ODC durante Lo profiferacion celidar fos mismos hechos se
observiiron en Helianthies tubercaes Unomcremento en la actividad de
ADC se presenta antes de la esumulacton del ereamiento longitudinal,
implicando posiblemente un crecto-cawsa relacionado con fa mduceion de
CrA L en Lo brosintesis do polianinas v en el crectmicnto, Las polininas
tenen wie amphia funcion en el desarrollo embrionano de la planta,
mostrando La zanaher silvestre mas or activedind de QDO que de ADC,

Una elevactdn de ADC (38 veces) v putrescina (15 veces), se presenti cn
uni fiase muy temprana de crectimiento embrionario: altos niveles de ADC
favorecen la ruta ARG~ v AGM == PUTRESCIN A en el ere-
cimiento v desarrollo, Enlaraiz la acividad de ADC esaproximadamente
l[a nusma, siendo de 3-4 veces mas baga en fa punta. B coleoptilos L
actividad de Ja ADC es mas baja que Li'de ODC. Vs s activa en i base
que en el dpice.

L blogueo de Las actvidades de ODO Y ADC por mlubidores previene
L estimudacion del crecimiento. Por eemplo, Ta mettghovdbisguamithidra-
cona (MGBO) redace el crecimiento de las plintulas, v la inhibicion es
posible por una acumulacion o una disminucaion en fos mveles de arginma
endogena durante el proceso de crecimiento,

Cultivos de céhubas de canahori, tratados con difluorometilarginina
(DEMAYL T mM exleben cerea del 3095 de reducaidn en La formacion del
cbridn, La adicidon de putrescing, espermiding v espermina en el medio
Jeociduvoe restaura Lo embiogénessss ademas fa mterconversion de las
poliiminas hacia By putrescna se suma a estos resultados. Estos hallizgos
Jdemuestran claramente I necesidad de Tas poliaminas para el crecimiento,

Los tejidos de plantas en estado activo contienen en general suficiente
ciantidad de poliamimas para los requerimientos metabolicos: son ahinace-
nadis. como se obsery o en Helianiines tidbevosus, por clo la suplementacion
exogena de polinminas puede tener electos inhibitorios: por el contrario, la
suplementacion en tejidos que contienen una cantidad baja de poliaminas
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durante ob estirdo Lutente entubercndos . puede ser chicas, vaque van i
cvtimuhar ob crecmmiientos Fasuplementacion exagenaen Hedianidfin tihoro
sus, reemiplaza L sintests natural de poliomings que ocurre cnando ¢l
tubércuto es tomado del estado Jatente, cambiando Las eélulas parengui-
matosis e cclulin meristematicas ¢ imciando T division, Tas poliaminas
enapenits son capices de estunular ke divsion celular en cultivos i vitro,
stendo apheados ustialinente o concentractones de 100-1000 veces,

Las poliminas o son transportadas movivo, pero sus aminoiicidos
precursores son transportados por fa plantaa los puntos de crecimiento
activo, en donde son convertidos a pohiaminas, aunque oy posible que el
transporte de poliaminas se realice dentro de ha fraccion ded axan,

En las radces solo se puede detectar esperniina ibre en los extremos
apicitles que tenen actividad meristamatica, pero no en fas regiones basa-
fes. La acumulacion del contenido de espermina que se puede Hegar a
presentar se explica por el hecho de quee L putrescina mhibe T sintesis de
experming, por competencia con kit espermidinn, Cuando el contemdo de
putrescing decrece, por falta de ormiting o poliaminas, la espermidng
compite nis favorablemente porelsitioactvo, produciendo un mcremens-
to de esperntina.,

o Tos tres casos nxis estudiados, zanahorin tabaco s Scorzoncra hispani-
ca (escorzonera), un cambia en la morfologia tue acompanado de cambios
en los miveles de poliaminas y, principalmente, en putrescina. Las altera-
ciones en los niveles no son necesariamente acompaiiados por cambios
simifares en otras poliaminas; por ciemplo, la putrescina puede incremens-
tarse, mientras que a espermina decrece. Durante el inicio de la fase de
expanston celular, la rekicion patrescina/Zespermiding disminuye en los
axones embrionarios v en los cotiledones en T semilla de sova en desarro-
Hoi en los cotifedones parece que se debe a un aumento en fos niveles de
espermiding, a expensas de putrescina preexistente, mientras que en jos
axones ¢s debido aparentemente a una conversion activa de putrescina
recién sintetizada: esto sugiere que la refacion de putrescinaZespecmmdina
estd mnversiamente refacionada con la actvidad de La brostatesis de macro-
moléculas; en otras palabras, la sintesis de espermiding puede ser impor-
tante en los procesos de desarrolio,

En los axones embrionarios de semillas cosechadas, estdn presentes
cantidades considerables de espermina v espermidina, excepto en semillas
de algodon, que presentan un nivel relativamente bajo de espermini. La
putrescing esta presente ¢ niveles altos en los axones de cebada, maiz,
chicharo; fa relaction mobar de espermina v espermding es 0.1:0.45,

Una gran cantidad de putrescina v espermiding, pero no de espermina,
se detectd siempre en todos los tumoves exanimados en plantas, v parece
independiente de los agentes etiologicos relacionados con los diferentes
grados de crecimitento de los tepidos, Tos miveles de putresaina v espernmdi-
na fueron superiores en el tepido tumoral tel “erow gall™, es el tipo de
wmor, de escorzonera, que ha sido mas estudiado) con respecto al tepdo
habituado. En general dichos niveles fueron 100 veces supertores en el
tejido tumoral, mientras que la espermina mostrd la mitad del nivel en el
tumor, comparado con ¢! normal,

Las altas concentraciones de poliaminas ticnen un electo de deterioro,
porgue inducen cromosomas anormales; la replicacion del DNA es mis
sensible a la deficiencia de poliaminas gque otros sucesos del ciclo celular,
por lo gque la Talta de poliaminas puede aumentar fas aberraciones cromo-
somicas en las células acumuladus en la fase G,
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CUADRO 19.4
ALGUNAS CONDICIONES EN
LAS QUE SE INCREMENTA LA

SINTESIS DE POLIAMINAS

Embarazo

Feto y recién nacido
Acromegalia
Neoplasias
Psoriasis
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o diferenciacian embreionacio on cételas Crrreerigennas i vitro, inducida
por DUENOL supiere que Ly poliaannis pueden tener funciones muy
amplrs endiferentes tipoy de céludas: parece, por o tanto, guoe Las polianii-
s v osus enzinds biosintéticas son esenciales para fa diferenciacion e
NUMerosas especies v tpos celudares,

Los diversos mutantes deb tabiaco con elevados niveles de poliaminas,
presentan el menstemo oral anormal: esto sugiere que el desarrollo floral
> muy sensible a las perturbaciones metabdlicas, y tal vez los gradientes de
polizminas estin involucrados en la determinacion del desarrollo de los
meristemos tlorales, Bl crecimicnto activo v la division celular de tumores
de Scerzonera hixpanica s sesamu (escorzonera s sésamo), tejidos habitua-
dos & Niconana ¢lanca (tabiaco), se correlacionan con niveles altos de
putrescina v espermudina,

La diferencia entre Tos tamores vegetales v los animales es la falta de
metistasis en los primeros s, a pesar de esta diferencra, existe una substan-
cial identidad en el mecanismo basico de 1a neoplasia,

Proteccian contra ol envefecimiento v el dano tisular

Investigaciones recientes indican que Ias poliantinas pueden desempeiar
un papel regulador mmportante en una gran vanedad de células v tejidos
vegetales, que son sometidos @ condiciones adversas tales como envejeci-
micnto, cator, salimidad, heridas, ete. La aplicacion exdgena de poliani-
nas. asi como de lisina v argintna, retarda el envejecumiento progresivo de
protoplastos de hojas de avena (4vena sarira). estabihizandolos, favorecien-
do una alta incorporacion de uridina v leucing en Lis macromoléeulas, v
aumentando la acuvidad mitosica. Estos hallazgos se han reproducido en
diversias especies ¥ se ha demostrado que las poliaminas detienen [a
degradacion de la clorofila ¢ inhiben las actividades de ribonucleasa-
proteasa. También se ha comprobado que las poltaninas ejercen un efecto
protector sobre la germmacidn de fas senullas a altas wemperanras. Otras
observaciones indican que las poliomunias puedenestabilizara kis membra-
nas durante el envejecimiento,

Lstos hallazpos sugiceren que las polianunas pueden desempeiar un
papel importante en el control del crecimiento v envejecimicnto de las
plantas en general. ¥ parucularmente de aqguellas plantas que crecen en
condictones medioimbientales adversas.

