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RESUMEN.

Se estudio el efecto de isoproterenol sobre la actividad de arginasa en
glandulas salivales de ratas normales (parétida, submaxilar, sublingual y von Ebner)
y diabéticas (120mg/kg de aloxana i.v.).

Se formaron 5 grupos de ratas de la cepa Long Evans (5 machos adultos por
grupo). I. Control 0.154 M NaCl, Il. Diabético contro! 0.154 M NaCl 96 horas después
de administracion de aloxana. lli. Diabético 0.154 M NaCl 192 horas después de
aloxana. IV. Diabética 192 horas mas isoproterenol (30 mg/Kg de peso) sacrificada
a los 20 minutos. V. Diabética 192 horas mas isoproterenal (30 mg/Kg de peso)

sacrificadas a las 6 horas.

Se determino glucosa, triacilglicéridos, proteinas, peso seco y actividad de
-arginasa.

La concentracion de aloxana de 120 mg./kg. de peso fue capaz de inducir
diabetes.

La actividad de arginasa fue afectada en todas las glandulas.

La glandula sublingual presento un aumento en la actividad de arginasa a los
20 minutos despues de la administracién del isoproterenol. Mientras que a las 6 horas

la actividad de la enzima presento un ligero incremento en la glandula de von Ebner.
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Las glandulas salivales humanas estan compuestas por glandulas merocrinas.
Sus conductos se abren dentro de la cavidad oral. Hay tres pares de glandulas
mayores las cuales estan clasificadas como glandulas salivales mayores o giédndulas
salivales propiamante dichas, estas son las pardtidas, las submaxilares y las sublin-
guales. Ademas hay numerosas pequefias glandulas ampliamente distribuidas en la
mucosa y submucosa de la cavidad oral. Estas son conocidas como las glandulas
salivales menores, Estas realizan muchas funciones de las cuales la mas
extensamente estudiada es la produccion de saliva. La saliva es el producto secretado
de las gldndulas y realiza muchas otras funciones como asistir en la masticacién y

deglucién de la comida y en la digestién de ciertos componentes del alimento.



CLASIFICACION DE GLANDULAS SALIVALES, (4)
Las glandulas salivales del hombre pueden ser clasificadas de tres maneras:
1.- De acuerdo a la localizacidn de las glandulas. Glandulas del vestibulo
y gldnduias de la cavidad oral propiamente dicha.
ll.- De acuerdo a su tamarno, gldndulas mayores y glandulas menores.
lil.- De acuerdo a las sustancias que las células excretoras elaboran,

estas son glandulas mucosas, serosas y mixtas.

INERVACION TIPO PORCENTAJE DE
GLANDULA PARASIMPATICA | HISTOLOGICO | LA SECRECION
POR LA VIA DEL EN EL HOMBRE
(1.5 Idia).
Parétida Glosofaringeo Seroso 25
Submaxilar Facial Mixto 70
Sublingual Facial Mucoso 5

Las células secretoras de las gléndulaé mucosas elaboran una secrecién
viscosa que contiene mucina. La porcién secretada de las gldndulas serosas contiene
una secrecion liquida que contiene albGmina. Finaimente las gldndulas mixtas con
células productoras de porciones serosas y moco. (1)

Una glanduia de suma importancia es la glandula de von Ebner, que se

encuentra en la base de la lengua, y es un conjunto de glandulas que producen



amilasa y lipasa y degradan triacilglicéridos para ser mas facil su emulsificacién en el
estémago con la participacion de lipasa pancreatica. (2}

El pH de la saliva se encuentra entre 6.0 y 7.4 margen que permite la accion
dptima de la amilasa.

SECRECION SALIVAL.

Tiene lugar en dos etapas:

- La primera que incluye los acinos.

- La segunda los conductos salivales. figura 1 (4).

Los acinos secretan la llamada secrecion primaria, que contiene a [as enzimas
salivales en una solucidn de composicion diferente a la del plasma, sin embargo la
secrecion primaria fluye siguiendo los conductos y tienen lugar dos procesos de
transporte activo que modifican netamente la composicién ionica da la saliva. En
primer (ugar los jones de sodio son reabsorbidos y los iones de potasio son
secretados activamente hacia jos ductos salivales en recambio por el sodio, por lo
tanto la concentracion sddica de Ia saliva disminuye como la de los cloruros, mientras
que aumenta la del potasio. En segundo lugar se secretan iones de bicarbonato hacia
los conductos, este proceso es catalizado por {a anhicrasa carbénica que se encuentra
en las células epiteliales de los conductos. Durante la secrecién de iones de
bicarbonato se absorben en forma pasiva tudavia mas iones de cloruro a cambio de

iones de bicarbonato.



Figura 1. ELEMENTOS DE LA SECRECION SALIVAL.



En presencia de una secrecion excesiva de aldosterona, la reabsorcion de sodio
y de cloruro, ia secrecidn de potasio aumenta considerablemente de manera que la
concentracion de cloruro sédico entonces disminuye hasta ser casi nulo, mientras que
la del potasio aumenta méas todavia (5).

Las secreciones de las glandulas salivales mayores contienen una proteina de
peso molecular, mayor que causa [a aglomeracion de ciertas bacterias salivales y se
fija a la apatita, se calcula que las secreciones contienen 33 % de proteinas, 19 % de
carbchidratos y 5 % de acido sialico, los constituyentes restantes aun no se han
determinado, se cree que pueden tener una participacion en la formacion de la placa.
La dificultad de recolectar la saliva submaxilar del conducto y sus propiedades fisicas,
han limitado el estudio detallado de sus proteinas.

La saliva sublingual se secreta en pequefics volumenes (aproximadamente 5
% de la saliva total) y es dificil recolectarla por separado.

Algunos componentes como la IgA de la saliva difiere de la del suero en que
tiene un peso maolecular mayor, la IgA para la glandula saliva!l proviene del plasma
donde se sintetiza una proteina adicional llamada secretora o pieza de {ransporte, la
cual se fija a dos molécuias de IgA y se secreta de esa forma.

La pieza secretora que es en si misma antigénica y migra como una globulina,
puede estar en la saliva en forma de un elemento libre en la mayoria de los nifios y

en algunos adultos, si hay ausencia de globulina.



La 1gA se encuentra en la saliva parotidea en concentraciones altas y la
cantidad de IgM e 1gG es sumamente baja, ltambién se encuentran huellas de
albimina. Las inmunoglobulinas det fluido gingival estan presentes en proporciones
similares a fas del plasma e IgA.

En la saliva completa se han detectado 18 aminoéddos de ios cuales 9 se han
encontrado en forma constant2 y los olros 9 ern ciertas ocasiones, también se
encuentran presentes péptidos y hay evidencia de que actian como factores en e!
metabolismo de las bacterias salivales.

En 1a saliva estan presentes urea, creatinina, acido urico y améniaco.



| composicioN DE LA sALIVA. |

Los resultados son expresados en mg.100/ml. salvo en los casos en que se
especifique otra unidad.

COMPONENTES j SALIVA EN REPOSO L SALIVA ESTIMULADA

SALVATOTAL |

-Flujo. - 1.72%0.96 mi/min.
-Total de solidos. 300-860 400-900
-Restos. - 170-350
Constituyentes Inorganicos.” “
-Proteinas totales. 140-640 170-420
-Aminoacidos. - 175+0.89(g/l)
-Amilasa. 38 277£736 U/ml-3
-Lactoferrina. - 8.613.7 ug/ml.
-Lisozima. 22 0.4-62
-lgA. 0.242.0 84 mg/l
-Perixidasa. - 1.12+0.43 mU
-IgG. 1.5248.4 51.4£38.5 mgf
-Tiocianato. - i 1.2110.69 mM
-IgM. 0.63+0.13 4.8+3.6 mgfl
-Hipotiocianato. - 16.619.4 uM
-Glucosa. 1.0 0.5-3
-Citrato. - Trazas.
-Lactato. - Trazas
-Aminiaco. - 1-12
-Colesterol. 2.5-50 -




-Acido urico. 0.05-0.2 -
-Carbohidratos. - 1.20%1 grit
COMPONENTES. SALIVA EN REPOSO. SALIVA ESTIMULADA.
Constituyentes Inorganicos. u
-Sadio. 0-20 60
-Potasio 60-100 80
-Tiocianato fumador 6-12 -
-No fumador. 1.3 -
-Calcio. 2.2-11.3 6
-Fosfato total. - 10.3016.60 mM
-Cloruro. 50 100
-Nitrégeno. 0.015-0045 -
-Fluoruro. 0-015-0 045 0.007-0.021
SALIVA PAROTIDEA: |
-Flujo ml/min. 46.05+36.5(8.00h) 1.2210.72
-Total de sdlidos. ul/min. 500-900 -
Constituyentes Inorganicos. ]I
-Total de proteinas 272.4+28.6 inM 229+179
(*)-Amilasa. 60 120
(*)-Lactoperoxidasa 60 120
(+)-Lisozima. - 0.5-8
(+)-Lactoferrina, 81136 54126
(+)-lgA. 13.516.0 (8.00h) -
23,1-15.0 (2.00h)ug/min 1.7-63




(*)-Componente

secretorin.
(+)-1gG - 0-0.1
0-0.1
(+)-1gM 0.9411-9 (8.00h) -
COMPONENTES. SALIVA EN REPOSO. SALIVA ESTIMULADA.
-Urea. 26 10-16
-Amoniaco. 0.9 0.3
-Acido Urico. 4 7
-Carbohidratos. - 2-5
-Total de carbohidratos. - 3048
Valor. Valor.
-Glucosa. 1 0.9£1.1
-Lipidos. - 1.5

-Glicoproteinas
Catidnicas.

