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PROLOGO 

Las sustancias qutmicas de las cuales están formados los tejidos constituyen 

fundamentalmente los sitios de acción de los fármacos. Las reacciones qulmicas entre 

las poliamlnas putrescina, espermidina y espermina con componentes del sistema 

biológico sobre el cual actúan, logran efectos más o menos complicados según la 

integración particular de mecanismos bioqulmicos y fisiológicos que se modifican 

como resultado de las mismas. 

Con algunos compuestos, las reacciones quimicas en las cuales se 

fundamentan sus efectos son desconocidas, o simplemente sospechadas: de manera 

similar los mecanismos de acción de las poliaminas sobre el tejido pancreático dañado 

no están totalmente aclarados pero, los efectos de recuperación son dignos de 

considerarse. 



INTRODUCC/ON 

La Diabetes es una enfermedad muy compleja que se presenta como 

resultado de deficiencias metabólicas relacionadas principalmente con la acción de 

la insulina a nivel celular. 

Es una enfermedad extendida por todo el mundo que afecta al 3% de la 

población occidental, porcentaje que se duplica si sólo se considera la población de 

adultos. 

Por su frecuencia y la repercusión individual, .familiar y social, se considera 

como un problema de salud pública de importancia económica notable. 

En México, del 8 al 10 % de la población padece diabetes y dependiendo de 

la entidad, es de la tercera a quinta causa de muerte en el pals. 

Durante 1991, según datos presentados por el IMSS, la mortalidad por 

diabetes representó el 12 % de la mortalidad general de la población afiliada ( 7242 

defunciones en toda la República Mexicana). 

Por el hecho de que la diabetes es incurable y se presenta de diferente 

manera y en distintos grados de patologfa, provoca complicaciones que afectan a la 

mayoria de sistemas y aparatos del organismo ( aparato cardiovascular, sistema 

nervioso, glóbulo ocular, etc.). 

La diabetes es la principal causa de nuevos casos de ceguera en personas 

entre los 45 y 64 años de edad, las personas con diabetes son 17 veces mas 

susceptibles a daño renal grave que finalmente requiere diálisis: 5 veces más 

susceptibles a gangrena, lo que ocasiona amputaciones en miembros inferiores 

(aproximadamente 40 % de amputaciones en personas mayores de 45 años); 

aumentan las probabilidades de daños cardiacos y embolias, disminuyen 



probabilidades de embarazos exitosos, se afecta el crecimiento y desarrollo de /os 

niños, etc 

Todos estos antecedentes nos mueven a reflexionar en la necesidad de adquirir 

nuevos conocimientos sobre las causas de la diabetes, asf como medidas preventivas 

para disminuir sus complicaciones, desarrollo de medicamentos que puedan mejorar 

el control de los niveles de glucemia y nuevos métodos de diagnóstico y terapia. 
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OBJETIVO 

Estudiar el efecto c1loprotector de las poliaminas putrescina, espermidlna y 

espermina sobre el páncreas sometido a la acción de aloxana, sustancia que 

destruye selectivamente las células f\ de los islotes de Langerhans. 



GENERALIDADES 

1.1 .- PANCREAS 

El páncreas es una glándula mixta que produce secreciones de ambos tipos, 

endocrina y exocrina. Se encuentra localizado en la parte retroperitoneal del abdomen, 

por delante de los gruesos vasos abdominales y corresponde a la primera y segunda 

vértebras lumbares. Está colocado transversalmente entre la segunda porción del 

duodeno y el bazo y se fija sólidamente al duodeno por medio de tractos conjuntivos; 

también contribuyen a su fijación los vasos y canales excretores de la glándula. Por 

medio del peritoneo se fija a la pared posterior del abdomen, sobre todo la cabeza y el 

cuerpo, pues la cola queda relativamente móvil y unida al bazo por los vasos 

esplénicos principalmente. (54,22) 

Es alargado transversalmente, aplanado y más voluminoso en su extremidad 

derecha; su forma recuerda a Ja de un martillo. Posee una coloración blanco rosada 

en estado fresco, con un peso de sesenta y cinco a setenta gramos en los humanos. 

Su longitud es de quince centlmetros, su altura de siete y su espesor de dos a tres 

centlmetros aproximadamente. Se distinguen de manera general, la extremidad 

derecha o cabeza, la extremidad Izquierda o cola y una porción Intermedia o 

cuerpo.(Flg. 1.1). 

4 



TI'RCERA POllOON DEL WOC>ENO 

F19 1 1 ESQUEMA DEL PANCREAS VISTO DE FRENTE Y SU RELACION CON OTRAS ESTRUCTURAS 



Las vías excretoras del páncreas se encuentran formadas por finos conductos 

intralobulares llamados conductos intercalares o canales de Boll, los cuales 

convergen entre si para formar conductos interlobulares que desembocan en el 

conducto principal del páncreas o conducto de Wirsung, y en el conducto accesorio. 

1.1.1 .- FUNC/ON EXOCRINA DEL PANCREAS 

La secreción exocrina se forma en los acinos revestidos de células serosas y 

es transportada por diversos conductos menores hasta el conducto pancreático 

principal (de Wirsung) aunque la secreción de la parte alta o extremo duodenal del 

páncreas se vacía en el conducto pancreático accesorio (de Santorini). En el hombre 

se secreta diariamente cerca de un litro de jugo pancreático, aproximadamente 10 

g. de protelna. El páncreas de rata que sólo contiene 0.2 g. de prolelna en sus 

tejidos, sintetiza aproximadamente 0.4 g. de proteína enzimática en 24 horas. 