Mamiferos

I los mamiteros, incltuvendo al hombre, Ja espermidina v la espermina
estan presentes en la mavor parte de los ejidos, en una concentracion
aproximada de | mM, mientras que la putrescina estd generalmente pre-
sente en concentraciones bajas, excepto en tejidos que estian estintulados il
crecimiento o que tienen un compartimicnto celuliar proliferativo, comoes
el caso de ke médula, En el cuadro 19,4, se presentan algunos ejemplos de
sistemas en los que hay incremento notables en la concentracion de polia-
minas.

Ll metabolismo de poliaminas ha sido estudiado en animales y en
humanos, durante la gestacion v en diferentes condiciones de salud v
enfermedad.

Campbell ha hecho una descripcion amplia de la participacion de las
poliaminas, en relacion con sucesos normales, trastornos del crecimiento,

I'd
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enfermedades voncetcas sy otias alteraciones relacionadas con Lo fisiolovig
renal.

Los patrones de acumulacidn de L polimmas, espermadina v esperni-
na v de suprecursor putreseiia, se han determmado durante eherecimiento
v diterenciiaon de cclulas normales v neopliasweas, en cultivo s en tepidos
de antmades, Unacreliaction espernudimna-espermimamenor de L es tipica de
tefidos con actividad biosmtenien baja o de teprdos diferenciandos con una
veloadad constante en la sintesis de RNA Y de proteinas.

Uina refaction nnnvor de 2.0, es tiprea de un tepdo que presenta hipertrotta
o hiperplasia, [a concentracion de espermina oy man or en tepidos diferen-
ciados, disminuyve durante los procesos de diferenciaadn, como en
regeneracian del higado, v es constante con la edad.

Los niveles intracetulares de poliamimas, particoliarmente espernina
putrescon, aumentian espectacitharmente con el crecimiento. tmto en
celulas normales como neoplisicas.

4 hiecho de que las polinninas se puedandetectar extracelularmente, ha
conducido a L realizacton de varios trahajos tendientes a coantiticarlas en

Huidos hioldgicos de diversas entidades clincas.

Importancia clinica y perspectivas

Desde 19710 se senalo fa posible relacian de los niveles de poliaminas en
orina con tumores humanos, A partir de entonces, se han realtzado varios
trabajos acerea de los niveles elevados de pohaminas en diferentes entida-
des clinicas, vy particularmente en pacientes con cancer. Se ha demostrado
también la disminucion de dichos niveles después de tratamientos exitosos
de algunoes tipos de ¢iancer, con inhibidores especiticos de la biosintesis de
poliiminas,

Un ejemplo es ¢ cancer de prostata, que estd constderado como una
causa de alta mcidencia de monahdad. Los aiveles de poliaminas en el
cuerpo humano estiin normalmente elevados en esta glindula lo que
condujo a estudiar su participacion en los procesos norimales y patologicos
de la prostata.

Con base en las observaciones antertores y en el hecho de que también se
encuentran altas las concentraciones de poliaminasen la orina de pacientes
con otras enfermedades, se ha estudiado la relacion entie el carcinoma de
prostata y la excrecion de poliammas, encontrindose niveles mis elevados
en pacientes con cancer de grado [ o mavor.

Estos hallazgos condujeron a estudiar la biosintesis de poliaminas en
pacientes cott prostatitis.

Dunzendorter y Russell estudiaron la inhibicionde la ODC en pacientes
con prostatitis nosupurativa cronica, basados errel conoctmicento de que la
DIMO atecta el awmento de peso de la prostata ventral de ba rata v de las
vesiculas semnales durante el crecimiento de Tos animales,

Lstos resultados mostraron una respuesta clinea parcial con desapiri-
cion de la hematospermima, despuds de b admimistracon oral de 18 g de
DEMOAdia o8 D0 S kg peso) durante un mes. Algunos parinictros bio-
quintcos, tales comao pama glutanuitransierasa. hornona tutemizante,
testosterona en semen. asi como vitalidad v movihidad espermatica. mos-
triaron conbios importantes en pacientes tratados con DEMO induciendo
un clecto sipntlicatvo sobre L actividad de o prostata.
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Durante el periodo de trietiamiento con fa DEMO se observd una dismi-
nucion en ¢l wmano de e prostatas Solumente en 2 de 20 pacientes, se
detectd una reduccion del hematocerito v de la hemoglobing, que tue
revertida despuds de dos meses de suspension de la terapia,

[as observaciones anteriores sugieren también que la determinacion de
los miveles de poliaminas en la oring piede ser una prucha il para Ia
deteecion de la malignizacidn de fy prostata, en una etapa potencialmente
curable.

También se hi demaostrado que se encuentran elevados los niveles de
poliaminas en suero, orina v liguido cefulorraquideo en pacientes con
neoplasias diversas, incluyendo algunos tipos de leucemias, en psoriasis,
en fibrosis quistica v en otras enfermedades,
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. INTRODUCTION

Mammalian cells contain significant awounts of the polyamines putiescine, spermidine,
and spermine, which play different roles in various tissues. Although the physiological
function of these annnes s still not well understood at ihie molecunbar Teve!, recent stadies
have shown that their concentrations due tightly regudated snd that pormsal celludar prowh,
multiplication, and differentintion require polvamines.’ In several systems the requirenem
of these aliphatic annnes for growth and ditterentiagon has been established and data sup-
porting their role i DNAL RNAL imd protem brossyathesis and o egulation are extensine
During embryogenesis and i other sapidly growing systems celt proliferation is closely
related w polyamine biosynthesis and accumulation.”

Most of the polyamine btosynthetic cnzymes are localized i the cytosol. However, soume
controversy has arisen over the subcellular distribution of ornithine decarboxyhise (ODC)
which catalyzes the initial step in polyamine biosynthesis. Studies in which enzyme activity
was assayed in extracts of different subcellular fractions sugpested that ODC is present
almost exclusively in the eytosohie compartinent of the cells. " Recent biochemical studies
indicated that ODC is present i the nucleolus and plays an important 1ole inits actisiy .’
Lmanuelsson and Heby, using complex fonmation with Labeled 1o diflustomethivlonm
thine (DFMO), an enzyme-activated irreversible inhibitor of ODC X demonstated that ODC
is present not only m the eytoplasm, but also in the nucleoplism of wmetabolically active
polychacte cells. Morcover, it has been supgested thaot ODC plays a mulutunctional gole
i both polyamine syvuthesis and ribosomal gene expression.”™” Polyamines inciease the
efficiency of several biosynthetic reactions during the cell eyele. " The biesynthetic path-
way for polyamines has been extensively studicd and a great nunber of functions hase been
attributed to these substances. "™ To addition, numerous hormones increase the tne ol
polyamine biosynthesis in specific target tissues, suggesting that polyamines may in patt
function as mediators of hormone action.

- In mammals ODC catalyzes the formation of putrescine front opnahine. Thas reaction is
described elsewhere ™ "™ Another decamhoxylase, S-adenosyvl tomethionine decarboxs lase
(SAMD), and spermine and spernndine synthases e also needed for palvienine biosyothesis.
Amine oxidases are implicated in polyamine catabolisin. =13

Ornithine is available for these reactions and can be Tormed within the cell by the action
of arginase.!” 1Cis possible that arginase, which plays an important role in the wea eycle,
is presenl in extrahepatic tissues to supply the ornithine required for polyamine synthesis.
For this reason it is believed that arginase may be one of the enzymes which regulate the
initial phase of polyamine biosynthesis, in addition 1o its well- known function i the urea
cycle,

In recent years direct evidence has been obtained thit QODC tndior polyamine generatedd
through its action) play an essentiol role in the carly phases of eproductive processes. In
mice, rat, and rabbits, oral admimisuation of DEMO) results o the inlobition of ODC activity
and in o subsequent block iw cmbrvome deselapment.” Sialane resnhis are abserved dinng
the i.p. or intrauterine adiministration of DEMO to rats, ™"

The role of polyamines in human reproductive sysiems has been reviewed by Williuos-
Ashman®™?* and Shet and Moodbidei

In this review the role of polyaiines in human reproductive phiysiology will be discussed.,

1. POLYANMINE METABOLISM IN THE WOMAN

I women, the polyanine metibobism has been stwdied during noral nienstiual evele,
i miternal blood, srine, placenti sd mone dimd a5 nomal pregnaney progresses. as
well as in women with spontianeons abogtion and preechunpsia.
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Table |
ODC ACTIVITY AND POLYAMINE LEVELS IN TISSUES OF NORMAL.
HUMAN ENDOMETRIUM AND MYOMETRIUM

O activity
(pivamoles of
pulrescine per

. Palyamines (picomales per millipram of DNA)
milligeam of

Tissue sinnple prtein) Putrescine g[ivrmhl'il.w- ‘ S|u-.|jn'|hw
Norad codomctinm (n = 27y 121 &+ IHod 02 171 984S » 312 F250 = 36,10
Notnat wooometnm tn = 12) Numdetectable 108 « 15 625 0 191 32 2 3049

Noe o Valwes are mean ¢ SD and o - nmmber of samples.