-alto contenido.

-Glicoproteinas
anionicas.

-bajo contenido.

Constituyentes inorga,

nicos. J‘

-Sodio. 1.3%0.6 mM 42.6+22.6 méq/1
-Potdsio. 28.4+1.8 mM 26.5+8.8 mEqA
-Calcio. 0.8210.1 mM 1.2640.88 mM
-Magnesio. 0.2-1.5 0.02-0.80
-Cloro. 16.8+1.2 m 32.00+17.85




-Bicarbonato. 3.3 30-360
-Fosfato Inorganico. | 7.1:0.6 mM 3.2842.60 mM
-Tiocianato. 30 18
-pH. 5.2-6.2 7.5740.37
-lones de fidor. 0.02 0.01
-Nitrégeno. - 18.4+32.7
COMPONENTES EN REPOSO SALIVA ESTIMULADA.
SALIVA
SUBMANDIBULAR
-FLUJO. 0.2610.15 ml/min. 1.3840.79
-Total de proteinas 30-80 30-150
-Carbohidratos libres. - 0-4
-Total de carbohidratos. | 8.39+3.48 0.3420.41 g/l
(")-Lactoferrina. - 0.5-4.2
(+)-1gA 1.6 -
(*)-Componente - 20
secretorio.
-Urea. 10.5 20
-Amoniaco. 0.9 0.080
-Acido Urico. 33 1.3
CONSTITUYENTES
ORGANICOS.




(*)-Glicoproteinas de alto - -
pesdecular (sust. grupos
sanguineos).

-Lipidos. - 2.0
g')-GIicoproteinas -bajo contenido. -
catidnicas.
. (")-glicoproteinas -alto contenido. -
anionicas.
CONSTITUYENTES
INORGANICOS.
-Sodio. 3.30£3.66 m Eg/ 45.5+23.4 mM
-Potasio. 13.9+ mEquiv/l 17.847.2 mM
-Calcio. 0.81+0.39 mM 1.9210.86 mM
-Magnesio. 0.17 -
-Cloro. 12.0¢4.6 m Eq/l 23.4x11.3 mM
-Bicarbonato. 13 150
-Fosfato total, 7.9246.50 mM '6.87:4.3 mM
-Fosfato inorganico 5.63+1.92 mM 55+4.0 mM
-pH. ) (6.73£0.45) 6.1-7.5
-Nitrato. 36.2+20.1 g/ 0.59:0.19 °
GLANDULAS SALIVALES
MENORES.
-Proteinas, 145-560 145-355
-Sodio. 6-86.25 25.3-225.4
-Potasio. 39-113 43-97.5
-Magnesio. 0.96-2.9 0,96-1.92
-Cloro. 56-189 66.5-381.5
-Fosfato. 0.77-341 0.62-1.86




(*) Producto de células acinares de la glandula.

(+) Producto de regiones no-acinares de origen desconocido. (6)

REGULACION NERVIOSA DE LA SECRECION SALIVAL.

£n el limite del bulbo raquideo y la protuberancia se encuentran los tres ntcleos
salivales que controlan la secrecion de las glandulas parétidas, submaxilares y
sublinguales. figura 2 (6).

Son estimuladas por situaciones insipidicas o tactiles en la lengua u otros sitios
de la boca.

La mayor parte de los estimulos gustativos, especialmente el sabor acido
desencadenan una copiosa secrecion de saliva, frecuentemente hasta 5 ml. por minuto
o sea de 8 a 20 veces el ritmo basal de secrecién.

La presencia de material suspendido como bacterias, células epiteliales, mucina
y la perdida espontanea de dioxido de carbono, después de su recoleccién cambia su
composicion, de ahi que (a exactitud de cieflos analisis dependera del tiempo que

transcurra entre su recoleccion y su estudio.

12
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Es dificil recolectar saliva bajo condiciones normales, Ia saliva cuya secrecion
se obtiene al masticar cera o ligas de hule, (técnica que se utiliza con frecuencia)
puede ser distinta a la que se produce en presencia de alimentos.

La saliva varia entre individuos asi como en el individuo mismo bajo distintas
circunstancias, por esas razones es imposible dar un célculo cuantitativo satisfactario
de la composicidén de la saliva del hombre.

El contenido total de proteinas en la saliva del hombre es de 300 mg/100 ml.
en promedio y puede variar considerablemente.

L.a concentracién de saliva de pardtida y de la glédndula submaxilar y los
resultados dependen del métado de analisis, ya que cada método considera diferentes
tipos de parametros, tales como el contenido de nitrégeno, enlaces peptidicos y la
cantidad de tirosina y triptéfano.

Tanto en la saliva de la parétida como en la submaxilar se encuentran enzimas
como {a amilasa, cuya actividad es mas elevada en la primera {pardétida) y la lisozima
que es mas elevada en la segunda (submaxilar).

También se encuentran las glicoproteinas (conocidas anteriormente como

mucinas), anticuerpos y huellas de proteinas de la sangre.



ALTERACIONES PATOLOGICAS

) Dentro de las diversas patologias que causan trastornos en la produccion de la
saliva tenemos a los siguientes que son los de mayor importancia:
DIABETES MELLITUS.

La diabetes meliitus es un trastorno del metabolismo de los carbohidratos, los
lipidos y las proteinas, hay un deficit absoluto o relativo de insulina, hiperglucemia en
ayunas, glucosuria y una fuerte tendencia ala aparicion de arteriosclerosis,
microangiopatia y nefropatia (7).

Los cambios en la boca son frecuentemente los primeros sintomas de la
diabetes mellitus, la observacion de estos cambios puede ayudar al médico a
diagnosticar fa enfermedad.

De las distintas &reas de 1a boca el tejido periodontal es el mas afectado por lo
que es el que ha atraido mas la atencién de los investigadores recientemente,
particularmente en los aspectos microbioldgicos e inmunoldgicos. Por otra parte y entre
los cambios reales que se pueden apreciar en el diabético es la xerostomia o boca
seca, que es en simple indicador de la deshidratacidn general por la que esta pasando
el paciente no controlado y esto se establece porque en estos pacientes la estimula-
cién del fiuido salival es reducido.

Los diabéticos controlados no manifiestan algiin cambio cuantitativo en ia saliva,

mientras en las concentraciones de calcio se han establecido que son



considerablemente elevadas en ambas gléndulas estimuladas, parétida y submaxilar,
en comparacién con individuos no controlados.

Un estudio realizado en el laboratorio de biologia estructural del Instituto
Nacionat de Investigacion Dental en los E.U demostrd que cambios marcados ocurren
en las glanduias de ratas inducidas a ser diabéticas con estreptozotocina consistente
en una alteracion intracelular de la organizacién acinar y células estriadas del
conducto. Este trabaje confirmd 1os estudios previos de los cambios de las glandulas
salivales en ratas diabetizadas con aloxana en los cuales se establecio que la amilasa

de parétida disminuyd y la peroxidasa aumento (8).

XEROSTOMIA .

La reduccidn de la secrecion salival, xerostomia, se asocia con muchas
patologias. En raros casos existe ausencia congénita de una o mas de las glanduias
salivales principales o conductos excretores. La mayoria de los casos de xerostomia
parece relacionarse con el uso de medicamentos (antidepresivos triciclicos,
antihistaminicos, farmacos hipotensores y fenotiazinas). La reduccion del flujo salival
se observa en muchos trastornos, en los cuales se desarrolla fiebre o deshidratacién

(9).



SINDROME DE SJOGREN.

EL sindrome de Sjogren es un trastorne crénico inflamatorio que quiza
responda a una etiologia autoinmune, se caracteriza por un conjunto de alteraciones
inflamatorias que incluye queratoconjuntivitis seca, faringoamigdalitis seca, artritis
reumatoide, aumento de tamario de las glandulas pardtidas y en ocasiones de las
glandulas submaxilares y xerostomia.

La etiologia autoinmune esta sustentada por los siguientes hallazgos:

-Autoanticuerpos contra citoplasma de las células de los conductos

excretores salivales en mas del 50% de los casos.

-Artritis reumatoide asociada en mas del 50% de los casos.

-Factor reumatico en mas de! 75% de los casos.

-Frecuentemente asociada con otras enfermedades del tejido conectivo.

-Las glandulas salivales se encuentran afectadas de tamaiio en forma

bilateral o unilateral.

Los sialogramas reveian dilatacion puntiforme, globular y cavitaria de los
conductos principales (sialectasia) a nivel histoldgico es posible apreciar una infiltracién
inicialmente pericanalicular y que se extienden hacia los acinos de manera gradual
hasta que la gldndula es reemplazada por completo por una cantidad de linfocitos,

inmunoblastos, centros germinativos y células plasmaticas.



Las células mioepiteiiales en proliferacion rodean los restos de los conductos
alterados y forman los ilamados “islotes mioepiteliales”. La destruccion irreversible de
acinos glandulares provoca marcada sequedad en las membranas mucosas, y el flujo
salival es inferior al normal. Es posible detectar alteracicnes similares en las glandulas
lagrimales ademas de las salivales accesorias (10}.