El jugo pancreático contiene enzimas,.precursores enzimáticos y electrolitos. La 

composición de electrolitos difiere de la composición del plasma por cuanto contiene 

relativamente más HCOJ y menos CI. El pH del jugo pancreático está alrededor de 8 

debido a la elevada concentración de bicarbonato, por lo tanto, neutraliza el ácido del 

quimo al penetrar en el duodeno desde el plloro y proporciona el pH óptimo para 

las enzimas digestivas secretadas por el páncreas y las glándulas epiteliales de la 

mucosa lntestlnaí.(21,22) 

Varias enzimas que hidrolizan peptonas, ácidos nucléicos, carbohidratos y 

lípidos simples y compuestos, son secretadas por el páncreas; ejemplos de éstas 

son las enzimas proteolíticas pepsina, tripsina y las quimotripslnas A y B; ras 

carboxipeptidasas, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, lipasa, fosfoíipasas, a -amilasa, 

etc. Una insuficiencia de secreción pancreática produce digestión incompleta. 



1.1.2 .- FUNC/ON ENDOCRINA DEL PANCREAS 

Dispersos en el péncreas hay· acúmulos irregulares de células muy ricas en 

vasos, los islotes de Langerhans. En el hombre, el páncreas contiene de uno a dos 

millones de islotes constituyendo la masa total del tejido insular de aproximadamente 

1.0 g. Los islotes no están conectados al sistema de conductos pancreáticos y a 

diferencia de las células acinosas, drenan en la vena porta: comprenden et tejido 

endocrino del páncreas. 

En el hombre 60 a 90 % de las células insulares contienen a las llamadas 

células n o B, que secretan una hormona proteinica, la insulina. El resto de las 

células insulares son las células a que pueden presentarse en dos tipos: células a-1 o 

D que secretan somatostatina, la cual también es secretada por el hipotálamo; 

células a -2 o A que secretan la hormona polipeplfdica glucagon. 

Aunque secretan dos hormonas importantes y diferentes. insulina y 

glucagon, los islotes de Langerhans pueden considerarse como una sola unidad 

funcional que actúa para dirigir el flujo de nutrimentos principales, entrando o saliendo 

de las células según las necesidades de los tejidos y la disponibilidad de productos 

alimentarios (control global de la homeostasis de nutrimentos). 

1.2 .- INSULINA 

1.2.1.-ANTECEDENTES 

La insulina es una de las hormonas más importantes del cuerpo. Sin ella, la 

muerte ocurre en pocos dfas. 



El nombre "insulina" (que pertenece a los islotes) fue creado por De Meyer en 

1909 para describir la hormona, entonces hipotética, producida por los islotes de 

Langerhans (22). Banting y Best demostraron la actividad hormonal de un extracto de 

páncreas de perro en 1921 y la estructura completa de la misma fue establecida 

por Sanger durante los años 1945-55. 

La insulina fue sintetizada primeramente por Katsoyannis en 1964, pero la 

slntesis es complicada y el proceso de producción era inadecuado para cubrir las 

necesidades de la terapéutica cllnica. 

En 1967, Steiner y colaboradores (16,17) reportaron que la incubación de 

los aminoácidos fenilalanina o leucina radiactivos con islotes pancreáticos de rata o 

tejido humano de los islotes con adenoma, producla dos compuestos protelnicos 

radioactivos que reaccionaban con anticuerpos de insulina. El aislamiento de tos 

productos mediante la técnica cromatogrilfica de permeación en gel permitió identificar 

un compuesto de peso molecular aproximado a 6,000 (insulina) y un compuesto 

mayor con peso molecular 9,000. Un tratamiento posterior al compuesto mayar con 

tripsina y carboxipeptidasa dió lugar a un producto idéntico a la insulina. 

Al compuesto de peso molecular mayor se le llamó proinsulina y posteriormente 

se demostró que es el precursor biosintético de la insulina. 

Recientemente, estudios sobre la traducción del RNAm de la insulina en un 

sistema celular libre permitieron Identificar al precursor de la proinsulina, la 

preproinsulina con un peso molecular de 11,500. Esta molécula que contiene 24 

aminoácidos adicionales {en los humanos), puede ser detectada en bajas 

concentraciones en los islotes de Langerhans: pero sufre una acelerada conversión 

a proinsulina pues es rápidamente hidrolizada por las peptidasas microsomales. 

La molécula de insulina es una protelna pequeña que en los humanos tiene un 

peso molecular 5,608. Está compuesta de das cadenas peptldicas unidas por 

enlaces disulfuro (Fig. 1.2). La cadena A tiene 21 aminoácidos y la cadena B 



tiene 30 Las secuencias de aminoácidos difieren según las especies Sm 

embargo. las insulinas obtenidas del ganado bovino y porcino difieren muy poco de 

la insulina humana; en consecuencia, estas insulinas tienen poder antigénico 

relativamente bajo cuando se administran al hombre 

•-c•or11• 

F19 1 2 ESTRUCTURA DE LA PROINSULINA LA CONSTITUCION DE AMINOACIDOS DE LA CADENA C DIFIERE 
SEGUN LAS ESPECIES. LA ESTRUCTURA ORIGINAL SE ROMPE EN DOS PUNTOS POR ENZIMAS DE TIPO 
TRIPSINA. FORMANDO A LA PROPIA INSULINA, CONSTITUIDA POR LAS CADENAS A Y 8 UNIDAS POR 
ENLACES D1SULFURO. Y AL PEPTIDO C. EN CONCENTRACIONES EQUIMOlARES 

La insulina bovina se diferencia de la humana en que tiene tres aminoácidos 

diferentes, en el punto B de la cadena A. en el punto 1 O de la cadena A y en el 

punto 30 de la cadena B. Es mas antigénlca que la insulina porcina. que se 

diferencia de la humana en un sólo aminoácido. el último aminoác1do de la cadena 

B , el 30. (F19. 1 3). 
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Fig 1 3 ESTRUCTURA DE LAS INSULINAS HUMANA. BOVINA Y PORCINA MOSTRANDO LAS DIFERENCIAS 

ENTRE SUS AMINOACIDOS 

A pesar de que se siguen utilizando las insulinas bovina y porcina y 

mezclas de éstas, actualmente se dispone de insulina idéntica a la producida por el 

cuerpo humano. Comunmente se le llama "insulina humana" y se elabora 

mediante dos procesos distintos. Un proceso emplea las glándulas pancreáticas de 

cerdos y el otro uhliza unión de genes (origen DNA recombinante). 