From Bomane. M, Ceeco, Lo, Santacrose, MoA - Cerrin, Mo, Risgquiellt, R, Pagnano, A M, and Palading,
AL Vhanooy  Polvamines e Bomedicad Scrences, Caldarera, C0Moand Bachrach, V1, Fds., CEUER.
HI‘!I':.'H.I_ |I.||_\. ]"”‘N. 143

A, Menstrual Cycle

ODC achivity and polyamine fevels have been determined in normal human endometrium,
ODC activy iy high in the normal endometrinm, and s fow in the myomeirium (Tabte 1),
The acivaty of ODC inhie endomerrium has been associated with high hiological activity
due 1o s continuous orphological and functional maodifications. In contrast, the myo-
metrium, hiving w different hiological activity, showed no detectable ODC activity and
lower valoes of palyamine concentratan, The cancentrations ol polyawmines are ligher in
the cinbomctinnn than e myometvar, I both, spennine cancentrations are higher than
those of spertindine and spermadine is higher than putrescine,

Osterhorg et al 7 studied the fluctations in urinary putrescine, spermidine, and spermine
during the mensirual eycle of heahhy women and [aund thiat the excretion of all three
polyanines Cotal polyamines™) was higher during menstruation.** In some cases orinary
polyamines were elevated during the carly folticular phase.® {n addition to the increased
polyamine excretion observed during menstration all the women studied by these authors
exliibuted one or several mideycle peaks in polyamine excretion during the expected time
of ovulation. During the Tateal and follicular phases, polyamines accumulated in the urine
of some wamen. However, the elevated levels of urinary polyamines in these phases was
not conssiently present in all women and does not appear to reflect events related 1o the
menstomal cycle. Rather, these peaks may be a function of diet. Preliminary observitions
suggeted teat the campustion ol the food may modify the exeretion of unmary pelyamines. **
I e termptmng 1o specudute that the increase in urinary potyamines doring mensimation may
be reluted 1o the necrosts of endometrial cells. Indeed, polyimines were shown to accumulate
in the exttacetluar Muid as o resul of cell death.

B. Polsamine Levels in Phacenta

Palyamune concentrations increase inthe plasma and urine of pregnant women as a function
of the provbationad apee " Thie placenta plays a central rale v leral growth and development,
theretone, this ussue could be a pimary target for the increased polyamine iosynthesis
observed during pregnancy. Porta et al ™ studied the polyamine content of human placenta
at diftferent stages of fetal development. Figure | shows that the highest concentrations of
putrescine inthe placenta were found soon after its formation. During placental development
putrescine levels declined and were negligible prior 10 term. Spermidine concentrations
dechned during gestation and remained firly constant at low levels from the 25th week of
pregnancy. On the other hand, spermine levels increased cantinnously almost uniil term,
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FIGURE 1. Polyamine patiern in human placenta during pregnancy . (From Porta, R, Servillo, L., Abbruzzese,
A., and Della Pietra, G., Biochem. Med., 19, 143, 1978.)

The increased synthesis of polyamines and their accumulation in human placenta may be
related 1o the extensive protein synthesis required for growth and the production of protein
hormones. These may be associated with carly events in the developmient of the placenta
and to its function in the later part of the pregnancy.”

Recent studies using physiological concentrations of polyamines indicated that these amines
stimulate the phosphorylation of specific proteins in human placenta extracts.?” The potency
order of the three polyamines, spermine > spermidine > putrescine coincided with their
levels in the placental tissues during gestation.? The spermine-induced phosphoproteins in
human placenta are distinct from both cAMP and Ca-dependent phosphorylations. Spermine
inhibits cAMP and Ca-dependent phosphorylation in the placenta. Polyamines may therefore
act both dircctly by mediating phosphorylation by a polyamine-dependent reaction, or in-
directly by inhibiting phosphorylation induced by other known inducers. These observations
raise the possibility that polyamines or their metabolites are primary effectors for a specific
cascade of events associated with pregnancy.?

C. Amine Oxidases and Pregnancy

Enzymes involved in the oxidation of amines have long been associated with pregnancy.
Thus diamine, spermidine, and polyamine oxidase activities showed a progressive increase
in gestational age to 21 weeks, or beyond, declining to very low levels in the 3 to 4 days
postpartum.®*** The placenta is usually regarded as the source of these enzymes, although
some papers suggest that may be of decidual origin.* Several attempts have been made to
purify and characterize the placental amine oxidases and determine their substrate specif-
ity. 333 It was observed that both a mono- and diamine oxidase from placental homogenates
oxidized several amines, although the affinity of enzyme for substrate varicd considerably.
Thus, it is believed that there is a wide group of catalytic protcins capable of oxidizing
amines, and another which uses polyamines or their acetylated derivatives as substrates,
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Morgan®’ has proposed that this apparent lack of specificity may be a consequence of the
Fack of data on the conditions in which these enzymes function in vivo, leading to confusion
wpon the definition and classification of amine oxidases in the literature. Amine oxidases
hive been classified according to their prosthetic groups in two classes: monoamine oxidases
o thevin adenine dinucleotide-amine oxidases (FAD-AQ) and the copper-amine oxidases
(Cu-AOY or diannne oxiduses. ™ The term polyamme oxidases was employed to describe
amne ovidases able to cotaly ze oxidative deamination of spermidine and spermine regardless
of enzymes acting on mana- or digmines as substrates. '

In human pregnaney, diotine oxidase which oxidizes both histamine and putrescine
circulates inomaternal serum. s tevels rise during the progress of pregnancy. This enzyme
onginally was named histiminase as it used histamine as substrate. Later it was named
diumine oaidase due to ts activity on pathiescine. ™

v other investigations, Galil and Pitot*' demaonstrated that the enzyme oblained and
partially purified from human pregnancy serum has affinity for putrescine and spermidine,
and 1t acted on o wide range of substrates of which N'-acetylspermidine was the best. This
sappests that NUacetylspenmidine constitutes an important metabolite in human pregnancy
becanse this molecule may be recycled to maintain the polyamine pool. Moreover, amine
onvichase could participate in the conversion ol products that might be toxic for the organism,
as 1t has been proposed for the polyamine oxidose from rat Hver, which also uses N'-
acctylspermidine us substrate.

Gialil et also reported the presence of spermidine oxidase in serum of pregnant women,
They used labeled spermidine as substrate and separated the reaction products by ion-
exchange chromatography. They determined some Kinetic constants which were similar to
thase of dismine oxidase.

The activity of human serum spermidine oxidase can be detected during pregnancy as
citrly as 8 weeks after the last menstrual cyele and increase with gestational age parallel to
the increase in the aniine oxtdase activity, reaching a platesn at 20 weeks of gestation. On
the other hand, spermine oxidase activity has been detected in maternal serum at the 10th
week of gestation. This sugpests that it may be the same enzyme, the polyamine oxidase.

Polyamine oxidase activily has alsa been measured in amniotic fluid and in fetal membranes
between 15 and 40 weeks of gestation.*? Enzyme activity increased as pregnancy progressed,
sirilar o that found o maternal semm, althongh the levels were tower (Figure 2). Fetal
metbranes, corion and wnnion, also showed the presence af enzyme activity, with lower
levets compared with those of decidua, but significantly higher than those found in placenta,
Tty suggested that the enzyme found in amniotic fluid might be the consequence of a
diffusion tfrom the decidua through the membranes . *

D. Polyamine Oxidase and Abortion

Polyamine oxidase activity is highest in the intervillous circulation where the first and
closest contict between fetsl and maternal surfoces takes place.**#* This led to the hypothesis
thar polyawmine oxidase has o protective function in the physiology of pregnancy and that
amine onidase at elevated levels protects mother and fews from biogenic amines at high
cancentrations, Another alternative hypothesis arose from the suggestian that the placenin
Bhoerates an innnunosappresive Lactar which “switches aff*' potentially harmful maternal
Ivinphocytes.* Some stadies in vitro have shown that the action of polyamine oxidase on
polyamines yields noncytotoxic compounds which are inhibitors of cell proliferation.