El error mas comun en la concepcidn del origen de boca seca es que esta se
debe a ciertas fibras simpaticas, este punto de vista debe ser erradicado, debido a que
esta clase de fibras no existen, la inhibicion se debe a influencias centrales
provenientes de centros mas altos de actividad en los centros salivales, y es por eso
que se suprime la actividad de reflejo. Ambas variaciones se producen en las
terminaciones neuroefectoras y enlas respuestas celulares en diferentes glandulas de
diferentes especies, las células miospiteliales son generalmente contraidas por ambos
nervios simpatico y parasimpético. Los vasos sanguineos también tienen una
inervacién dual pero los impulsos parasimpaticos causan vasodilatacion como parte
de fa secrecion, En donde las fibras vasoconstrictoras del simpatico son parte de un
sistema de control vascular mas generalizado y no parte directa de un modo de

secrecion refleja simpatica (11).

SINDROME DE MIKULICZ. .
No todas las hipérplasias de las glandulas salivales abedecen a tumores. En

1888 Mikulicz describio un caso que se referia a una tumoracién bilateral indolora de



las gléandulas salivales y lagrimales, cuyo examen histoldgico evidencié un filtrado
masive de tejido linfoide. El termino "sindrome de Mikulicz" es empleado por algunos
para indicar que la hiperplasia de las glandulas salivales (con o sin compromiso de las
glandulas lagrimales) se halla relacionado con dicho tipo de proceso generalizade, y
reservan el de “enfermedad de Mikulicz" para los casos de lesiones linfoepiteliales
benignas de parétida en los cuales ocurre compromiso glandular en ausencia de

trastorno sistémico alguno. (12)

ENFERMEDADES DE GLANDULAS SALIVALES POR RADIACION.

Los pacientes que reciben niveles tumoricidas de radiacién por cancer de
cabeza y cuello con frecuencia desarrollan una gran variedad de aiteraciones
inmediatas, intermedias y de larga duracion en tejidos y estructuras aledafias a la zona
radiada.

Cuando la radiacién pasa por las glandulas salivales se producen alteraciones en el
volumen, viscosidad y pH, asi como de los componentes orgénicos e inorganicos de
la saliva.

A medida que el nivel de radiacién aumenta, disminuye el flujo de saliva. La
porcidn serosa de la glandula es la que mas se afecta y que primero se pierde. Las
células mucosas son mas resistentes por lo que se afectan después que las células
serosas, pero antes que la de los conductos y persisten durante un periodo mayor. Las

glandulas menores sufren cambios similares a las mayores, pero de menor intensidad.
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Durante {a radioterapia y unos pocos meses después, puede producirse re cuperacion
de algunas de {as funciones glandulares. Sin embargo el proceso de regeneracién es
lento.

Un porcentaje de los pacientes expuestos a 6000 rad. (6000 cGy) o mas,
desarrolla xerostomia grave y en estos casos no solo disminuye e volumen de fa
saliva, también aparecen alteraciones cualitativas en ia viscosidad, pH, concentracion

de inmunoglobulina y electrélitos, que causan aumento de la placa bacteriana (13).

CARCINOMA ANAPLASICO.

£l carcinoma anaplasico se denomina también adenocarcinoma indiferenciado
o sdlido o carcinoma de células de transicidn constituye el 1 % de los tumores
salivales mayores como en los menores. £s uno de los tumores mas malignos de las

gléndulas salivales (14).

ADENOMA PLEOMORFICO.
(Tumor mixto benigno de las glandulas salivaies).

El adenoma pleomdrfico es un tumor benigno que se origina en las glandulas
salivales; proviene de las células epiteliales de los conductos y su patron es variable
(pleomdrficos). L.a mayor parte de las lesiones emanan de la pardtida, comprenden el

75 % de los tumores parotideos (15).

20



CARCINOMA DE CELULAS ACINICAS.

Es un tumor caracteristico de las glandulas salivales que afecta sobre todo a
las mayores y en especial a la pardtida. Se origina en las células de reserva ductales,
aunque hay evidencia que indica que las células acinicas por si mismas retienen el
potencial de transformacién neoplésica, representa el 14 % de los tumores de la
glanduia parétida, 9 % de los carcinomas de las gléndulas salivales y en 3 % de los

casos afecla en forma bilateral la parétida (16).

SIALADENITIS,

El termino sialadenitis se refiere a la inflamacién de las glandulas salivales. Se
clasifica en bacteriana y obstructiva.

La sialadenitis bacteriana ocurre en nifios y ancianos principalmente y produce
recurrentemente aumento de tamaiio y dolor en la gléndula afectada, la superficie de
la piel que la cubre puede ser roja-lechosa y al presionar la glandula puede haber
descarga purulenta por el orificie del conducto. E! estreptococe viridans puede estar
relacionado con la lesidn en el paciente geriatrico.

La sialadenitis obstructiva es la forma mds comUn, y esta relacionada con
piedras salivales (sialolitiasis) o depésitos de moco. En estos casos el conducto de la
glandula esta muy inflamado.

En la sialadenitis obstructiva ocurre en una edad media. Los hombres son los

mas frecuentemente afectados que las mujeres. En orden de frecuencia las glandulas
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involucradas son la submaxilar (75 %), pardtida (20 %) y la sublingual (5-%). La
gléndula involucrada estd aumentada de tamafio y es dolorosa; pero estos sintomas

son especialmente fuertes antes, y durante las comidas (17).

SIALOGOGOS
Sialogogo:(de sialo, y del griego agogos, conductos)

Agente medicamentoso que aumenta la secrecién de la saliva. Si la cantidad de la
saliva es menor a la normal la cual puede suceder a consecuencia de varias
enfermedades o intoxicaciones, estan indicados ciertos procedimientos o
medicamentos que regulan la secrecién. El mds comuin de los procedimientos
utilizados es sencillamente masticando goma, beber pequefias cantidades de agua
fresca o acidulada con jugo de limén o fumar un cigarrillo. Cuando estos
procedimientos no hallan dado resuitado se debera recurir al yodo y principaimente
alos sialogogos de los cuales los de mayor importancia son la pilocarpina, el carbacol,
y el isoproterenol {figura 3) (18).

PILOCARPINA.

La pilocarpina se extrae de especies de pilocarpus y puede obtenerse como
nitrato y clorhidrato. Sus acciones mas netas estriban en causar salivacion y sudacion,
se emplea a veces para tratar el glaucoma, gracias a su accion micética y para
contrarrestar la midriasis producida por [a atropina. Las dosis elevadas de pilocarpina
tienen accién estimulante, seguida de un etapa depresora sobre el sistema nervioso

central.
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ISOPROTERENOL.

Este p suele denomi e isop ina, o Isopropilnoradrenalina. el
preparado de una copea es i compuesto recémico. En Estados Unidos se le
denomina isoproterenol. E! isoproterencl no es i poria i

ni es captado por neuronas adranergicas, pero si lo es extraneuronalmente; entonces
es convertido rapldamente en el derivado 3-metoxi-beta por accién de la
catacol-o-metiltransferasa g’_lgs tgjidos (j_g); o

ClGH WM GHICHy 2

l\w oM

NN

[

[ i

CHs — CHy N CHy

Figura 3. Formulas de algunos sialogogos. a) Isoprotereno! b} Pilocarpina.

(fig-3)
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POLIAMINAS.

E! descubrimiento de la funcién de las poliaminas, putrescina, espermina y
espermidina  (figura 3) en relacion con diversos procesos tales como crecimiento
celular, multiplicacion y diferenciacion ha despertado gran interés para su estudio en
diversas dreas de la investigacion, estas moléculas a semejanza de los &cidos nu-
cleicos se encuentran ampliamente distribuidos en los sistemas vivientes, lo que
significa que su presencia es esencial para la realizacion de los procesos de ia funcién
celular, La presencia de poliaminas se reportd en el pancreas, una glandula con
funciones exdcrinas y enddcrinas. Estas moléculas se producen en los islotes de
langerhans y su funcidn ha sido relacionada con la sintesis de la insulina entre otras

(20).

Por otro lado existen varios estudios que sugieren que Ias glandulas salivales
son drganos con una funcién doble, una digestiva y la otra probablemente endocrina,
similar a la que desempena el pancreas. El descubrimiento reciente de que las
glandulas salivales son érganos que sintetizan numerosas sustancias no digestivas
como reninas, calicreina y glucagén hacen pensar que existen elementos celulares

especializados que se encargan de la sintesis de estos productos.
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Recientemente un nuevo tipo de células denominadas microgranulares ha sido
descrito en la giandula submandibular como posible sitio donde se sintetiza el glucagon
{21).

La conceniracion de las poliaminas ha sido determinada en las glandulas salivales en

los fldidos de la cavidad bucal.

GENERALIDADES SOBRE POLIAMINAS.
Las poliaminas fueron descubierias por Antoni van Leeuwenhoeck en
1678 cuando se enconiraba estudiande semen humano y observo la
formacion de cristales (espermina).
Nicolas Vauquelin en 1791 observé estos cristales en el semen y
confirmo su insolubilidad en agua y etanol concluyendo que eran fosfate
de caicio.
Boeticher en 1895 sefald que estos cristales estaban formados por
proteinas.
Schreiner en 1878 dijo que estos cristales eran sales de fosfato de un
compuesto organico simple.
Finalmente en 1906 Otto Rosenheim descubri6 la formula y estructura

de espermina y la putrescina (22).
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Posteriormente se aislaron la espermina, la putrescina y la cadaverina también
de tejidos de animales frecuentemente en estado de putrefaccién. En la actualidad se
sabe que la distribucidn de las poliaminas es universal.