En este Ultimo proceso la insulina se sintetiza por medio de una cepa 

especial no patógena de laboratorio de la bacteria E. coli , que ha sido modificada 

genéticamente mediante la adición de un gene humano para producción de insulina. 

(21) 
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Actualmente existen 46 formulaciones diferentes, correspondiendo las 

variaciones a las distintas especies, naturaleza, antigenicidad, duración de 

acción y en algunos paises, potencia (concentración). 

1.2.2 .- BIOS/NTESIS, TRANSPORTE Y METABOLISMO DE LA 

INSULINA 

El número de células p del páncreas es un millón aproximadamente, 

constituyendo un 3% de la masa pancreática total, siendo más abundantes en 

la cola. La secreción diaria total de insulina es de aproximadamente 50 unidades. 

(22) 

La unidad internacional de insulina es la actividad contenida en 0.04167 mg del 

cuarto Preparado Internacional Estándar (1958). Este preparado estándar es una 

cantidad de insulina purificada, 52% de pilncreas de buey y 48% de páncreas de 

cerdo. 

Cuando se añaden pequeñas cantidades de cloruro de zinc a soluciones 

de insulina amorfa se obtiene una insulina cristalina de mayor pureza. 

La formación de la insulina a través de la proinsulina se lleva a cabo por un 

proceso genético directo que ocurre en los gránulos de almacenamiento .(Fig. 1.4). 

La molécula de insulina, residuo de 51 aminoácidos es derivada de un 

gene sencillo que codifica al polipéptido preproinsulina con 110 aminoácidos 

La proinsulina humana se constituye por 86 aminoácidos, de los cuales 30 

conforman la cadena B de la insulina, 21 la cadena A y 35 el segmento de 

conección o cadena C; que adoptan una configuración terciaria caracteristica 

con formación de enlaces disulfuro que estabilizan la molécula. (Fig. 1.2). 

11 



Posteriormente, can la ruptura de la proinsulina se separa un péptido 

voluminoso de 31 aminc..ácidos llamado péptido C, dejando las dos cadenas de 

Insulina unidas por enlaces disulfuro. 

La sfntesis de insulina se inicia cuando el gene de insulina en el núcleo de las 

células ¡~. codifica para la formación de preproinsulina. Esta información se 

transcribe en ácido ribonucléico y es transportada al citoplasma por medio del RNAm 

para que en el reticulo endopliismico rugoso (RER) los ribosomas formen la 

molécula precursora bajo control de tripletos 

RNAm. 

de secuencias de nucleótidos del 

La preproinsulina es rápidamente convertida a proinsulina y es transportada 

del RER al aparato de Gotgi, en donde en sitios especificas se concentra en 

veslculas revestidas de clatrina dando lugar a gránulos inmaduros de secreción. 

La conversión de proinsulina a insulina ocurre cuando los gránulos 

recubiertos pierden su revestimiento por un proceso de maduración en el que la 

actividad enzimática libera insulina y péptido C. Estos junto con un resto 

de proinsulina, zinc, calcio, etc. se concentran en los llamados 

gránulos de almacenamiento y son liberados hacia la circulación en respuesta a un 

estímulo adecuado como es la presencia de glucosa. 

12 



F1g 1 4 RUTA ESOUEMATICA DEL f'LUJO DE INFORMACION PARA LA SINTESIS DE INSULINA Y PEPTIOQ C El. 
RNAm DE LA PREPROINSULINA DIRIGE LA FORMAClQN DE LA CADENA DE PREPROINSULINA EN LOS 
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GOLGI DONDE SE CONVIERTE EN INSULINA Y PEPTIDO C. QUE SE ALMACENAN EN LOS GRANULOS DE 
SECRECION 
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La glucosa aumenta la concentración de calcio libre dentro de la célula JI 

y como resultado, el granulo de secreción es transportado hasta la membrana de la 

célula por un sistema de túbulos y microfilamentos para que la secreción 

se realice por un mecanismo de exocitosis. 

La proinsulina tiene aproximadamente el 10% de la actividad biológica de la 

insulina, el péptido C es inactivo. Existen en la literatura casos raros de Diabetes 

Mellitus (DM) debidos a que no se produce la ruptura de la proinsulina, de 

modo que la mayor parte de la insulina circulante está en forma de 

proinsulina. que es biológicamente menos efectiva.(17 ,22) 

1.2.3 .- IMPORTANCIA DE LA ACC/ON INSULINICA 

La función principal de la insulina en el cuerpo, es servir como un mensajero 

bioqulmico para que se emplee la glucosa en vez de la grasa como fuente de 

energla. Aunque el mensaje es simple. la implementación no lo es. La insulina es la 

sustancia qufmica que indica a las células individuales del cuerpo qué fuente de 

energla deben emplear.(18,21,36) 

Los niveles de insulina se incrementan cuando hay un exceso de glucosa 

descienden cuando no lo hay; este mecanismo adaptativo permite al 

cuerpo usar el nivel de energla más abundante. 

Cuando aparece la diabetes se produce una pérdida fisiológica de la acción de 

la insulina, obligando a las células a utilizar la fuente de energía equivocada que tiende 

a producir consecuencias metabólicas muy severas. 
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1.2.3 1 - SECREC/ON DE INSULINA 

Los islotes producen insulina en dos fases (Fig 1.5 linea continua). 

inmediatamente después de que aumenta la glucemia hay un aumento dramático en 

la secreción de insulina. logrando llegar a su máximo nivel aproximadamente a los 5 

minutos y luego regresa a niveles basales. Posteriormente se incrementa llegando a 

otro máximo en 45 minutos. A esta actividad fisiológica se le conoce como 

primera fase y segunda fase de la secreción de insulina. (21) 

Al fallar el páncreas, en el caso de la Diabetes Mellitus No Insulina Dependiente 

(DMNID), los islotes pierden la primera fase de la secreción de la 

insulina, sintetizándose solamente en la segunda fase. En la Diabetes Mellitus Insulina 

Dependiente (DMID). lanto la primera como la segunda fase se han perdido. 
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La semidesintegración de la insulina en el plasma no es mayor de unos p ces 

minutos, pero los efectos biológicos de la hormona sólo alcanzan su mé imo 

después de dos a cuatro horas. 