Human pregnancy serum also inhibits lymphocyte proliferation in vitro in the presence
of added spermine, ™ the effect being proportional to the polyamine oxidase content.** Several
observations, such as the suppresive effects of polyamines spermidine and spermine on
companents of the immune system in vitro and the observation that the placenta is rich in
spermine and in polywmine oxidase activity in retroplacental blood, suggest that products

W
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of the interaction of polyamines and polyamine oxidise contsibute to the protection of fetas
pgainst muternal immune rejection because of the possible involvement of immmaologiacad
factors in recurrent and spontancous abottion, '

Hlei and Moggan™ studied a group o patients who aborted spantancously between T and
22 weeks of pregnancy. The resubts of this investigation indicared that serim poly amine
oxidise activity was signtlicantly lower in paticnts with spontancous ahertion thine the contol
group (Figure 3). Although these authors pointed out that the low levels ol tns enzyme
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tound in wamen that had an abortion were not necessarily linked to each other, this suggests
diat certain levels of polymnines-palyamine oxidise interaction may play an important role
i e naintenance ol namial pregnancy by protecting the fetns fromm matemal rejection,
iy participating in the embryonic growth. Other evidence™ also supports the notion that
maliunetion of o localized nmunological barricr may be related o reduced amine oxidase
actnaty ad may tead to spontimeous abortion, v

. Precchmpsia

PrecoLamipsia, also mamed gestasis or toxcia, usually appears o the woman after the
S week of pregniney . Inosome cases i appears in the first 24 e postpartum. ™ Although
the atology of preeclampsia is unknawn, its pathophysiofogy and impact produced in target
crans e well defined " Toxemie paticnts show hypertension concamitant with severe
erstions i vascular structure, proleinuris, and edema. In complicated cases convulsions
sl voma are found. Several pathological manifestations have been associated with this
sidronie, such s low placler comt, alterions in coagslation meclanisms, increased
plo une vineosaty, eleviated levels ol munamogiobulin G, and theamatond tactor. ™ Further-
oare, chimges i nucleic acid and protein levels have been observed in placentae,

In aterine veins of toxemic women trophoblast levels are 20-fold higher compared with
those found in normal pregnant women, This may induce a challenge of the immunologic
tesponse of the mother v, the fetus. B was also demonstrated that migration of macrophages
fuay he inhibited by toxemic microsomit! fractians of placental origin.™

ICines been well established that polyamines may muodify the structure and function of
desclac acnds. Thus, alterations in polyamine melabolism may result in an abnormal synthesis
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Table 2
POLYAMINE OXIDASE IN PREGNANCY
SERUM OF NORMAL AND TOXEMIC WOMEN

Polysmine oxiduse activity
(pleomotes of A'-pyreolinge per mlitiram

Wnen of proteln per hour)
Nooal tn = 20 O] IR
Toxeune (o= 200 a8 & 3.3

Note: NValues are mean < SD amd o = number ol women,

of proteins and ather malecules, such as blood circulting in an immune complex way. In
preeclamptic wamen, the permeability of cellular iembganes is altered, causing a potein
leak out to the urine. This process may be regulated by polyamines

During normal pregnancy, polyamine oxidase increases together with spermine, while the

.
v

concentrations of putrescine and spermidine are reduced. 1t is possible that spermidine binds ™.

to enzymie to produce the camplex polyanine axidase-polyimine which exerts an inlahiory
effect regulating the placental graw th and Kmiting their extension to avoid the myometrivim
invasion. In toxemic women, the myometrial vessels show swelling in the intinute lyer
and hyperplasia in the muscular layer;® by this reason an abnormality in the trophoblast
invasion is suspected.’” These changes in spiral vessels insure the intervillous irrigation-
provoking vasoconstriction that rises the pressure and increases the vascular penneability,
in addition to causing an abnormal interaction between platelet and vessel endothelium,

To gain a better understanding of the cotreltion between polyamine metabolisn i
preeclampsia, the activity of serum palyamine axidise was detetnined i precclampue
patients. These patients, whe were selected by their anterial pressure of 16110 mg Hg or
higher, maintained for a time of 6 hr associated to edema extended to abdomen or generalized,
and proteinuria higher than 3.0 /€. The symptoms were diagnosed only atter the 3510
week of reliable wmenorrhea, and the cases ol taxenia posipartum were excluded . “Fhe
control group consisted of women with normal pregnancy. The vitues for polyamine oxidise
activity obtained in precclamptic patients showed no significant difterences compared with
the control group (Table 2y, {Uis however recommended that the activity of the enzyme
should be measured from the first trunester of preguancy to determine whether the enzyie
undergoes early signilicant changes,

Between weeks 39 and 41 (65%) and wecek 43 (5% ) high incidences ol tuxemia cases
were found, while i women with normal pregnancy it was uniformly distributed slong the
third trimester (Figure 4). This observation suggests that weeks 39 to 41 are the critical
weeks of pregnancy in which toxentia appears.

1. Perspectives on the Inhibition of Uterine Ornithine Decarbovvlase Activity

The essentid roles of palyamines i normal ad neaplastic growth in colture and in animal
tissues led to the development of specific inhibitors of polyamine synthesis." ' Until very
recently the biosynthesis and hence the tissue concentrations of polyamines were not siy
nificantly inhibited by those drugs., However, with the synthesis of DEMOL the situation
changed dramatically. "This compound ineversibly and speciticalty anhibits ODC (1., tice
and rats: PO S g/kg, 1P 3 grkp). 1tis capable of depleting cellular polyamine concentrations
in vivo.*®® DFMO has been used extensively (o explore the biologica roles of polyimines
in a variety of physiological and pathological processes. Tt has been logical, therelore, 1o
explore the physiological significance of the palyimines, using DFMO in systems exhibiting
rapid cell growth und differentiation.
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FIGURL Q. Between weeks 39 and 41 high incidences (65% ) of toxemis
cases were found (A). In women with normal pregnancy it was unilormly
distribuied along the third tnmester ¢(13).

Latly mammulian embryogenesis represents one of the most actively dividing and dif-
ferentiating cell systems, and numerous studies have described a substantial increase in ODC
avivity associisted with this process.” In the mouse uterus, ODC activity begins to increase
shortly after nidation and reaches a peak on day 8 ol gestation. During this time, putrescine
and spesmidine concentrations also increase, but spermine levels are hardly affected. The
peak ol the biochemical changes corresponds to the sudden increase in embryonic growth.
This is associated with early somite formation which in the mouse takes place on days 7 (o
8 The effects of treatment with DFMO during days § to 8 of gestation were unequivocal;
the merease in ODC acnvity and puireseine and spermidine concentrations was abolished
and cmbryonic devetopment Tailed to progress beyond day 7. The arrested embryo was
subsequently resorbed or lost from the uterus. ' These effects of DEMO can be completely
iversed by the simultancons administration of putrescine whose half-life s refatively long, ¢
nnphicating inhibition of putrescine biosynthesis as the mechanism of the counterpestational
‘etleet. DIFMO also inhibits carly embryonic development in rats when administered in pre-
and pustimplantation period” ™" and in rabbits doring postimplaatation period.? Thus, an
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increase in ODC activity leading to a rapid rise in putrescine concentration appears o he
absolutely essential during a critical period after implantation for continued mammahian
embryonal growth.

On this basis, DFMO bas also been proposed as a posteaitally effective antilertility agent
in females," which provides a new research area in contraception.

On the other hand, several stadies bave been catried ont on idubition ol amop prosadh
by DEMO.*" The therapeatic value obtained with experimental aninals can be applied
clinically, since altered polyamine levels may be involved in nilignant tssue transtonma.
tion.”* For example, it has been reported that in endometrial carcinama, polyamine fevels
are higher than 1o vormal endometrium.®?

1. PHYSIOLOGY OF POLYAMINES IN THE MALE REPRODUCTIVE SYSTENM

Rescirch on physiological roles of palyamines related with the male repraductive tract
has been discussed in numerous papers. Most of the inforntion obtained comes from
luboratory experinients with animals, In the reproductive systems of men the presence ol
polyanmimes has attracted the attention of many investigators, who have studied particulinly
the polyamme ctabolisin in prostine, semen, aind testis. Recently, polyamines have heen
assoctated with capacitation and fertilization processes.

A. Teslis

Susuki et al.™ determined the activity of polyamine oxidase in several human organs.
was highest in the liver, followed by the testis (339 = 80 nmolzg wet wetght per 30 min,
High activity in testis may be related 1o the process of spernitogenesis.®’

B. Prostate

I man and in some other mammals, seminal spermine is derived from the prostate gland "™
Analysis of polyamines in whole prostatic tissue from sexually mature animals revealed il
Lirge smovnnts of spermidine and spermine are present in the prostate.™ Other obocyations
indwinte that various lobes of prostate ghand of rabbit, mouse, guinea pig, and dog e xhabil
spermidine and spermine contents that fall within the range found in most other nongenital
tssues. Ventral and dorsofateral lobes of the rin prostate are indeed depositaries of large
amounts of spermidine and spenmine, similar to those found in human prostate.™

‘The enzymes involved in polyamine biosynthesis, ODC,” SAMD,” spermidine syntlie,
and spermine synthase have been purified from rat prostate,” and to some extent frony hum
prostate (particularly SAMD) .