En los mamiferos la sintesis de las poliaminas se lleva a cabo a partir de la
omitina. La cual es descarboxilada por la ornitina descarboxilasa (ODC) para formar
putrescina, precursor de la espermidina y espermina.

Ofras enzimas que participan en la sintesis de poliaminas son la espermidina
y la espermina sintasas y la S-adenosi! metionina descarboxilasa (SAMD). L.a omitina

Qisponible para estas reacciones proviene de! plasma ademas de la que se forma
en las células por la accién de la arginasa, una enzima del ciclo de la urea, que
tradicionalmente ha sido estudiada en el higado, pero su presencia ha sido demostrada
en otros tejidos extrahepaticos. En la degradacion y 1a transformacion de estas

moléculas participan otras enzimas denominadas aminodxidasas (23).

H,N-CH,-CH,-CH,-CH_-NH,
PUTRESCINA
H,N-CH,-CH,-CH,-CH,-HN-CH-CH,-CH,-NH,
ESPERMIDINA

H,N-CH,-CH,-CH,-HN-CH,-CH,-CH-CH,-HN-CH_-CH,-CH,-NH,

ESPERMINA

(n.34) (24)
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ARGINASA EN SALIVA,

La arginasa ha sido aislada y caracterizada de saliva humana.

Esta enzima es dependierte de manganeso y a semejanza de la arginasa de
otros tejidos, su actividad es maxima a un pH de 9.6-9.8 y tiene una Km para arginasa
de 4.2+0.7 mmolf.

En saliva narma!l sclamente se encuentra una forma cuyas propiedades son
idénticas a la arginasa de higado y células sanguineas (25).

La actividad de la arginasa en individuos sanos varia entre 0.6 + G.06 y 0.11
uU/mg. prot. y es mayor en la saliva de heterocigotos.

Recientemente se ha encontrado arginasa en pulpa dental y se estudio en
diferentes estadios dei desarrolio dentat humano (26).

REGULACION DE PROTEINAS SALIVALES.

Estudios previos han mostrado que varios factores como la induccion de
diabetes por aloxana, adrenalectomia o remocién del complejo tiroideo-paratiroideo
puede influenciar en el rango del flujo de la concentracion proteinica de la composicidn
de [a saliva parotidea de rata. Esté estudio fue tamado como base para expliorar mas
alla fa influencia de los glucocorticoides v fa tirdxina de la saliva pardtidea de rata en
animales hormonalmente intactos en comparacion con animales que han sido tratados,
las ratas aduitas macho han sida tratadas con 10 microgramos de dexametasona por

cada 100 gramos de peso por 8 dias, mostraron un 75 % de reduccién en el volumen
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de secrecién de la saliva parotidea, en respuesta a estimulos uniformes. La
concentracidn de la proteina fue incrementada en tres capas {superficiales).

La electroforesis en gel de poliacrilamida dodecit sulfato de sodio ha permitido
demostrar una relativa reduccién en proteinas acidicas ricas en prolina y una proteina
identificada como fraccién V. Mientras que la amilasa se incrementa. La aparicion en
el microscopio electrénico de los granulos es marcadamente diferente de los del
control comparados con aquellos granulos que exhiben una periferia densa con una
reminicencia de granulos con apariencia electroliicida. En contraste las ratas tratadas
por 8 dias con 20 ug de tiroxina por 100 g de peso mostré un 50 % de incremento en
ef volumen de la saliva recogida, en respuesta a los estimulos de secrecion. Aunque
la concentracion de proteina no fue diferente de aquella del control. E! gel
electroforético mostré un relativo incremento en las protainas ricas en prolina acida

bésica y una reduccién en la fraccién V {27).

SIALOGOGOS Y SINTESIS DE POLIAMINAS EN GLANDULA PAROTIDA.

Se ha reportado que la secrecidn de amilasa en glandula parétida de rata es
estimulada por varias drogas entre las que destacan los agonistas adrenérgicos y
colinérgicos.

Los efectos de los agonistas adrenérgicos como el iscproterenol son mas
frecuentes que aquellos de los agonistas colinérgicos (metoxamina y fenilefrina) y tos

agonista colinérgicos (carbacol y pilocarpina).
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La sintesis de la ODC y de la SAMD, dos enzimas involucradas en la sintesis
de poliaminas es significativamente activada por los sialogogos en forma paralela ala
secrecion de amilasa y la velocidad de sintesis de DNA.

Esta informacién ha sido obtenida de algunos experimentos realizados “in vitro"
en los que ha sido estudiado el efecto de los diferentes sialogogos sobre la respuesta
proliferativa de células de parotida cultivadas.

El orden en que los sialogogos inducen a la actividad de ambas descarboxilasas es

(28).

" Isoproterenol > carbacol > metoxamina = pilocarpia "
Lainduccion de [as actividades enzimaticas es dependiente de Ia concentracion

y del tiempo. El carbacol requiere de una incubacién minima de 4 hrs. para
estimulacion maxima de ODC.

El metabolismo de poliaminas también ha sido estudiado en glandula parétida
de rata después de ligar los conductos unilateralmente por periodos de 5 hrs. a 5
meses. Se observd un ligero incremento en el peso y en la gléndula durante las
primeras 24 hrs., después el peso disminuye gradualmente siendo menor del 50 %
alos controles en 5 meses. La ODC se incrementd alcanzando valores altos en 3 dias
y 3 semanas, sin embargo el contenido de putrescina se observé que alcanzé el valor
mds alto a las 24 hrs.; una notable reduccién en los contenidos de espermidina y
espermina fue observada un dia después de la ligacion por todo el tiempo de

observacion.
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Los resultados sugirieron que ocurrid un metaboiismo de poliaminas inverso,
esto es que la espermina se convirtid en espermidina la cual se convirtid en
putrescina (29).

La incubacidn de rebanadas de glandulas submaxilares con isoproterenal 50
uM. 1040 min. estimula la secrecion de mucina e induce un incremento de 3 a 4
veces en la concentracién de las poliaminas, putrescina, espermidina y espermina.
Cuando se administra alfa difluorometilornitina, un inhibidor especifico de 1a ODC se
suprime el incremento inducido por el isoproterenol y se inhibe la secrecién de mucina.

La putrescina exdgena restablece los niveles de poliaminas tisulares y revierte
parcialmente el efecto inhibitorio de la difluorometilornitina sobre la secrecién de
mucina. El incremento rapido en ios niveles de poliaminas parece mediar la secrecidn
de mucina estimulada por isoproterenol en la glandula submaxilar de rata (30).

La actividad de la ODC y la concentracién de poiiaminas también ha sido
determinada en las glénduias salivales después de haber sido estimulados los nervios
simpaticos y parasimpaticos por 3 hrs. Se ha observado que la aclividad se reduce
marcadamente en animales con ayuno de 24 hrs., disminuyendo también la actividad
nerviosa de las glandulas salivales. La actividad de la ODC ha sido relacionada con

la sintesis de macromoiéculas (31).

TRIACILGLICERIDOS
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Los ésteres de acidos grasos y de alcohof se les designa a veces, como "grasas
neutras" cuando los tres grupos hidroxilo de la glicerina se hallan esterificados con
acidos grasos, la estructura se llama tracilglicérido (aunque tradicionalmente se ha
utilizado el nombre de "triglicéride” para designar a estos compuestos cosa que ya no
debe hacerse).

Los triacilglicéridos constituyen la familia mas abundante de los lipidos y los
principales componentes de los lipidos de reposo o de reserva de las células animales
o vegetales. Los triacilglicéridos que son sdlidos a temperatura ambiente, se les
conoce generalmente por "grasas”, y los que son liquidos por "aceites” (32).
BIOSINTESIS DE TRIACILGLICERIDOS.

La biosintesis de los triacilglicéridos es un proceso metabdlico muy activo en los
animales, particularmente porque su capacidad de almacenar triacilglicéridos es muy
grande. En los seres humanos solamente pueden almacenarse unos cuantos
centenares de gramos de glucégeno en el higado y en los musculos, es escasamente
lo suficiente para atender las necesidades energéticas del cuerpo durante unas doce
horas, contrasta con eilo el que la cantidad total de triaciiglicéridos almacenada en el
humano de contextura ﬁedia sea de 12 kg, cantidad suficiente para satisfacer sus

necesidades energéticas basicas durante un periodo prolongado de 8 semanas (33).
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Con base en lo anterior consideramos importante estudiar el efecto del
isoproterenol sobre la actividad de arginasa en las diferentes glandulas salivales bajo
la siguiente hipétesis.

HIPOTESIS.

La administracién de isoproterenol es capaz de inducir un incremento en
la actividad de arginasa, una enzima que provee de sustrato para la biosintesis de
poliaminas.

OBJETIVO.

Medir la actividad de arginasa, proteinas y peso seco en glandulas salivales de
ratas normales, ratas diabetizadas con aloxana y ratas diabetizadas tratadas con
isoproterenol a diferentes tiempos. Determinando ademas, para evaluar el estado
diabético de los animales niveles de glucosa y triacilglicéridos de ratas diabéticas a las
96 horas.