Dentro de la célula la insulina es destruida por proteasas que rompe los 

puentes disulfuro y las cadenas A y B. La enzima glutation-in ulin-

transdehidrogenasa {insulinasa), rompe los puentes disulfuro y esta present en 

todos los tejidos, principalmente en el hígado y el riñón. 

1.2.3.2 .- ACCIONES METABOL/CAS DE LA INSULINA 

Después de una comida, las concentraciones plasmáticas de gl cosa. 

aminoácidos lipidos aumentan rápidamente Los acontecim entes 
1 

hormonales que siguen a la absorción de estos nutnmentos en el in¡estmo 

estimulan su captación por las células, de manera que la concentrac16n plas nát1ca 

recupera los valores normales de reposo Más tarde los nutrimentos pueden 

utilizarse para energla, convertirse en moléculas almacenadas t más 

·voluminosas, como glucógeno o grasa, o sintetizarse en moléculas que g ardan 

relación con estructura y función. La insulina como regulador hormonal p mc1pal 

de estos procesos metabólicos. interactúa con hormona del creci iento, 

glucagon. glucocorticoides, adrenalina, etc, promoviendo un estado anabólico g neral. 

•METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

El aumento de la concentración de glucosa en sangre después de una comida 

rica en carbohidratos es la primera señal para la secreción de insulina; la re puesta 

es rápida pues se observan aumentos medibles en la concentración sa guinea 

de insulina a los dos minutos de aumentar la glucemia. La insulina iberada 

16 



actúa rápidamente para disminuir la concentración de 

incrementando el ritmo de su captación en los tejidos 

liberación desde el hlgado. (21,22) 

glucosa en sangre, 

y disminuyendo el de su 

La insulina aumenta el transporte de glucosa a través de la membrana 

plasmática de las células de muchos tejidos, pero no de todos. Aquellos en los cuales 

se ha comprobado que la insulina aumenta la captación de glucosa incluyen los 

tejidos muscular y adiposo, leucocitos, fibroblastos, cristalino del ojo, humor 

acuoso. hipófisis e hlgado. La mayor parte de sistemas de transporte de glucosa de 

estos tejidos incluyen moléculas portadoras en la membrana. Los tejidos en los cuales 

la ;nsulina no afecta el transporte de glucosa son el cerebro ( sistema nervioso central 

). la retina, los túbulos renales, la mucosa intestinal y los eritrocitos. 

En resumen, la acción fundamental de la insulina tiene lugar dentro de la célula 

y es la culminación de una serie de sucesos: 

La célula fl a través de su sensor de glucosa reconoce la elevación de la 

glucemia y como respuesta, segrega sintetiza insulina en cantidades 

apropiadas ( existen además otros activadores de la secreción de insulina que son 

importantes como la arginina, la leucina, la manosa y el glucagon ). La insulina 

circulante se une a sus receptores especificas localizados sobre las membranas 

celulares y es internalizada, facilitando entonces los procesos metabólicos. Una ruptura 

en cualquier eslabón de esta cadena tendrá el mismo resultado: la alteración del 

metabolismo celular, siendo la hiperglucemia la consecuencia más evidente. 

aunque hay también transtornos profundos en el metabolismo protéico y graso. 

Después de las comidas la insulina controla el ascenso posabsortivo de la glucosa y 

los aminoácidos en la sangre, promoviendo su almacenamiento en el músculo y en el 

hlgado como glucógeno, y en el tejido adiposo como triglicéridos (TG). Al mismo 
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tiempo, la insulina suprime la glucogenólisis e inhibe enzimas hepáticas que 

intervienen en la gluconeogéneis. 

Por el contrario, durante el ayuno, se mantienen los niveles normales de 

glucosa en sangre gracias a la glucogenólisis y gluconeogénesis hepáticas, 

bajo la influencia del glucagon. 

'METABOLISMO DE PRO TE/NAS Y METABOLISMO GRASO 

La insulina estimula la captación de aminoácidos por las células y la 

slntesis de protelnas, además favorece la conversión de ácidos grasos en triglicéridos 

que son almacenados en el tejido adiposo e inhibe su catabolismo. También controla 

el nivel de producción de cuerpos cetónicos por el higado. Por lo tanto, cuando 

los niveles de insulina son bajos, como en los períodos breves de ayuno, hay una 

liberación controlada de TG desde los depósitos de grasa y una formación controlada 

de cuerpos cetónicos por el hlgado. Si hay poca o no hay insulina (DMID), la lipólisis y 

la cetogénesis no estarán controladas. La lipólisis y la cetogénesis descontroladas 

pueden ocurrir también cuando se produce un exceso de hormonas contrarreguladoras 

(inducidas por el estrés) en presencia de un bajo nivel de producción de insulina 

(DMNID). 