C. Semen

Normal human semen contains spermine in concentrations of 5 to 15 mdf 7 and smille
amounts of spermidine are present in human semmal fluid,”™ which afso cantains Tow b
resnhily detectable quantities of puttescine and 14 dinnmopropane. The malar ratio of spevm
ine Lo spermidine i human semen s greater than 1227

The tuct that the concentration of spermine in hwman semen s much higher than inoam
other tissues and body fluid, led to various speculations as to their physiological role. It
wits Tound that spermine does not atfect the motility of human and bovine sperm in vine ™
Other reports indicated that spermine has neither a beneficial nov a deleterious effect on the
motility or metabolism of mammalian spermatozoa when added in vitro.™ On the otlet
hand, some investigators reported that spermnne activates the motihity of humian and rabbt
speomatozon, ™ Bvidence has been obtained by in vitro studies that speriine also enbance
the activity of semital maltase, which is involved i the depradatian of glycogen, and which
creases glucose vulization by sperm, at the same time reducing fructose utihization =’
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HUMAN SPERMATOZOA

NGURE S Ormitbine decaboxyliase (ODC) and diamioe oxidase tDACH activities at
dillerent concentiahions of hunian spematozoa

Addion of physiological amounts of spermine to spermatozoal suspensions caused a sig-
uilwant metease e CAME levels a oncleotide bt indaces capacitition in hunan sper-
madozoa 7 The eltect of spenine on cAME Tevels may be explained by the fuct that this
polyanme aninbits phosphodiesterase activity of cAMP, besides activating adenylate cyclase
acinvan

It hies also been observed that the effect of spermine on cAMP tevels could be further
enhanced by prostaglandin B, (PpEL)Y, and has been demenstrated that PelE, produces stim-
ulativm of ODC achivity.™

I Corrclauon of Seminal Polvamine aod Metabolizing Enzvme Levels with Sperm Count
and Mondny

Somne attempts have been made to ehicidate a physiological or pathological role of spermine
and s metabolic enzymes by stadying the conelation between polyamine concentrations in
the hinnan scuinad plasma and sperim count and motihty - A sigmbeant correlation between
the ponmne concentratton ol b scdnal plicona and the total sperm count in the same
sernci speainens was aoted . althoae b s conelation was not confirmed ™!

A compleny ype of correlation ' oG DC, SAMDLY and diamine axidase activities and
Spetn vt fias also been ob oo The enzyme activities were high in seinen samples
with petor cotnts of doss thae - athon pee millititer and those samples in which the
spertn count exeeeded 60 sillion o malhiliter, and Jow i samples having sperm counts
hetw om0 60 pthion per mithihiter

Saracsatnpdes shiowtng paor imiteal spenm motiliey tave been found to contain high diamine
ovidise acnivity and low spermine content.” A postive correlation between the spermine
content of semnal plasnia and motidity has also been noted.*” These observations led to the
speculation that the spermine in semen might have a physiological role with respect to
spermntozan via it oxidized dertvatives, which have a high affinity for sperm.®® It has been
observed that human seminal plasmi and sperm contain both ODC and diamine oxidase
acviies™ ™ (Figure 510 The atter s capable of oxidizing polyamines and might produce
alierations moguanttstive determimation of polymmines.™ The possibnlity that the spermine
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normally present in human semen might be oxidized by enzymes (o aldehyde pmdlﬁl:‘lﬁ Fhut
are known to be toxic for a variety of eukaryotic cells,'? including human sperm, might
be important for the metabolism survival and fertilizing capacity of [u.)slcj.;lculn'tnry s;‘wr:.l‘\.
Recent studies indicated that polyamines stimulate the acrosome reiaction in giumea pig.

2. Inhibition of Human Spermatozoa Ovmune Decarhovylase and oy Lffect on i Vi
Fertilization

Experiments on fedtilization were carried oul in Biggers mediun (pH 7.4 containing
0.2% bovine serum albumin and 5% CO, atmosphere, incubated at 37°C. O 40 ovocy tes,
2 fractions obtained front adult hamsters superovulated with gonadotcopin were incubated
in presence of 1.6 million per milliliter of unticated spermatozoa (control) or with prein-
cubated spermatozoa in preseonce ol T pe DEMOL Femilization was stadied ot 2, 4, and
B hr. ODC of treated spermatozon swoas indubined by approximately 755 wittin 30 1
Fertilization results indicated a totmation of made pronucleus Toudold higher i the cane o
fertilized oocytes with treated spermitazon. Motility and alfinity of the spernitozoa 1o
aocyte was not maodified by this teatment. These results suggest that ODC and o 1he
generated products of its action might have a regulatory tole on postiertilizition processes,

IV. URINARY POLYAMINLES IN PROSTATE CANCLER

Carcinoma of the prostate is considered a canse of bigh incidence of mortality. Same
biochemical markers have been used for their carly detection and treatment. ™

Of particular inferest is the fact that the highest concentrations of polvamines found in
the human body occur in the prostate.™ This observation, plus reports of elevated urinan
polyamines in some paticnts with L adviniced salignancies ol ather o systems,”” led
to investigation of the relationship between prostate carcinomi and urinary excretion ol
polyamines,

In early studies, Fair et al.®" observed that patients with prostatic cancer exerete mope
spermidine than normal controls, The merease inspermidine exeretion noted in those patients
with more unditferentiated neopliasms was interesting. OF the 34 urine specimens {rom
patients with grade 1 or higher cancer, 30 had elevated spermidine levels. This finding was
in contrast with the observation that only one of ten urine specimens in patients with grade
I histologic changes showed increased spernmidine levels. These results tend ta indicate that
a grade I carcinoma appears o be a more slowly growing lesion and, hence, might be
expected to have less binchemical activity, such as ribonucleic acid synthesis and polvamine
production, than grade 11l or IV lesions.

In other patients, the elevated spermidine vilues found in three of four patients with g
single prostatic nodule indicate that polyamine levels may be of value as a test for detecting
prostatic malignancy at a potentially curable stage,

As a screening test for prostilic carcinensi, uriie sepresents an obvious advantage because
it is readily oblained without involving physicun time.®!

V. POLYAMINES IN PROSTATITIS TREATMENT

The high content of pulyimines i the haman prostatic hyperplasia wis shown ey iy
Dunzendorfer and Russell ™ Subsequently it has been reported that DEMO decreases the
normal weight gain of the ventral prostate and seminal vesicles of growing rats and bloo)s
the testostesone indiced regrowth of vential prosiite in castrated s “The inlnbition of
ODC by DEMO was stadhed inpatients with chionic nonsuppurative prostititis.™ Partial
clinteal response and reanssion ol pioss hematospermia was evident afier 18 ¢ day of DEM)
when administered vraily tor 1 omendi Dunne the DEMO treatment penod. i substanti
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devrease in prostate size was noticed. Intwo outol ten patients, a 16% reduction of hematocril
and hemoglobim wis reported . This was reversed 2 months after stopping the therapy ™

Administration of DEMO in the drinking water (20 g/€) 1o adult rats for 3 days led to
marked chinges in polyamine metabolism in ventral prostae.”’ A 90% inbibition of ODC
acvity iy accompanied by an approximately 80% reduction of the concentration of putrescine
and spermidine and by a 364 deerease in spermine. These observations may panly explain
i the mechanism of DEMO in human-treated prostatins,

VI SUMMARY AND CONCLUSIONS

Itis evident that polyamines participate in gormal and pathological processes. Their highest
levels are found in those tissues with increased metabalic activity. The presence and par-
ncipation of polyamines in human reproductive systems have been well established, and it
s known that bath phystological and biochemical processes are regulated by polyamines.

| The endometrium which undergoes continuous morphological and functional changes
cantains ODC ot agh actvities.,

2 Polyamines stimulate the phosphorylation of specific proteins in the placenta,
L Polyamumes apparently have o protective Tunction in physiology of pregnancy.
4 Polyamines participade in other situations such as preeclampsia patients,

5.