MATERIALES.

Se emplearon ratas macho adultos de ia cepa Long Evans, de 4 a 5 meses de
edad y de 300 mas menos 30 gramos de peso.

GRUFPOS.

Grupo 1. Ratas control 0.154 M Na Cl (n=5).

Grupo 2. Ratas a las que se les indujo diabetes con aloxana 96 horas.

Grupo 3. Ratas a las que se les indujo diabetes con aloxana 192 horas.

Grupo 4. Ratas diabéticas (192 horas.) més isoprotereno! 20 minutos.
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Grupo 5. Ratas diabéticas (192 horas.) mas isoproterenol 6 horas.

A las ratas se les administrd solucidn salina 0.154 M, ya que esta solucién fue
utilizada como vehiculo.

A los grupos del 2 al 5 se les indujo diabetes con 120 mg de aloxana/Kg. de
peso por via endovenosa y los grupos 5 y 6 fueron tratados con el isoproterenol (30
mg/kg) por via parenteral a los 20 min. y & h. posdiabetizacion (192 h.).

Todos tos grupos fueron sometidos a ayuno de 18 horas, antes de! estudio.

Los animales que se trataron a los 20 min. fueron inyectados previamente con
dehydrobenziperidoi (solucion inyectable de 50 mg/Kg.) como tranquilizante a una
dosis de 2.5 mg/Kg. de peso.

Después de 15 min. aplicamos ketamina (solucién inyectable de 50 mg/mi.)
como anestésico a una dosis de 50 mg/Kg de peso y se dejaron transcurrir 15 min. y
después se realizd la diseccion comenzando por la linea media. Las ratas cuyo
tratamiento fue a las 6 horas, fueron anestesiadas de la misma forma 20 min. antes
de! sacrificio.

Posteriormente se procedié a disecar las glandulas salivales colocandolas en
solucién salina sobre hielo. Una vez que se eliminaron restos de tejido adiposo
procedimos a pesarlas, posteriormente se homogeneizaron en solucién salina en
una proporcién de 20 % por el total de peso, inmediatamente después se separaron

las alicuotas para las diferentes determinaciones programadas.
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METODOS

DETERMINACION DE GLUCOSA EN SUERO SANGUINEO.
Test-Combinacion. Glucosa GOD-POD. Boehringer Mannheim.

Gmbh, Mannheim, Alemania occidental.
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA.

El peréxido de hidrégeno producido por la reaccidn enziméatica de glucosa
reacciona en presencia de peréxido reductasa (POD) con 4 aminofenazona y el fenol
por acoplamiento oxidante forma 4 (-p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + agua.

La cantidad de cromdgeno formado es proporcional a la concentracién de
glucosa.

CONTENIDO DEL REACTIVO.

Cuando el reactivo es reconstituido de acuerdo con las instrucciones, las

concentraciones aproximadas de los ingredientes son:
Amortiguador de fosfato 400 mmlif, D 7.0

Oxigeno 1-oxidorreductasa (GOD) 8U/ ml.

Peréxido reductasa (PAP) 1.4 U/ml.
4-aminofenazona 0.77 mmolft.
Fenol 11 mmifl.

PREPARACION PARA EL REACTIVO.
Disolver el contenido del frasco que contiene el amortiguador con enzimas con
500 m!. 0 1000 ml. de agua destilada seguin sea el caso y afiadir 10 0 20 ml. del frasco

que contiene fenol. Dar vueltas suavemente. No agitar.
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ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO.

El reactivo no reconstituido debe ser almacenado entre 2 y 8 grados
centigrados y puede ser usado hasta la fecha de expiracién indicada en la etiqueta.

El reactivo reconstituido se mantiene estable por 4 semanas a 4 grados
centigrados y 5 dias entre 15 - 25 grados centigrados en frasco color ambar.
RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

La glucosa se reporta como estable por 24 horas a 25 grados centigrados; o por
siete dias a 4 grados centigrados si se afiade un inhibidor de ia glicdlisis (NaF fluoruro
de sodio, KF, fluoruro de potasio). Este reactivo es Util en la determinacion de glucosa
en suero o plasma de animales en ayunas, para {o que se recomienda separar los
componentes celulares inmediatamente.

MATERIAL REQUERIDO.

Equipo de reactivo para glucosa.

Esténdar de glucosa _de 1 mg/ml en solucién salina 0.9 %
Pipetas de precision.

Tubos de ensayo.

Celdillas para colorimetro.

Agua destilada o desionizada.

PROCEDIMIENTOS.

Longitud de onda : 530 nm.

Temperatura de incubacién: 37 grados centigrados
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temperatura de medicién: 25 grados centigrados
Tiempo de reaccién: 10 minutos.

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 ul. de! reactivo a los tubos, mezclar e incubar por diez minutos a
37 grados centigrados en la obscuridad.

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

BLANCO ESTANDAR PROBLEMA
AGUA 0.01 m| - -
ESTANDAR - 0.01 mi -
PROBLEMA - - 0.01 ml
REACTIVO 1.0mi 1.0ml 1.0m!

CALCULTS.

La concentracion de glucosa se calcula corno sigue:

Absorbancia problema - blanco
(glucosa) = 100 (mg/di)

Absorbancia estandar - blanco
PRECAUCIONEZS.

El reactivo no reconstituido de enzimas, contiene azida de sodio como
conservador. Se debe evitar por lo tanto el contacto con la piel y mucosas. L a

ingestién de grandes dosis puede provocar vasodilatacion.
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El reactivo que contiene fenol, es venenoso si estd en contacto con la piel o es
ingerido. causa cauterizacion. En caso de contacto con la piel lavar con polietilenglicol

400.
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DETERMINACION DE TRIACILGLICERIDOS EN SUERO SANGUINEO,

Reactivo Triacilgliceridos Color. {Gilford Systems, 132 Artino Street, Oberlin, Ohio.
U.SA.)
FUNDAMENTO.

El glicerol producido por la hidrdlisis enzimatica de triacilgliceridos es fosforilado
por adenosinanitrofosfatasa (ATP) para producir 1-glicerofosfato y ADP en la reaccién
catalizada por gliceroquinasa (GK). La glicerofosfatodeshidrogenasa (G-1-PDH) cataliza
la oxidacidn de 1-glicerofosfato en presencia de nicotinamida adenina dinuciedtido
(NAD) para producir NADH {nicotinamida adenina dinucleotido reducido) que es
usado para reducir la anilina de cloruro de 2-tretrazolio (iodofenil-p)-3-(nitrofe-
nil-p)-5-fenil (INT) a formazan en la reaccion catalizada por diaforasa. El formazan
absorbe 1a luz a 530 nm. La intensidad del color formado es proporcional a la
concentracion de glicerot y por tanto, a la concentracion de triacilglicéridos.
CONTENIDO DEL REACTIVO,

Cuando el reactivo reconstituido esta de acuerdo con las instrucciones, las

concentraciones aproximadas de los ingredientes del reactivo son las siguientes:

ATP 1.0 mmolA.
NAD 1.2 mmot/l.
INT 1.0 mmolf.

GK (microbiana) 120 Ut

38



G-1-PDH 3500 Un

Diaforasa 450 UA.

Lipasa (microbiana) 1x10%5 UA

Amortiguador (pH 7.7)
PREPARACION DEL REACTIVO.

Reconstituir los frascos del reactivo para triacilglicéridos {color) 6.5, 15.5 0 50
con 6.5 ml, 16,5 mi o 50 m! de agua destilada o desionizada respectivamente. Dar
vuelta ligeramente para disolver. No agitar.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO.

El reactivo no reconstituido debe ser almacenado entre 2-8 grados centigrados
y puede ser usado hasta la fecha de expiracion de la etiqueta.

El reactivo reconstituido se mantiene estable por 8 hrs. a temperatura ambiente
(18 a 25 grados centigrados) o por § dias refrigerado de (2 a 8 grados centigrados)
cuando esta protegido contra la iuz.

RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS.

Puede usarse suero o plasma obtenido de los animales en ayunas.

Los anticoagulantes tales como EDTA, oxalato o heparina no causan inhibicion.

Una hemdlisis moderada no afecta significativamente los resultados obtenidos
en esta prueba.

No debe usarse citrato de sodio.
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Para la obtencidén 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 ias

muestras.
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DETERMINACION DE ARGINASA.

La actividad de la arginasa se mide indirectamente midiendo la concentracién
de urea.
Fundamento de la prueba.

Para medir el contenido de urea se utiliza una modificacién del método
propuesto por Geyer y Dabich.
Contenido.
Reactivo colorido. Extracto acuoso de una solucidn que contiene 2.4 mM de
tiosemicarbazida y 4.1 mM de 2-3 butanodienmonoxima.
Reactivo &cido. (se prepara al momento de usarse) 0.1 ml de cloruro férrico 0.12 mM
en &cido fosfdrico al 56.7 %. Esta alicuota se lleva a un volumen de 100 ml. con acido
sulfdrico at 20 %.
Procedimiento.