De modo similar, la insulina favorece la síntesis protéica a partir de aminoácidos 

e inhibe la proteólisis. En situación de ayuno, el bajo nivel de insulina permite 

una proteólisis controlada, poniendo a disposición del hígado aminoácidos para la 

gluconeogénesis. Sin embargo, si no hay insulina (DMID) se produce una proteólisis 

descontrolada, y un aumento de Ja gluconeogénesis hepática que contribuye a la 

hiperglucemia caracterlstica.(36,50) 
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'ANTAGONISTAS DE LA INSULINA 

Mientras la insulina disminuye la glucemia, otras hormonas como el 

glucagon, las catecolaminas, el cortisol, la hormona de crecimiento y la tiroxina, la 

elevan. En este sentido, a las hormonas anteriores se les considera antagonistas de 

la insulina u hormonas contrarreguladoras . Si alguna de ellas está elevada, las célulasp 

responden segregando más insulina. Sin embargo, si la reserva pancreática de células 

p es inadecuada, aparecerá una diabetes bioqulmica o cllnica, como en la 

acromegalia o en el sindrome de Cushing. En la acromegalia hay un incremento en 

la afinidad de los receptores de insulina y una disminución del número de los 

mismos. 
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1.3 .- DIABETES 

1.3.1 .- DEFINICION DE DIABETES MELLITUS. 

La Diabetes Mellitus (DM) es un trastorno metabólico que resulta de la 

deficiencia absoluta o relativa de la producción o acción de la insulina. La prevalencia 

oscila desde el 2-5 % en los paises en vlas de desarrollo al 5-10 % en los paises 

desarrollados. 

En la DM la glucemia está anormalmente alta debido a la falta de la acción 

insulfnica a nivel celular. Aunque se resalta la hiperglucemia, hay también 

otras alteraciones del metabolismo intermediario y del metabolismo de las grasas y 

las proteinas. (17, 18.21,22) 

Los cambios metabólicos en la DM son los mismos que Jos presentados 

por pancreatectomia o después de administrar aloxana, que destruye selectivamente 

las células p de los islotes de Langerhans. La glucemia aumenta a consecuencia 

de la producción excesiva de glucosa por el hlgado gracias a la glucogenólisis y la 

gluconeogénesis, y al disminuir la salida de glucosa de la circulación hacia 

tejido adiposo y músculo. La desintegración protéica aumenta, y disminuye 

la slntesis de protelna; los aminoácidos son utilizados en exceso para la 

gluconeogénesis, de manera que se produce atrofia muscular. La urea en sangre 

aumenta, y se pierde nitrógeno con Ja orina. Hay aumento de Ja 

desintegración de la grasa con incremento de la oxidación de ácidos grasos 

libres y por lo tanto se producen cantidades elevadas de cuerpos cetónicos en 

sangre y orina La producción elevada de cetoácidos puede superar la capacidad 

del cuerpo para metabolizarlos, de manera que el pH de los fluidos disminuye. La 

acidosis puede aumentar hasta el punto que se pierda el conoc1miento 

(coma diabético). A medida que aumenta la glucemia se supera la capacidad tubular 
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renal máxima de resorción para la glucosa, y ésta es eliminada con la orina; por 

lo tanto se produce deshidratación severa de tos tejidos. Si el metabolismo perturbado 

no se trata, la deshidratación, los trastornos de electro\itos y la cetoacidosis 

deprimen progresivamente el sistema nervioso central y vienen el coma y la 

muerte. 

1.3.2 .- CLASIFICAC/ON DE LA DIABETES MELLITUS 

Por acuerdo internacional se ha clasificado a la DM en cuatro tipos principales: 

1 DIABETES TIPO 1 o DIABETES MELLITUS INSULINO-DEPENDIENTE:DMID 

Es el tipo de diabetes donde se presenta una total o parcial eliminación de la 

secreción de insulina por el páncreas. Aparece normalmente antes de los 30 años de 

edad por lo que afecta a niños, adolescentes y adultos jóvenes. Los 

sintomas iniciales pueden ser severos e incluyen pérdida de peso, poliuria 

y polifagia, los niveles de insulina son prácticamente cero. El paciente insulino

dependiente requiere de insulina de por vida y generalmente mejora al estar bajo el 

régimen de insulina. Si se suspende la administración de insulina, la 

cetoacidosis suele ocurrir entre uno y cuatro dias y el paciente puede morir a causa 

del desequilibrio bioqulmico. Normalmente son de bajo peso y generalmente 

presentan anticuerpos ~entra las células de los islotes de Langerhans, lo cual 

puede ser parte del proceso y desarrollo de la diabetes. (18,21,25) 

En este tipo se desarrollan más frecuentemente complicaciones que en otros 

tipos. Antes del descubrimiento de la insulina, las personas con diabetes Tipo 1 

usualmente no vivlan mas de dos años después del diagnóstico. Actualmente, debido 

a los métodos de tratamiento avanzados, muchas personas con diabetes viven 

periodos de vida casi normales. Sin embartgo, la diabetes puede reducir en un tercio 

la expectativa de vida normal. 
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2 DIABETES TIPO 11 o NO INSULINO-OEPENDIENTE: DMNID 

En este tipo de diabetes existe una severa incapacidad de la insulina para 

funcionar adecuadamente debido a una dramática resistencia a sus acciones 

causada por un defecto en las células receptoras de insulina: además de que pueden 

existir defectos en la estructura misma de la insulina. Cerca del 90% de la población 

diabética presenta este tipo de diabetes. Generalmente se trata de personas mayores 

de 40 años y la incidencia aumenta con la edad, llegando a afectar a más del 20% de 

la población de 80 anos. La mayorla de los pacientes son diagnosticados 

accidentalmente, mediante pruebas cllnicas rutinarias ante la presencia de otra 

enfermedad. 

Este tipo de pacientes a veces presentan pocos o ningún slntoma y se 

estima que la mayorla de ellos han tenido el padecimiento entre 5 y 10 años 

en forma asintomática antes de ser diagnosticado. Los niveles de Insulina 

pueden ser altos, normales o bajos pero no al grado de los pacientes con DMID. 

Además raramente desarrollan cetoacidosis y cuando lo hacen, es bajo condiciones de 

estrés excesivo, ante Infarto miocardio o por infecciones severas. En los Estados 

Unidos y Europa, la mayorla de los pacientes son obesos y generalmente no 

presentan anticuerpos hacia las células de los islotes y si los presentan son 

en cantidades muy bajas. Es importante mencionar que aproximadamente el 80% de 

todos los pacientes con DMNID tienen sobrepeso en el momento del diagnóstico y 

se piensa que muchos de los casos se hubieran prevenido si los individuos 

hubieran mantenido peso deseable y una buena condición flsica a través de su 

vida. El nesgo de desarrollar diabetes Tipo 11 se duplica con cada 20% de exceso de 

peso. 