The selective inliibition ot polyamine biosynthesis in carly pregnancy may have prac-
tical apphcations, also as the treatment of malignancies of the reproductive organs,
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SUMMARY

The effect of L-arginine on the arginase activity and polyamine levels was
studied in the pancreas of normal and diabetic rats (120 mg/kg alloxan, i.v.}.
Four groups were formed (10 male adults per group). I-Control-0.154 M NaCl, I1
-Diabetic-0.154 M NaCl (96 h after alloxan). Il1-Control plus 10 mM L-arginine
IV-Diabetics plus 10 mM L-arginine. Rats were sacrificed 20 min after L-argi-
nine injection. Glucose in serum and dry weight, proteins, arginase activity
and polyamines (HPLC) in pancreas were measured. Higher ratio mg protein/mg
dry weight and arginase induction was observed for groups 11l and IV, Putres-
cine was low as a consequence of diabetes but restored with L-arginine. The
concentrations of spermidine and spermine were lowor. These results may sug-
gest. that arginine is metabolized to putrescine in the pancreas and that poly-
amines may be utilized in regenerating processes or for recovering the endo-
crine pancreatic function.

INTRODUCTION

Polyamines putrescine, spermidine and spermine are natural constituents of
most: living organisms. They are synthesized rapidly and markedly by cells with
increased metabolic activity after cell stimulation and during developmental
growth (1-3). These molecules occur in high concentrations in pancreatic is-
lets (4,5). Their presence is restricted to the insulin-producing beta cells
and it has beaen found that polyamines are associated with the secretory gran-
ules. It was also demonstrated that in vitro glucese stimulates polyamine
biosynthesis not only from ornithine but also from putrescine (5).

In mamnals ornithine decarboxylase (QDC, E.C.4.1.1.17) catalyzes the formation
of putrescine from ornithine. This reaction is described elsewhere (6-9). Al-
though it has been accepted that ODC is the rate-limiting enzyme in polyamine

biosynthesis it is also proposed that the rate of putrescine formation depends
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on cellular concentiation of ornithine, Since it has been suggested that argi-
nase (B,C. 3,5.3.1) provides ornithine for putrescine synthesis in several
glands (10,11) we considered it of great interest to study the arginase activ-
tty and pancreat ic polyamine levels after L-arginine adninistration,

In the present study we show the evidence indicat ing that the supply of L-argl

nine increased Lhe arginase activity and putrescine formation in the pancreas

of normal and alloxan induced diabot ic rats.
MATERTALS AND METHODS

Male adult Long~Bvans rats weighing about 290 ~ 330 g were divided into four
groups with 10 rats per group. Animals fed ad libitum were fasted 18 h and
grouped as follows: Group I received 1.0 ml 0.154 M NaCl (i.p.) and served as
controls. Group Il rats were administered 120 mg/kg (1.v.) alloxan 0.15%54 M
NaCl, and served as diabetic controls, Group IT] intact animals were injected
with 10 mM L-arginine (Merck) in 1.0 m! 0.154 M NaCl (i.p.). Group IV rats
were diabetized as in group TI, but after 96 h were treated with 10 mM L-argi-
nine in 0,154 M NaCl,

Rats were anesthetized with 50 mg/kg ketamine (i.m.) and sacrificed 20 min af-
ter each treatment. Blood was taken from aorta and glucose assayed anzymat-
ically by a glucosoxidase test from Boehringer (Mannheim, F.R.G.).

Pahicreases were dissected free of other tissues, rinsed in cold saline solu-
tion, dried and weighed; 1,272 +« 0.20 g (mean + S.D.). A 20% homogenate of the
pancreat ic tissue was prepared in 0,154 M NaCl for dry weight and polyamine
determinations. For arginase activity 0.04 M Tris-HC1 pH 8.7 containing 0.2 mM
MnC) 2 was used.

Dry weight determination. To 10 ul of the homogenate in 0,154 M NaCl was added
990 ul of distilled water, then 1.0 ml of fresh acid solution of 2% potassium
dichromate in concentrated sulphuric acid was added. The reaction ocurred
spontaneously, the tubes were cooled and the absorbance registered after 10
min at 660 nm using a DU=~64 spectrophotometer (Beckman). A 2 mg/ml mannose so-
lution was used as standard (12).

Polyamines were extracted and derived as follows: 1 ml of the saline homoge-
nate was inmediately mixed with perchloric acid to a final concentration of
0.2 M, and processed according to Hougaard et al. (5},

Residual material was recovered with .05 N HCl. Ten microliters of concen—
trate solution was evaporated and polyamines dabsylated following the speci-
fications given (non-hydrolysis set from Reckman, cat. N°® 240390). Calibra-
tion solutions were prepared using hydrochlorides of putrescine, spermidine,
and spermine (Sigma}.

Polyamines were analyzed by high-performance liguid chromatography (HPIC) as
described by Lamster et al. (13), with slight modifications. Chromatographic
separation was on radial compresaion C18 10 u Li chrosob cartridges (8 mm X

10 cm) from Merck (cat., N° 50334). Detection of dabsylated polyamines was

made with a Waters 484 Tunable Absorbance Detector. Peak areas were quanti-
tated with an HP 3390A integrating recorder from Hewlett Packard Instruments
(Paramus, NJ, USA).

Arginase activity and basal urea were assayed colorimetrically by the method
of Kung et al. (14). Total proteins were determined in the homogenates accor-
ding to Lowry et al. (15).

The data were analysed statistically using the Fisher's test.
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RESULTS

After 96 h induction of diabetes the weight of diabetic rats was clearly lower
than that of normal rats (304.44 + 9,09 to 269.3 + 14,60, mean + S.D.), P 0.0
5. Blood samples from aorta ensured the diabeotic state of animals treated with
alloxan (Table 1).

Polyamine measurements are given as nmoles/ng of protein in pancreatic tissue
of the four groups studiced (Table 2). Putrescine, spermidine and spormine were
woll detoected as its dabsylated derivates, In general the three polyamine con-
centrat ions diminished after the alloxan injection (group 11)., Putrescine,
howover, was the only polyamine that increased as response to the L-arginine
administration, both in control (group 11i) and in alloxan induced diabetic
rats (group IV), compared with their control groups (I and IT). Only minimal
peaks were seen for spermidine and spermine whose concentrations were not re-
stored with L~arginine and tends to be lower than that control rats,

Arginase activity diminished under alloxan treatment (group II1) but it was
markedly stimulated by L-arginine in the diabetized group (IV), although this
value did not reach that of the control L-arginine treated group (111). The
arginase activity showed a similar pattern to that observed for putrescine
(Table 2). Basal urea concentrat ions were coincident with the activity of ar-
ginase in pancreatic tissue of nontreated and treated rats with L-arginine
(Table 1). Ratio protein/dry weight was highest for both control treated with
L-arginine (111) and diabetic treated groups (IV) comparced with those control

groups respectively (1 and 11),
DISCUSSTON

The results presented in this study indicate that polyamine concentrations in
the pancreas is affected by alloxan induced diabetes in rats (Table 2). This
lowering is accompanied by loss of tissular arginase activity (Table 1). Ex-
ogenous L-arginine rapidly restored not only arginase activity in diabetic
tissue and increased the activity of this enzyme in normal tissue (Table 1),
but also restored the putrescine concentration in the damaged pancreatic tis-
sue, These effects were not observed for spermidin: and spermine (n = 10).
The increase in the arginase activity can be seen by means of the basal urea
concentrations in tissue exposed to this aminoacid (Table 1). These results
are consistent with those observed by Mallaisse et al. (16), in freshly iso-
lated islets. They found that, after 90 min incubation, neither D-glucose, nor

L-arginine or L-ornithine affected significantly the amine islet content. We
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lucose in serum, arginase activity and other
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Control L - arginine treatment

Group 1 Group I7T Group IIT sroup IV
Glucose 163.05 + 42.66 246.22 - 67.21% 181.79 + 36.01 280.23 + 58 68*
(mg/ai)
Basal Urea ND ND 16.12 + 5.82*% 10.06 = 3.50%
{pmoles/mg of
protein?
Arginase 78.47 + 16.09 65.45 + 16.4% 149.52 + 28.95* 89.27 + 37.83
{(nmoles urea
/m3 of protein
/min)
Frotein 0.42 + 0.14 0.42 + 0.15 0.46 + (.13 .71 - 0.06%

Dry weight

IHOO0NE

-

The values correspond to 10 determinations.
MN.D. = non—detectable.
* The values are significant at P <0.005 compared with the control.
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Table 2. Concentration of polyamine in

whole pancreas

Before I~arginine After 10 mM L-arginine
Polyamine

Group 1 Group Il Group ITI Group IV
Putrescine 1.23 + 0.35 1.11 + 0.90 1.84 + 0.33 1.25 + 0.32
Spermidine 1.31 + 6.45 G.44 + 0.43* 0.68 + 0.23 .05 + 0.032*
Spermine .09 + 0.02 0.04 +« 0.01 0.06 + 0.03 0.02 + C.008

Values are expressed as nmoles/mg of protein,
and represent the mean + S.D. of 10 determinations.