Para determinar Ia actividad de arginasa se hicieron previamente mediciones
a diferentes valores de pH. Con lo que se pudo establecer la condicion de medida
optima para la enzima de cada gléndula: Para esto se toman 0.2 mi de
homogeneizado y se le agregan 0.5 ml de buffer (MnCl, 0.2 mM en Tris HCI 0.04 M
previamente ajustado para obtener la actividad maxima de la enzima y solucién salina
al 0.9 % y pH para diferente para cada gléndula.(cuadro 1). Se incuba a 55 grados

centigrados durante 1 hora, se centrifuga durante 10 minutos a 3000 rpm se toma de!
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sobrenadante una alicuota para hacer una dilucion 1:10, de la dilucién anterior se
toman 0.9 ml y se le agrega 0.1 mi de una solucién de arginina 0.04 M pH 9.4 que
contiene glicina 0.15 M, se incuba a 37 grados centigrados por 15 minutos, e
inmediatamente se pone en bafio de agua hirviendo durante 15 minutos, se toman las
alicuotas y se completa a un mililitro con agua destilada, se agrega a esta muestra 1
mi de reactivo colorido y 2 ml de reactivo dcido, se mezclan y se cubren los tubos. Se
calientan a 92 grados centigrados durante 25 min. posteriormente se enfrian y se lee
la absorbancia a 530 nm.(cuadro 2).
Las muestras, el blanco y la curva estandar se hacen por duplicado.

A lalectura de la muestra se le resta la lectura del blanco de forma que la absorbancia
se interpola en una curva estandar contra la concentracién de urea en ug. Teniendo
los microgramos de urea, estos se relacionan con los microgramos de tejido que se
tienen al final de todo el procedimiente, partiendo de la concentracidon inicial dei
homogeneizado. EI factor obtenido ug urea/ug de peso humedo (tejido} se relaciona

con la concentracidn de proteina.

Cuadro 1.

GLANDULA. pH
PAROTIDA 11.0

SUBMAXILAR 8.5

SUBLINGUAL 8.5
VON EBNER 10.0
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Cuadro 2.Procedimiento que se sigue para la determinacién colorimétrica de urea.

UREA AGUA MONOXIMA CLORURO
mcg {ml) TIOSEMICARBAZIDA (ml) | Fe {ml)
B8LANCO 0 1 1 2
1 1.5 0.9 1 2
2 3.0 038 1 2
3 4.5 0.7 1 2
4 6.0 0.6 1 2
5 7.5 0.5 1 2
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DETERMINACION DE PROTEINAS.

Método de Lowry para determinacion de proteinas con el reactivo de Folin-Ciocalteu
(34).
FUNDAMENTO:

Desde que fue propuesto el reactivo de Folin para la determinacion de
proteinas, se han reportado numercsas modificaciones analiticas en cuanto a su
procedimiento de utilizacion. Se han estudiado las peculiaridades y limitaciones de este
reactivo en cuanto a efectos a diferente pH, tiempo de reaccién, concentracion de
reactivos y sustancias que interfieren.

Existen dos pasos que dan origen al color final con la proteina:

a) La reaccion con el cabre en alcali.
b) La reduccion del reactivo fosfomolibdico-fosfotungstico por fa protelna tratada con
el cobre.
RACTIVOS:
1.- Solucién 1
Hidroxido de sodio al 2 %
Tartrato doble de sodio y potasio al 0.02 %
2.- Solucién 2
Solucion al 0.5 % de sulfato de cobre ; agua destilada.
3.- Solucién 3

Se mezclan 50 volimenes de la solucién uno en 1 volumen
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de la sojucién dos al momento de usarse.
4.- Reaclivo de Folin- Ciocalteu (diluido).

5.- Solucién esténdar de albtimina bovina 0.2 mg/m! .

Cuadro 3. Procedimiento que se sigue para hacer una curva de proteinas {Lowry).

ALBUMINA | AGUA MEZCLA REACTIVO
mcg (ml) CUPROALCA | FOLIN (ml)
LINA(mI)
BLANCO. ! 0.5 2 0.2
20.0 0.4 2 0.2
2 40.0 0.3 2 0.2
3 60.0 0.2 2 0.2
4 80.0 0.1 2 0.2
5 100.0 0.0 2 0.2
APARATOS

1.- Colarimetro.
2.- Bafo de 37 grados centigrados.
3.- Centrifuga.
4.- Vortex.
PROCEDIMIENTO
Se toman 0.1 ml. de homogeneizado y se le agregan 0.5 ml. de hidréxido de
sadio 1 N, se incuba a 37 grados centigrados durante 30 minutos. Se centrifuga a

3000 rpm y se toma una alicuota dei sobrenadante para hacer una dilucion de 1:10.

45



Se toman las alicuotas segln el tipo de glandula y se completa a 0.5 ml. con agua

destilada. Hecho lo anterior se agrega 2 ml. de la solucién 3 y se deja reposar durante

10 minutos. Después se agregan 0.2 ml. del reactivo de Folin y se deja reposar

durante 20 minutos, de forma que pasado este tiempo se lee la absorvancia a 530

nm.

Las muestras, blanco y curva estandar se hacen por duplicado.

CALCULOS :

La unidad en 12 que fue reportada la cantidad de proteina en el tejido fue la siguiente:
mg. prot/ mg. de tejido.

A la lectura de la muestra se le resta la lectura del blanco de mode que la
absorbancia resuitante se interpola en la curva estandar de absorbancia contra
concentracion de proteinas en ug.

Teniendo los ug. de proteinas se relaciona con los ug de tejide que se tienen
al final de todo el procedimiento partiende de [a concentracién inicial del

homogeneizado. Teniendo €! factor de ug. de prot/ug. de tejido (peso huimedo).
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DETERMINACION PESO SECO.

Determinacidén rapida del peso seco por colorimetria (35).
FUNDAMENTO :

Es un método colorimetrico rapido y preciso para la determinacion del peso seco
de muestras biologicas. EI método consiste en hacer reaccionar las muestras en una
solucidn aitamente acida de dicromato de potasio durante 20 minutos a 92 grados
centigrados y enseguida determinar la densidad dptica del producto formado a 630
nm.

Las ventajas de este procedimiento son las siguientes:

a) Requiere de un minimo de tiempo para la determinacién.

b) Su mayor sensibilidad y exactitud se obtiene usando equipo esténdar del
laboratorio.

c) El método es insensible a compuestos inorganicos y por lo tanto puede ser
aplicado a homogeneizados de tejidos preparados en soluciones inorganicas.
DESVENTAJAS:

a) Eldicromato reacciona especificamente con grupos que contienen carbono.
REACTIVOS :

1.- Solucién de dicromato de potasio en acido sulfirico concentrado.
1 g. de Dicromato de potasio.

50 ml. de Acido Sulfurico Concentrado.
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calentar a 70 grados centigrados.

2.- Sclucion estdndar de manosa 0 manital 2 mgimi.

APARATOS.
1.- Parrilla eléctrica.
2.- Calorimetro.

3.- Vortex.

PROCEDIMIENTO :

Se toman 0.05 ml. del homogeneizado y se completa a 1 mi. con agua
destilada. Una vez hecho esto se agregan deslizando por fa pared de} tubo 2 mi. de
la solucién del dicramato de potasio en acido sulfirico y se mezclan, se deja enfriar
y se lee la absorbancia a 660 nm.

Las muestras, e} blance y la curva estandar se efaboran por duplicado.
CALCULOS :

La cantidad de peso seco se repora como :

ug peso seco/mg de tejido humedo.
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A la leclura de la muestra se le resta ia lectura del blanco de modo que la
absorbancia restitante se interpola en una curva estandar de absorbancia contra
concentracién de manasa manitol.

Cuadro 4. Procedimiento para determinar peso seco.

MANITOL AGUA SOLUCION
meg (ml) OXIDANTE
BLANCO 0 1.0 2
1 400 08 2
2 800 06 2
3 1200 0.4 2
4 1400 0.2 2
5 2000 0.0 2

Teniendo los ug. de peso seco se relacionan con los ug. de
tejido que resuitan del procedimiento dado partiendo de la concentracion originai dei
homogeneizado.

Lo que se expresé como:

ug. de peso seco /mg de tejido himedo.
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DIAGRAMA DE PROCESAMIENTO DE TEJIDO.

CORTROL DIABETES . DIABETES
(6 0 ) (192 hy

" |SOPROTERENOL.

20 min. 8h.

ANESTESIA

SACRIFICIO

SANGRE GLANDULA SALIVALES

GLUCOSA TRIGLICERIDOS ARGINASA PESQ SECO

PROTEINAS

50



RESULTADOS.
INDUCCION DE DIABETES.

La administracion de aloxana a una dosis de 120 mg/kg de peso fue capaz de
inducir hiperglucemia a las 96 horas como se pudo ver por los valores de glucosa en
el suero, los cuales fueron significativamente diferentes (P<0.005). Para el grupo
control de 135.41%10 mg./dl y para el grupo diabético de 363.87+52.03 mag/di (n=7).
Los valores de triacilgliceridos también fueron modificados de 47.18+5.53 mag/dl en el
grupo control a 70.83+ 21.46 mg/dl (n=7), para el grupo tratado con aloxana,
corroborando el estado diabético Tabla 4.

Por lo que es este se establecidé como dptimo para estudiar los efectas de la

diabetes quimicamente inducida sobre las diferentes glandulas salivales de ratas.

PERDIDA DE PESO CORPORAL A LAS 96 Y 192 HORAS.