La mayorla de los casos de DMNID se pueden controlar con dieta y 

ejeclcio, pero es un hecho que generalmente se requiere de agentes 

hipoglucemientes orales ( AHO ) que son compuestos qulmlcos derivados de las 
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sulfonilureas y biguanidas que 

liberación basal y liberación estimulada 

entre sus acciones principales aumentan la 

por nutrimentos de insulina; y actúan 

sobre los receptores de insulina aumentando la captación periférica de 

glucosa en el músculo, respectivamente. Es necesario que quede cierta función 

residual pancreática para que su acción se lleve a cabo. 

En ocasiones se 

permanentemente. 

3 DIABETES GESTACIONAL 

requiere de insulina de manera transitoria o 

Se considera la tolerancia a la glucosa impedida, de severidad y 

evolución variables que comienza o se reconoce por primera vez durante el 

actual embarazo. Esta definición es aplicable en forma independiente de utilizar o 

no insulina como tratamiento o si la alteración persiste después del embarazo. No 

excluye la posibilidad de que hubiera estado presente antes de la gestación. Las 

mujeres que desarrollan este tipo de diabetes son "re-evaluadas" después del parto 

cuando la glucosa sangulnea regresa a niveles normales. Sin embargo, del 30 al 

40% de estas mujeres desarrolla diabetes en los siguientes 5 a 1 O años. 

4 DIABETES SECUNDARIA 

Este tipo de diabetes incluye a pacientes en los cuales la DM es secundaria a 

drogas (fármacos del tipo de glucocorticoides, diuréticos y agentes adrenérgicos). 

desajuste hormonal (exceso de hormonas antagónicas a la insulina, como en la 

enfermedad de Cushlng, acromegalia, hipertiroidismo,etc ); o enfermedad pancreá

tica, o está asociada a sindromes genéticos o anormalidades del receptor de insulina. 

En algunos de estos casos la tolerancia Insuficiente a la glucosa vuelve a la 

normalidad cuando la causa desaparece. (21,22) 
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La pancreatitis crónica (secundaria al abuso de alcohol) produce una 

disminución en la liberación de insulina y una alteración en el metabolismo de los 

carbohidratos. 

Dentro de la clasificación de diabetes secundaria, se incluyen 

numerosos trastornos genéticos y cromosómicos que están asociados con un aumento 

de la incidencia de DM: slndrome de Down, slndrome de Klinefelter, etc. 

No se considera diabetes la "tolerancia de glucosa deteriorada'• 

(Tolerancia insuficiente a la glucosa). Esta condición anteriormente se conocla como 

ºDiabetes Latente o Pre-diabetes" y se presenta cuando una persona tiene niveles 

normales de glucosa en ayunas, pero con un nivel de 140 mgldl o de 200 mgldl 

después de dos horas del último alimento, es decir, que los niveles de glucosa 

sangulnea se encuentran entre los limites normales y diabéticos. 

Es importante identificar a pacientes en estas condiciones, ya que ellos 

presentan mayor riesgo de desarrollar DM aún cuando no desarrollen 

diabetes, tienen mayor riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares que 

la poblaciónen general. Se tratan con dieta y si es necesario pérdida de peso 

aunque, algunos médicos sugieren tratamiento con insulina. 

Otro tipo de DM (conocida como Tipo 111 o diabetes de desnutrición ) 

puede estar asociado a la malnutrición protéica, que produce un daño irreparable en las 

células ~ . En esta forma de DM la hiperglucemia tiene lugar sin cetoacidosis y los 

requerimientos de insulina son elevados. 
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1.3.3 .- ORIGEN DE LA DIABETES 

Las consideraciones sobre la etiología de la DM que se presentan aquí 

están en relación con unos tipos determinados de DM, puesto que las causas van 

desde ser la consecuencia de un tratamiento, como en los casos de 

pancreatectomfa, hasta los complejos factores que operan en la OMID y en la 

DMNID. (21) 

1.3.3.1 .- ETIOLOGIA Df= LA DMID 

La DMJD es el resultado de los grados variables de insulinopenia que pueden 

existir a consecuencia de una mala función de las células n. En términos 

morfológicos, el 90% de la masa de las células p debe ser destruida antes de que 

aparezca Ja hiperglucemia crónica. El proceso destructivo es de tipo inmune y la 

tasa de destrucción es variable. 

Se han identificado muchos factores asociados, y a algunos, como la 

constitución genética, las infecciones virales y las toxinas, se les ha asignado un 

papel determinante. 

Virus y Diabetes Mellitus 

Existen pruebas de que algunos virus, principalmente el virus coxsackie 84, el 

virus de la parotidilis. el reovirus 3 y el virus de la rubéola pueden dañar las células de 

los islotes. 

En el 30% de los DM/D diagnosticados recientemente y con menos de 15 años 

de edad se encontraron pruebas de una infección reciente por virus coxsackie B, a 

diferencia de Jos controles, en /os que sólo se encontraba en el 6%. 
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No está claro si las infe.cciones virales inician el daño a las células fl o dan el 

golpe final a unas célu1as ya dañadas. Aunque ni el virus coxsackie ni una baja dósis 

de estreptozotocina provoca la DM en los ratones. este efecto puede conseguirse con 

la combinación de ambos factores. Asi pues, el efecto de los factores ambientales 

puede ser aditivo. 