* The values are significant at P (0.10 compared with the control.
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ohserved a similar trend towards an increasce in the putrescine content exposed
to L-arginine and low concentrat ions for the other polyanines after 20 min of
10 nM L-arginine administration.

L-arginine stimulates an incredase in bloxd glucose concentrat ion in the normal
control and diabetized rats seen at 20 min, This may be due to the glucogenic
properties of L-arginine and has also beon reoported by several authors in ani-
mals (17), and humans (18-20),

Since pancreas, unlike liver, lacks other enzymes of the wea cycle, the func-
tion of arginase participates in the biosynthesis of putrescine appears pat-
ticularly attract ive bocause the concentration of this amine increases in the
tissues studied, as does the activity of ODC from Leornithine in isolated is-
lets (16).

Jt appears that arginase may have a crucial function in pancreatic protein syn
thesis, In this study a high ratio protein/dry weight for the groups treated
with L-arginine (II1 and IV) was observed. These results may suggest the par-
ticipation of arginase in the biosynthesis of proteins through putrescine or
spermidine and spermine, such interaction may represent part of the mechanism
for the regulation of Insulin biosynthesis and secretion observed previously
(9,21). The incorporation of polyamines, spermidine or spermine into pancreat -
ic proteins in vivo by transglutaminases was not studied, but it has been re-
ported to occur in isolated islets (16). To this respect, it has been demon-
strated that putrescine and spermidine are necessary for bhiosynthesis of in-
sulin and protein in vitro, whereas spermine depletion affects several pro-
cesses involved in the insulin metabolism (21).

The results presented provide information about the metabolism of L-arginine
in the pancreas in vivo and its possible participation as insulin secretagogue
The regulation of insulin and other pancreatic hormones by L-arginine has been
extensively studied (22-24). It is possible that arginase, which plays an im-
portant role in the urea cycle, is present in the pancreas to supply the orni-
thine required for polyamine synthesis, in addition to its participation in
other metabolic pathways (16). For this reason it is believed that arginase
may be one of the enzymes which regulates the initial phase of polyamine bio-
synthesis in the pancreas.

In conclusion, little is known about the metabolism of the different poly-
amines in vive and their relation to the pancreas and beta-cell function, but
these results support the knowledge that the action of L~arginine could

somowhat be related to the metabolism of the polyamines in the pancreas.
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ANEXO 4
METODOS DE LABORATORIO
DETERMINACION DE GLUCOSA EN SUERO SANGUINEC
Test-Combinacion. Glucosa GOD-POD . Boehringer Mannheim Gmbh, Mannheim,

Alemania Occidental.

FUNDAMENTO DE LA PRUEB

——

El peré6xido de hidrégeno producido por la oxidacién enzimdtica de glucosa
reacciona en presencia de peréxido reductasa (POD) con 4 aminofenazona y el fenol
por acoplamiento oxidante forma 4 (-p-benzoquinona-monolmino)-fenazona + agua.
La cantidad de cromégeno formado es proporcional a la concentracién de glucosa.

REACTIVOS

Cuando el reactivo es reconstituidec de acuerdo con las linstrucciones, 1las
concentracliones aproximadas de los ingredientes son:

Amortiguador de fosfato 100mmol/ 1, pH 7.0
Oxigeno l-oxlidorreductasa (GOD) 8 U/ml.

Peréxido reductasa 1.1. U/ml.

4~ aminofenazona 0.77mmol/ 1.

Fenol llmmol/ 1.

PREPARACION DEL REACTIVO

Disolver el contenido del frasco que contiene el amortiguador con enzimas con 500
ml 6 1000 ml de agua destilada segiin sea el caso y anadir 10 6 20 ml del frasco
que contiene fenol. Dar vueltas suavemente. No agitar.

ALMACENAMIENTQ DEL REACTIVO

El reactivo no reconstituido debe ser almacenado entre +2 a 8°C y puede ser usado
hasta la fecha de expiracién indicada en la etiqueta.

El reactivo reconstituido se mantiene estable por 4 semanas a +4°C y 5 dias entre
15-52°C en frasco color dmbar.

RECOLECCION Y ALMACENAMIENTQ DE LAS MUESTRAS

La glucosa se reporta como estable por 24 horas a 25°C; o por siete dias a 4°C si
se anade un inhibidor de la glucélisis (NaF, KF). Este reactivo es util en la
determinacién de glucosa en suero o plasma de pacientes en ayunas, para lo que
se recomienda separar los componentes celulares inmediatamente.

MATERTAL REQUERIDO

Equipo de reactivo para glucosa,

Estdndar de glucosa de lmg/ml en solucidén salina 0.9%.
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Pipetas de precisién.
Tubos de ensayo.
Celdillas para colorimetro.

Agua destilada o deionizada.

PROCEDIMIETO

Longitud de onda: 530 nm.

Temperatura de incubacién 37°C

Temperatura de medicién: 25°C

Tiempo de reaccién: 10 min.

a) Llevar el colorimetro a cero con agua destilada.

b) Colocar en los tubos de reaccién 20 ul de problema,
estdndar y agua destilada.

c) Agregar 2 ml del reactivo a los tubos, mezclar e incubar
por 10 min. a 37°C en la obscuridad.

BLANCO ESTANDAR PROBLEMA
AGUA 0.01Iml - -
ESTANDAR - 0.01ml -
PROBLEMA - - 0.01ml
REACTIVO 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml

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

CALCULOS
La concentracidn de glucosa se calcula como sique:
Absorbancia problema - blanco

glucosa = 100 * [mg/dl]
Absorbancia estAndar - blanco

PRECAUCIONES

El reactivo de enzimas no reconstituido, contiene azida de sodio como
conservador. Se deb: evitar por tanto el contactoc con la piel y mucosas. La
ingestién de grandes dosis puede provocar vasodilatacién.

El reactivo que contiene fenol, es venenoso si estd en contacto con la piel o es
ingerido. Causa cauterizacién., En caso de contactoc con la piel lavar con
polietilenglicocl 400.



DETERMINACION DE TRIACILGLICERIDOS EN SUERQO SANGUINEO

Reactivo Triacilglicéridos. (Gilford Systems, 132 Artino Street, Oberlin, Ohio,
U.S.A.)

FUNDAMENTO

El glicerol producido por la hidrélisis enzimdtica de triacilglicéridos es
fosforilado por adenosinanitrofosfatasa (ATP) para producir l-glicerofosfato y
ADP en la reaccidén catalizada por gliceroquinasa (GK). La glicerofosfato-
deshidrogenasa (G-1-PDH) cataliza la oxidacién de l-glicero fosfato en presencia
de nicotinamida adenina dinucledtico (NAD+) para producir NADH que es usado para
reducir el cloruro de 2-tetrazolio (iodofenil-p)-3-(nitrofenil-p)-5-fenil (INT)
a formazdn en la reaccién catalizada por diaforasa. El formazdn absorbe la luz
a 530 nm. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de
glicerol y por tanto, a la concentracidn de triacilglicéridos.

CONTENIDO DEL REACTIVO

Cuando el reactivo es reconstituido de acuerdo con las Instrucciones, las
concentraciones aproximadas de los ingredientes del reactivo son las siguientes:

ATP 1.0mmol/1.
NAD I.2mmol /1.
INT 1.0MMOL/1.
GK (microbiana) 120 U/1.

G-1-PDH (musc. conejo) 3500 U/1.
Diaforasa 450 U/1.
Lipasa (microbiana) 1x10° Uu/1.

Amortiguador (pH 7.7)

PREPARACION DEL REACTIVO

Reconstitulir los frascos del reactivo para triacilglicéridos (Color) en 6.5, 15.5
6 50 con 6.5 ml, 15.5 ml1 6 50 ml de agua destilada o deionizada respectivamente.
Dar vueltas ligeramente para disolver. No agitar.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO

El reactivo no reconstituido debe ser almacenado entre 2-8°Cy puede ser usado
hasta la fecha de expiracién indicada en la etiqueta.

El reactivo reconstituido se mantiene estable por 8 horas a temperatura ambiente
(18-25°C) o por 5 dias refrigerado (2~8°C) cuando estd protegido contra la luz.

RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Puede usarse suero o plasma obtenido de pacientes en ayunas. Los anticoagulantes
tales como EDTA, oxalato o heparina no causan inhibicién.