Con relacion al peso de las ratas se observo una disminucién en el grupo de
animales tratados con aloxana después de 96 horas, al compararlos con ratas
normales. Cuando se analizaron los datos de peso en forma individual se observo
para la rata 1 un cambio de 336 a 298 g, larata 2de 337 2 302 g , en |a rata 3 de
3012268g enlaratadde 328a291¢g,enlarata 5de 307 a 27149, enrata 6de
332 2279 ¢, entodos los casos la perdida de peso fue considerabie (Ratas normales

323.5415.55, Diabélicas 96 horas 284.33+14.24) Tabla 1.
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En el grupo de ratas sacrificadas a las 192 horas observamos el mismo
comportamiento con relacion a la pérdida de peso. A si en !a rata 1 donde el cambio
fue de 328 a 246 g, seguia el mismo comportamiento de disminucion de peso en
relacién con el grupo de 96 horas, en fa rata 2 de 336 a 272 g, en la rata 3 de 310
a256g,enlarate4de313a266g,enlarata5de327a2759,yen laratabde
307 a 223 g, en todas las ratas la perdida de peso fue significativa (Ratas normales

320.16411.72, Diabéticas 192 horas 258+16.26) (Tabla 2.)

PESO DE GLANDULAS.

Se pudo observar una perdida de peso en las glandulas de las animales
tratados con aloxana en relacion al peso de las glandulas normales.

En la Glandula Pardtida (n=10) el cambio fue de 610.20+108.80 a
523.03+198.45 mg.

En la glandula submaxilar (n=10) de 646.39:39.07 a 543.15x12.14 mg.

En ia glandula sublingua! (n=10) de 183.52+43.08 a 103.10+£21.13 mg.

En la glandula de von Ebner (n=5) de 79.22+16.16 a 118.22+46.06 mg. (Tabla
5).
CONCENTRACIONES DE PROTEINAS.

Las concentraciones de proteinas totales de los grupos de ratas normales y

ratas diabéticas en Ias glanduias parétidas (n=10) fueron en promedio de 86.27+27.10
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mg. de prot./mg de tejido para ratas normales y mostrando un descenso significativo
de 50.20+20.37 mg. de prot./mg de tejido en diabéticas a las 96 horas.

Enlas glanduias submaxilares (n=10) se presentd el mismo patrén 110.62465.04
mg. de prot./mg de tejido en el grupo de ratas control y 46.59+9.82 mg. de prot./mg
de tejido en el grupo de ratas diabéticas,

En las glandulas sublinguales {(n=10) 94.94+11.78 mg. de prot./mg de tejido
en grupo de ratas normales y 40.60+ 9.22 mg. de prot./mg de tejido en el grupo de
ratas diabéticas siguiendo un patrén similar.

Las glandulas de von Ebner {n=5) 130.68+19.14 mg. de prot./mg de tejido en
el grupo de ratas control y 30.39+2.54 mg. de prot./mg de tejido para el grhpo de
ratas diabéticas a las 96 horas, estas glandulas mostraron el valor mas bajo en las
condiciones en que se realizo este trabajo.

Los resultados que se obtuvieron se presentan en |a tabla 5§ y se comparan con
los obtenidos en las glédndulas de ratas diabéticas de 192 horas en el grupo control.

Las gldndulas parétidas {(n=10) tuvieron en promedio 86.27+27.70 mg. de
prot./mg de tejido para el grupo de ratas normales y disminuyd a 51.66215.42 mg. de
prot./mg de tejido en diabéticas 192 horas.

En las glandulas submaxilares (n=10) cambio de 110.62+ 6.04 mg de prot./mg
de tejido en el grupo de ratas normales y 46.44113.62 para el grupo de ratas

diabéticas de 192 horas, donde también se presento una disminucién marcada.
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Las glandulas sublinguales (n=10) mostraron el siguiente comportamiento
94.94+11.78 mg. de prot./mg. de tejido para el grupo de ratas normalesy 55.32+55.32
mg. de prot./mg de tejido himedo para el grupo de ratas diabéticas a las 192 horas.
Esta glandula presentd un in&emenlo con respecto al grupo de 96 horas (40.60:9.82
mg.prot./mg de tejido) pero sin alcanzar el valor de ratas normales (94.94+11,78 mg.
de prot./mg de tejido).

Con respecto a Ias glandulas de von Ebner (n=5} los resultados que obtuvimos
fueron de 130.68+£19.14 mg. de prot/mg de prot. para el grupo de ratas normales y
38.03:10.80 mg. de prot./mg de tejido presentando un ligero incremento en relacion
al grupo de ratas diabéticas tratadas a las 96 horas (30.37+ 2.54 mg de prot./mg de
tejido) pero sin liegar a los valores de rata normal 130.68+19.14 mg. de prot./mg de
tejido para ratas normales, los cuales nos indican que estas glandulas son las mas

afectadas (Tabla 5.)

DETERMINACION DE PESO SECO.

En relacion a la determinacion de peso seco en gléndulas pardtidas (n=10) de
ratas tratadas a las 96 horas se obtuvieron los valores de 196.89+37.59 mg de peso
seco/mg de tejido y con respecto al grupo de ratas normales 180.72469.39 ug de peso
seco/mg de tejido himedo. Para las ratas tratadas por 192 horas se obtuvo un valor
de 245.60+135.59 ug de peso seco/mg de tejido himedo prasentando este grupo el

valor mas alto.
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En las glandulas submaxilares (n=10) el valor fue de 157.99:x40.56 ug de peso
seco/mg de tejido himedo para el grupo de ratas diabéticas de 96 horas y de 16.45%
3.76 ug de peso seco/mg de tejido himedo y en el grupo control.Para el grupo de .
ratas tratadas a las 192 horas, 171.15+51.12 ug de peso seco/mg de tejido humedo
presento aumento considerable al ser comparados entre si.

Un comportamiento similar presentaron las glandulas sublinguales {n=10), el
grupo de ratas normales mostré un valor de 14.41+03.85 ug de peso seco/mg de
tejido humedo. Para el de ratas diabéticas tratadas a las 96 horas el valor fue de
152.65+51.31 ug de peso seco/mg de tejido himedo, mientras que las ratas de 192
horas dieron un valor de 130.93+54.93 ug de peso seco/mg de tejido himedo.

En las glandulas de von Ebner (n=5) el valor del grupo de ratas normales fue
de 249.64146.52 ug de peso seco/mg de tejido himedo, para el grupo de ratas
tratadas a las 96 horas 223.88422.04 ug de peso seco/mg de tejido hiimedo y para
el grupo de ratas diabéticas tratadas a las 192 horas, 161.48183.48 ug de peso
seco/mg de tejido himedo. Esta glandula presento una reaccién a la inversa en
relacién a las demas glandulas ya que sus valores descendieron y en las demas

gldndulas los valores aumentaron (Tabla 6).
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ACTIVIDAD DE ARGINASA,

El amortiguador para determinar {a actividad de arginasa para cada glandula fue
ajustado a diferentes valores de pH ya que previamente se realizaron pruebas para
establecer las condiciones dptimas de medicién de la aclividad de la enzima en el
tejido glandular (Cuadro 1). Los resultados de la actividad de arginasa en glandulas
salivaies de rata normal, con diabetes inducida a diferentes tiempos (96 y 192 horas)

y tratadas con isoproterenol 20 minutos y 6 horas se presentan en la {Tabla 7).

En las glandulas pardtidas (n=10) del grupo control normal se observo una
actividad de 20.25+0.85 nanomoles de urea/ mg de proteinas/min. En el grupo deratas
diabéticas 192 horas (n=10) los resultados fueron de 12.06+2.03 nanomoles de
urea/mg. Mientras que los resultados que obtuvimos con el sialogogo a los 20
minutos (n=10) fueron de 10.75+0.78 nanomoles de urea/mg. de prot./min. y el
registrado a las 6 horas (n=10) 12.65£01.76 nanomoles de urea/mg de prot./min.
aparentemente no se registro cambio alguno.

Las glandulas submaxilares (n=10) presentaron el siguiente comportamiento,
117.715£13.20 nanomoles de ureal/mg de prot./min. para el grupo de ratas control,
Para el grupo de ratas diabéticas 192 horas (n=10) 79.83+6.80 nanomoles de
urea/mg. de prot./min. que también presento disminucion, en el grupo de ratas

diabéticas sacrificadas a las 192 horas y tratadas con el
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isoproterenol a los 20 minutos (n=10},los resultados fueron los siguientes; 53.69£19.07
nanomoles de urea/mg. de prot./min. y de 29.00+3.00 nanomoles de urea/mg. de
prot./min. para el grupo de ratas diabéticas tratadas a las 192 horas y tratadas con
isoproterenol y sacrificadas a las 6 horas (n=10).

Las gléndulas sublinguales (n=10) del grupo control normal presentaron
52.2048.92 nanomoles de urea/mg. de prot./min. Para el grupo de ratas diabéticas
control de 192 horas (n=10) 13.9615.46 nanomoles de urea/mg. de prot./min. A los
20 minutos (n=10) los resultados fueron 25.90% 2.69 nanomoies de urea/mg. de
prot./min. A las 6 horas (n=5) 13.9615.46 nanomoles de urea/mg de prot/min.
respectivamente presentando un comportamiento similar a las anteriores glanduias.