Herencia 

Se sabe desde hace tiempo que la DM aparece con más frecuencia 

en algunas familias: sin embargo, el patrón de herencia no parece ajustarse a ninguno 

de los convencionales. La condición de diabético es tan común, que una historia 

familiar aparentemente positiva puede deberse simplemente al azar más que ha 

factores genéticos. El riesgo de padecer DMID del hijo de un DMID es del 2%, 

mientras que si los dos padres son DMID el riesgo es del 10%. El riesgo de un 

hermano de un DMID es del 8% aproximadamente. 

• S/nlesis de tas posibilidades etlo/óg/cas en la DM/D 

La información actual sugiere que en un individuo con una constitución 

genética particular (susceptibilidad genética), algunos factores ambientales (toxinas o 

virus) dañan a las células n del páncreas, dando lugar a un trastorno autoinmune que 

conducirá a una disminución gradual y progresiva de Ja secreción de 

insulina. 

La influencia ambiental debe ser importante, ya que la concordancia 

para la DMID en gemelos idénticos es únicamente del 50%. 

En un individuo con un sistema HLA particular, las células n pueden ser más 

vulnerables o reaccionar de una manera particular cuando son expuestas a agentes 

específicos. 
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Entre las numerosas marcas de nuestra individualidad, las glicoprotelnas 

especificas que se localizan en la superficie de nuestras células nucleadas son las 

que, diferenciando lo que es propio de lo que es extraño, nos aislan y protegen 

de nuestro propio sistema de defensa inmunológico. Estas glicoprotelnas se 

denominan antígenos de histocompatibilidad o antlgenos leucocitarias humanos 

(HLA). 

Asl, por ejemplo, la configuración tridimensional de las células p puede 

ser alterada por una insulitis viral, de modo que el organismo ya no las reconoce como 

propias, preparando un ataque inmunológico sostenido, con una gradual y progresiva 

destrucción de células p. (Anticuerpos contra las células de los islotes ="!CA "). 

1.3.3.2 .- ETIOLOGIA DE LA DMNID 

La DMNID es heterogénea en su etiologla pudiendo haber: 

a) Defectos en el mecanismo secretor de la célula p. 

b) Disminución de la unión de la insulina a sus receptores debido a una 

disminución en el número o en la afinidad de los mismos. 

e) Defectos posreceptor que alteran el transporte de glucosa al Interior de las 

células. 

d) Regulación defectuosa de liberación de glucosa por el hlgado. 

Es muy frecuente encontrar una historia familiar de DM en este grupo, y 

en gemelos idénticos la concordancia es casi del 100%. 

El gene de la insulina está situado en el brazo corto del cromosoma 11, y en 

su vecindad hay una región de ácido desoxirribonucléico (ADN) que es 

altamente polimórfica. 
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1.3 4 .• SINTOMATOLOGIA Y FIS/OPATOLOGIA 

Los slntomas caracterlsticos de la DM son consecuencia de que por una parte 

la glucosa. no puede penetrar a las células provocando una disminución en la 

producción de energía y en la actividad propia de cada célula; y por otra parte se 

presenta una acumulación de grandes concentraciones de glucosa en la sangre, y 

como ésta se transporta por los vasos sangulneos (arterias y venas), se adhiere 

poco a poco a las paredes de los vasos, disminuyendo su calibre y por lo 

tanto el flujo que llega a los tejidos a través de éstos. 

Asi mismo, al aumentar la glucosa en la sangre, se alteran muchos de los 

componentes de ésta con las consecuentes alteraciones metabólicas: 

1. Polifagia (ingestión exagerada de alimentos), ya que la célula no asimila la 

glucosa que se encuentra en exceso fuera de ella. 

2. Polidipsia (ingestión excesiva de liquides), como la glucosa se 

acumula en grandes cantidades en la sangre, la única forma de diluirla es con agua. 

3. Poliuria (eliminación excesiva de orina), al beber grandes cantidades de 

liquido, el exceso de agua y azúcar se elimina por medio de grandes volúmenes de 

orina. 

4. Angiopatla (enfermedades de los vasos sangulneos), debido a la acumulación 

de azúcar en las parédes de los vasos, disminuyendo su calibre y haciéndolos poco 

flexibles, se altera la nutrición de los tejidos a donde llega: pies {pie-diabético, 

gangrena), corazón (isquemia, infarto o angina de pecho), ojos (alteraciones de la 

retina y ceguera). 

5. $Internas generales: cansancio, somnolencia, disminución de la capacidad 

física, dificultad para concenlrarse, dolor de cabeza, etc. 
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1.3.5 .- DIAGNOSTICO 

De acuerdo al criterio de la Asociación Americana de Diabetes 

(ADA), el diagnóstico de DM se apoya en tres puntos esenciales: 

a)Cuadro cllnico. Síntomas cardinales de la enfermedad, poliuria, polidipsia y 

polifagia principalmente. 

b)Glucemia de ayuno. Nivel en plasma venoso igual o mayor de 140 mgldl en 

más de una ocasión, comparando con las cifras normales: 

ADULTOS (HOMBRES Y MUJERES NO EMBARAZADAS) 

NIF°lOS 

MUJERES EMDAAAZAOAS 

GLUCEMIA DE AYUNO 

< 115 mg/dl 

< 130 mg/dl 

< 105 mg/dl 

c)Prueba de tolerancia a la glucosa. Se determina la habilidad de un 

individuo para remover una cierta cantidad de glucosa ingerida. Una cantidad 

de glucosa es administrada oralmente (en adultos la dósis es de 50 a 100 g. o 

en razón de 1.75 g. por kg. de peso, en niños se utiliza la misma relación con 

una dósis mlnima de 50 g.), la absorción ocurre rápidamente y el nivel de glucosa 

sangulnea aumenta, estimulando la liberación de insulina, cuya acción disminuye el 

nivel de glucemia a cifras normales en un plazo de 2 a 3 horas. 

Para la interpretación de la prueba de tolerancia a la glucosa se 

toman en cuenta varios criterios: el método de Wilkerson o método de 

puntuación, el método de Fajans y Conn, y el método de suma. 
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En el método de Wil!o:erson, se asignan valores de puntuación a los niveles de 

glucosa sangulnea delerminados a tiempos O, 1, 2, y 3 horas. 