Una hemélisis moderada no afecta significativamente los resultados obtenidos con
esta prueba.

No debe usarse citrato de sodio.



4

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

Los triacilglicéridos se reportan como estables por 3 dias a temperatura
ambiente, Sin embargo se recomienda almacenamiento refrigerado o congelado de
las muestras.

DETERMINACION DE UREA (Ref. 41).

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

Para medir el contenido de urea se utiliza una modificacién del método propuesto
por Geyer y Dabich.

La urea forma en solucibén d&cida de diacetil monoxima en presencia de
tiosemicarbazida un complejo colorido que se mide fotométricamente.

CONTENIDO

Reactivo colorido. Extracto acuoso de una solucidén que contiene 2.4 mM de
tiosemicarbazida y 41.1 mM de 2-3 butanodien monoxima.

Reactivo 4cido. (Se prepara al momento de utilizar). 0.1 ml de cloruro férrico

0.12 M en dcido fosfébrico al 56.7%., Esta alicuota se lleva a un volumen de 100
ml con 4cido sulfirico al 20%.

PROCEDIMIENTO

Longitud de onda: 530 nm.

Temperatura de reaccién: 92°C.

Tiempo de reaccién: 25 min.

Temperatura de medicién: 25°C.

a) Llevar el colorimetro a cero con agua destilada.

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

c) Agregar 0.8 ml de agua, 1 ml de monoxima con
tiosemicarbazida y 2 ml del reactivo de tricloruro
férrico en 4cido sulfiarico.

d) Colocar la mezcla de reaccidén a 95°% durante 25 minutos.

e) Una vez enfriados los tubos, proceder a la absorbancia a
530nm.

£) Al mismo tiempo preparar una curva estdndar con urea como
sigue:



ug UREA AGUA MONOXIMA CLORURO

(ml) TIOSEMICAR Fe (ml)
BAZIDA(ml)
BLANCO 0 1 1 2
1 1.5 0.9 1 2
2 3.0 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

DETERMINACION DE PROTEINAS (Ref. 42),

b)

¢)
d)
e)

REACTIVOS

Solucidén de carbonato de sodio al 2%, tartrato doble de
sodio y potasio 0.02%, en hidréxido de sodio 0.1 N.

Solucidn de sulfato de cobre pentahidratado al 0.5% en
agua destilada.

Reactivo de Folin-Ciocalteu en agua (1.1 / 1.4).
Estandar de albumina bovina (0.2 mg/ml}).

Mezcla cuproalcalina (50 volumenes de la solucién de
carbonato de sodio con un volumen de la solucién de

sulfato de cobre pentahidratade). Esta mezcla se deberd
preparar al momento de usarse.

PROCEDIMIENTO

Longitud de onda: 540 nm.

Tiempo de reaccién: 30 min.

Temperatura de medicidén: t.a.

a)
b)

c)

d)

e)

£)

Llevar el colorimetro a cero con agua destilada.

Colocar en los tubos de reaccién 0.2 ml de suero
previamente diluido.

Completar a 0.5 ml con agua destilada. Agregar 2 ml de

la mezcla cuproalcalina, dejar reposar 10 min. y después
agregar 0.2 ml del reactivo diluido de Folin-Ciocalteu.

Dejar reposar 20 min.

Proceder a leer el % de absorbancia a 540 nm.

Al mismo tiempo preparar una curva estdndar con albumina
bovina como sigue:

&



0.2 mg/ml AGUA MEZCLA REACTIVO

(ug) (ml)  ( ml) CUPROALCA FOLIN
LINA (ml) (ml)
BLANCO 0 0 0.5 2 0.2
1 20.0 0.1 0.4 2 0.2
2 40.0 0.2 0.3 2 0.2
3 60.0 0.3 0.2 2 0.2
4 80.0 0.4 0.1 2 0.2
5 00.0 0.5 0.0 2 0.2

DETERMINACION DE PESO SECO (Ref. 38).

a)

b)

REACTIVOS

1 g de dicromato de potasio en 50 ml. de dcido sulfirico
concentrado. Calentar a 70°C para disolucién. Esta
solucién gse debe de preparar al momento de usarse
(solucibn oxidante).

Estdndar de manitol (2 mg/ml).

PROCEDIMIENTO

Longitud de onda: 660 nm.

Tiempo de reaccidén: 20 min.

-Temperatura de reaccién: 92°C.

Temperatura de medicién: 20°C.

a)
b)

c)

d)
e)

)

Llevar el colorimetro a cero con agua destilada.
Colocar en los tubos de reaccién 0.1 ml del homogenizado.

Completar a 1.0 ml con agua destilada. Agregar 2 ml de
la solucién oxidante.

Incubar durante 20 min a 92°C.
Leer la absorbancia a 660 nm.

Al mismo tiempo preparar una curva estdndar con manitol
como 8sigue:

2 mg/ml AGUA SOLUCION
OXIDANTE
(ug) (ml) (ml) (ml)
BLANCO 0 0 1.0

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



DETERMINACION COLORIMETRICA DE DNA (Ref. 53).

Esta prueba se basa en la reaccién de la desoxiribosa con la difenilamina y se
requieren las siguientes soluciones:

REACTIVOS

1. Solucién est&ndar de DNA (100 ug/ml).

2. Solucién de difenilamina al 4% en 4cido dcetico glacial.
Se prepara al momento de usarse

3. Acido perclérico 1 H y 2 M.

4. Solucién de acetaldehido de 16 mg/ml (se diluye 1:10 con
agua al momento de usarse).

5. La mezcla de reaccibén se debe de incubar 24 horas a 37°C
(*) y se registra la absorbancia a 660 nm.

PROCEDIMIENTO

TUBO DNA(100ug/ml)} HClOJIH HClO2M ACETAL DFA 4% * Lect
DEHIDO en AcOH 660mm

(ug) (ul)  (ul) (ul) (ul) (ul)
B - - 200 200 30 250
1 4 40 160 200 30 250
2 8 80 120 200 30 250
3 12 120 80 200 30 250
4 16 160 40 200 30 250
5 20 200 - 200 30 250

DETERMINACION DE POLIAMINAS

Especificaciones dadas en el instructivo del equipo de dabsilacibén (non-
hydrolisis set de Beckman, cat. No. 240390).

Se utiliza la reaccién de poliaminas con cloruro de dabsilo, que se presenta en
la figura 7.

Cils

cH
N Y/ \ . . 3
CH”ND N = N Q S()gcl ¥ H‘?[}’ — :N N o= N / \ SO NH-R
3 R CHS — 2

Cloruro de dabsilo Amina Devivade dabsilado

(Cloruro de 4-dimetilamino

asobenceno- 4 sulfonilo)

Figura 7. Reaccidn de pobaminas con clorure de dabsilo.
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Las poliaminas son bases alifdticas por lo que pueden ser extrafdas por
hidréligsis &cida ligera.

Estos compuestos son sometidos a una reaccidén para rformar derivados para su
cuantificacién por medio de cromatrograrfia liquida de alta resolucién.

REACTIVOS

Solucidén de HCl 6 N.
Solucién de HCl 0.05 N.
Solucién de dcido perclérico 2 M.

Equipo de dabsilacién.

EQUIPO
Centrifuga
Agitador Vortex
Columna C18 radial pak-nova pak de 4 u, Millipore o
Columna C18 de 10 u, L1 Chrsob, Merck
Equipo de HPLC

PROCEDIMIENTO

Un ml del homogeneizado de pdncreas al 20% (P/V) en solucién salina se mezcla con
dcido perclérico para tener una concentracién final de 0.2 M. A esta solucién
se le agrega una cantidad conocida de 1,5-diaminopentano (estdndar interno). La
mezcla se liofiliza y se hidroliza con HCl 6N a 110°C por 16 horas. Después de
evapora a sequedad, se redisuelve en NaOH 2N y se extrae con butanol. La fase
orgdnica se lava con fracciones de 2.0 ml de NaOH, se evapora a sequedad y se
redisuelve en HCl1 0.05 N (0.5 ml). 10 ul de la solucién concentrada se evapora
a sequedad en bafdo maria (60-70°C) en ampolletas de 1 ml, se agregan 20 ul del
reactivo numero 3 y 40 ul del reactivo niumero 4 del estuche de reactivos para
dabsilacién (Beckman catdlogo No. 240390). ©Se sella la ampolleta y se calienta
a 70°c durante 12 minutos, se enfria y se toman alicuotas de 10 ul o menos para
inyectar al cromatégrafo previamente preparado (fase mévil: tetrahidrofurano
grado HPLC, detector ajustado a una longitud de onda de 425 nm).

La concentracién se calcula por la integracién de las 4reas bajo las curvas.
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