Las gléndulas de von Ebner presentaron una actividad de 27.700.24
nanomoles de urea/mg. de prot./min. para las glandulas normales control (n=5) y de
21.16+4,32 nanomoles de urea/mg. de prot./min en el grupo de ratas diabéticas de
192 horas (n=5). Con respecto a las glandulas tratadas con el sialogogo a los 20
minutos (n=5) la actividad fue de 19.73+09.16 nanomoles de urea/mg. de prot./min.
y en el grupo que recibié el isoproterencl a las 6 horas (n=5) dio un valor de
22.70+09.19 nanomoles de urea/mg. de prot./min. observandose una mayor
recuperacion a las 6 horas, a diferencia de las demas gldndulas pero sin llegar a los

valores del grupo normal. (Tabla 7).
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TABLA 1.

PESO DE RATAS ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO CON

ALOXANA 96
HORAS.

RATAS DIABETICAS 56 HORAS
NORMALES

336 g. 298 g.

337 g. 302 g.

301 g. 268 g.

328 g. 291 g.

307 g. 2714g.

332g. 279 g.

" X=323.16%£15.55 X=284.33114.24

Valores expresados en gramos.
* Promedio + D.E.
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TABLA 2.

PESO DE RATAS ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO CON

ALOXANA 192 HORAS,
RATAS NORMALES DIABETICAS 192

HORAS

328 g. 246 g.

336 g. 272 g.

310 g. 256 g.

313 g. 266 g.

327 g. 275 g.

. 307 g. 233 g.

“X=320.16211.72 X=258%16.26

Valores expresados en gramos.
* Promedio £ D.E.
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TABLA 3,

ALOXANA.

PESO PROMEDIO % LA D.E. DE LAS GLANDULAS SALIVALES NORMALES
Y 192 HORAS DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE

GLANDULA NORMAL (CONTROL) 192 HORAS
PAROTIDA 610.20+108.88 523.03£198.45
SUBMAXILAR 646,394 39.07 543.15% 12.14
SUBLINGUAL 183.52% 43.68 103.10% 21.13
VON EBNER 79.22% 16.16 118.22¢ 46.0

El peso esta expresado en gramos.
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TABLA 4.

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA Y TRIACILGLICERIDOS EN EL
SUERO DE RATA NORMAL Y CON DIABETES
INDUCIDA.

Determinaciones Control Diabético

Glucosa
mg/dl 135.41x10 363.87+52.03 *
(n=7)

Tracilglicéridos
mg/dl 47.1815.53 70.83+21.46 *
(n=7)

n= numero de determinaciones.
* Hay diferencia significativa cuando se compara con el control. (P<0.005).
{Prueba estadistica de Fisher).
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TABLA §.

PROMEDIO t LA D.E. DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES EN
LAS GLANDULAS SALIVALES ANTES Y DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE
ALOXANA.
GLANDULA NORMAL CONTROL | TRATADA 96 TRATADA 192
HORAS HORAS

PAROTIDA 86.27327.10 §0.20:10.37 51.66116.42
SUBMAXILAR 110.6216.04 46.59+ 9.82 46.44113.62
SUBUINGUAL 94.94411.78 40,60 9.82 55.32£12.89
VON EBNER 130.68419.14 30,37+ 2.54 38.03£10-80

mg. de prot/mg de tejido.
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|VALORES DE PROTEINAS ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO|.

CON ALOXANA 96 Y 192 HORAS
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TABLA 6.

|__PROMEDIO LA D.E. DE VALORES DE PESO SECO. |

GLANDULA | NORMALES TRATADA 96 TRATADA 192
CONTROL HORAS HORAS

PAROTIDA 190.72469.39 196.89£37.69 245.60£135.59

SUBMAXILAR 16.45¢ 3.76 157.99+40.56 171.15£51.12

SUBLINGUAL 14.41+ 3.85 152.65£51.31 130.93154.33

VON EBNER 249.64146.52 223.88122.04 161.48463.48

ug de peso secoling de tefido humedo.
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VALORES DE PESO SECO DE RATAS NORMALES Y DIABETICAS A LAS|
96 Y 192 HORAS. :

TABLA 6
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TABLAT.

EFECTO DE ISOPROTERENOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE ARGINASA EN
GLANDULAS SALIVALES DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON

ALOXANA 182 HORAS.

GLANDULA NORMAL DIABETICA 192 h ISOPROTERENO | ISOPROTERENOL
CONTROL CONTROL L 20 MINUTOS 6 HORAS
PAROTIDA 20.2510.85 12.0612.03 10.7520.78 12.65£1.76
SUBMAXILAR 117.715£13.20 79.8316.80 53.69£19.07 29.0£3.0
SUBUNGUAL 52.248.92 13.9615.46 25.90£2.69 13.9012.26
VON EBNER 27.7020.24 21.1614.32 19.7319.16 22.70£9.19

nanomoles de urea/mg. de prot/minuto.

68




EFECTO DE ISOPROTERENOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE ARGINASA EN GLANDULAS
SALIVALES DE RATAS NORMALES,192 H. 20 MIN. Y 6 H.

TABLA 7

CONTROL DIABETICA 20 MIN.

GLANDULAS
[1PAROTIDA [ZISUBMAXILAR Z1SUBLINGUALSerie 3 BIVON EBNER

nanomoles de urea/mg. de prot/min.



DISCUSION.

La disminucion en el peso que encontramos en las ratas diabéticas a las 96
y 192 horas fue considerable en relacion a los grupos de ratas normales estos
resultados estan de acuerdo con los encontrados por Méndez y col.(36) quienes
reportan que cuando se induce diabetes con aloxana, el peso de las ratas
disminuye claramente.

El peso de las gléandulas fue marcadamente disminuido en los tiempos de
96 y 192 horas relacionandolas con el grupo control.

Losvalores de proteinas encontrados fueron considerablemente disminuidos
lo que podria deberse en parte a |a falta de insulina lo que sin duda afecta la
sintesis de proteinas repercutiendo también en la actividad de la D y como
consecuencia en la biosintesis de poliaminas, aunque este pardmetro no fue
evaluado.

En cuanto a los valores de peso seco se encuentran aumentados los de las
glandulas pardtidas y glandula submaxilar, esto podria explicarse por el grado de
deshidratacién. La glandula de von Ebner disminuyoc sus valores de una manera

considerable (Tabla 4).
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EFECTO DEL ISOPROTERENOL.

En la determinacidn de arginasa se encontré que en el grupo tratado con
aloxana por 96 horas hubo aumento en la actividad de esta enzima. Por 1o que
estos datos concuerdan con los resultados reportados por lkeno y col. (37) quienes
observaron que en presencia de isoproterenol la ornitina descarboxilasa, enzima
clave en la sintesis de poliaminas, es marcadamente estimulada.

El tratamiento con isoproterenol a la concentracion y tiempos estudiados
solamente fue capaz de inducir un mayor aumento en la actividad de arginasa a
las 6 horas en la glanduia de Von Ebner. Estos resultados sugieren un estudio a
tiempos mas largos y a fin de revertir el dafio glandular.

En animales diabéticos de 192 horas el isoproterenol solo aumenta la
actividad de arginasa a tos 20 minutos en el tejido de la glandula sublingual en
relacién al valor obtenido en rata diabética pero sin llegar al valor del grupo de
ratas normales.

En las glandulas Pardtida y von Ebner (Tabla 7) se obtuvieron valores que
se acercaron a los resultados obtenidos en los grupos diabéticos control (n=5),pero
sin llegar a los valores obtenidos en el grupo de rata normal.

Los valores obtenidos en pardtida concuerdan con los reportados por
Kikuchi et. al.(38) quienes encontraron que los agonistas colinérgicos y
adrenérgicos estimulan la sintesis de poliaminas en esta glandula,

La arginasa que juega un papel importante en el ciclo de la urea puede
estar en las glandulas salivales para proveer de orniting, sustrato importante para

la biosintesis de poliaminas.



Con base en estos resultados nosotros pudimos observar que el
isoproterenocl! es capaz de inducir un ligero incremento en la actividad de arginasa
en la glandula sublingual. Por otra parte los resultados presentados también indican
que las concentraciones de proteinas en las glandulas salivales; pardtida,
submaxilar, sublingual y von Ebner fueron afectadas por la induccién de diabetes
con aloxana a las 86 horas (Tabla 5), corroborando lo encontrado por Leiget et. al.
(38) quienes reportan que la Pardtida es Ia gidndula mas afectada cuando la rata

es tratada con este farmaco.
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CONCLUSIONES.
1.-  La concentracidn de aloxana de 120 mg./kg. de peso escapaz de inducir
diabetes en ratas.

2.- La actividad de arginasa fue afectada en todas las glandulas salivales.

3.- Se observo un aumento en el peso seco de las landulas salivales lo
que podria explicarse por la deshidratacion que ocurre al manifestarse la

diabetes ya que este es uno de los sintomas caracteristicos de la enfermedad.

4.- Con base a los tiempos estudiados solo la glandula de von Ebner
presento un aumento en ia actividad de arginasa (6 horas) aungue esta no
alcanzo los niveles de arginasa normales, las demas glandulas presentaron una
disminucién considerable.

5.- La gldndula sublingual presento una mayor actividad en relacion alas
demas glandulas pero sin llegar a los valores de la rata normal y por los
resultados obtenidos de la gldndula von Ebner en 20 min.y 6 horas se
observe una mayor recuperacion a los 20 minutos a diferencia de las demas
glandulas pero sin llegar a los valores del grupo normal.

6.- El secretagogo en la dosis empleada ne fue capaz de estimular la

actividad de arginasa en las diferentes glanduias.
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