TIEMPO 

IHrs.} 

O AYUNO 

PUNTOS 

1 0.5 
2 ~ 

3 1 

Valores iguales o mayores a los listados acreditan el número de puntos 

citados. Se considera que existe un estado diabético con 2 · 3 puntos y sospecha de 

DM con 0.5 - 1.5 puntos. 

En el mélodo de Fajans y Conn se diagnostica DM cuando cualquiera 

de los niveles de glucosa excede a los valores dados: 

TIEMPO IHfl,) 

1.5 

2 

GLUCOSA lmgfd1l 

185 
165 
140 

En el método de suma, se considera un paciente diabético si el total de los 

valores obtenidos a O, 1, 2 y 3 horas es mayor de 600. 
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Fig.1 6A 

NIÑOS 

CUADRO CLINICO Y/O CRITERIOS PARA ESCRUTINIO 

130 

SE DESCARTA 
D.M." 

ENTRE LOS 
TIEMPOS O • 90' 

200, Y A LOS 
120· 140 

SE DESCARTA 
D.M. 

GLUCEMIA DE AYUNO 

140 X 200 

CTOG• 

EN CUALQUIER 
TIEMPO 200 
V A LOS 120' 

140 X 200 

IAc••• 

• Curva de tolerancia oral a la glucosa 
•• DIABETES MELLITUS 
... lnlolerancia a carbohidr8tos 
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200 

DIAGNOSTICO DE 
D.M ... 

EN CUALQUIER 
TIEMPO 200 
V A LOS 120' 

200 

REPETIR 
CTOG 

SI EL RESULTADO 

SE REPITE 
OlAGNOSTICO DE 

O.M. 



Fig.1.6B 

ADULTOS (HOMBRES Y MUJERES NO EMBARAZADAS) 

CUADRO CLINICO Y/O CRITERIOS PARA ESCRUTINIO 

GLUCEMIA DE AYUNO 

115 

SE DESCARTA 
D.M.•• 

ENTRE LOS 
TIEMPOS O • 90' 

200, Y A LOS 
120' 140 

SE DESCARTA 
D.M. 

EN CUALQUIER 
TIEMPO 200 
Y A LOS 120' 

140 X 200 

IAc••• 

• Curva de lolerancla oral a la glucosa 
•• DIABETES MELLITUS 
0

• Intolerancia a carbohldralos 
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DIAGNOSTICO DE 
O.M.-

140 



Sin embargo, en la interpretación de la prueba de tolerancia a Ja glucosa, 

influyen ciertas variables que deben observarse con el fin de obtener resultados 

confiables: 

-Tipo de fluido a analizar (plasma, suero o sangre total). 

-Métodos para determinar la glucosa sanguínea (enzimáticos o reductivos). 

-Dósis y concentración de glucosa adecuadas. 

-Dieta preparatoria alta en carbohidratos antes de la prueba. 

-Actividad flsica antes y durante la prueba . 

-Hora del dla. 

-Drogas ingeridas. 

-Periodo de ayuno . 

-Consideración de enfermedades agudas o crónicas sufridas por el paciente y 

embarazo. 

1.3.6 .- MANEJO CLINICO DE LA DM: Principios generales 

La DM no tiene cura. Incluso en el caso ideal, por ejemplo un diabético tipo 11 

con sobrepeso en el que la pérdida de peso lleva a la normalidad la Curva de 

Tolerancia Oral a la Glucosa (CTOG), el trastorno está latente y aparecerá si no se 

mantiene el control de peso. (21,25) 

Todos los programas de tratamiento tratan de corregir la hiperglucemia 

mediante programas de nutrición y ejercicio, junto con los hipoglucemiantes orales o 

la insulina. 

El programa para cada paciente debe ser individual y considerar 

factores como: 
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1.Grado de desajuste metabólico. 

2.Edad y dependencia. 

3.Desviación del peso corporal ideal. 

4.0cupación. 

5.Capacidad para aprender y obedecer. 

6.Circunstanclas sociales. 

En todos los casos, el objetivo mínimo es establecer y mantener el 

grado de control metabólico necesario para la supervivencia, la abolición 

de los slntomas evitar las complicaciones agudas tales como la cetoacidosis o 

la hipoglucemia. 

El tratamiento completo de la DM debe incluir: 

a.Plan nutricional. 

b.Ejercicio. 

c.Hipoglucemiantes orales. 

d. Insulina. 

e.Facilidades clínicas, con servicios de emergencia siempre disponibles. 

f.Un programa de educación, sin el cual todas las terapeúticas fracasarán. 

1.3.7 .- DIABETES EXPERIMENTAL 

1.3. 7.1 .- CARACTERISTICAS GENERALES 

Diversas sustancias qulmicas causan degeneración selectiva de las células p 

de los islotes de Langerhans (sustancias p citotóxicas) y, por lo tanto. provocan un 

estado de diabetes que se ha denominado diabetes experimental .(7,21.22) 
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Dentro de estas sustancias se incluyen la aloxana, ácido Urico, ácido 

deshidroascórb1co, ácido deshidroisoascórbico, algunas qu1nolonas. estreptozatocina y 

sales de magnesio. La aloxana ha resultado Util en experimentos con animales 

como medio adecuado para producir diabetes por deficiencia de 

insulina, can una duración no necesariamente permanente.(Fig. 1.7) 

Los mecanismos de acción de las sustancias antes señaladas no se conocen 

con certeza. El tratamiento con algunos compuestos sulfhidrilicos (glutatión, cistelna, 

dimercaprol) inmediatamente antes de la aloxana impide la destrucción de las 

células p, sugiriendo que la aloxana también puede actuar inhibiendo enzimas que 

contengan grupos sulfhidrilo. Sin embargo. el ácido nicotinico, el ácido 

piridindicarboxílico, el bisulfito sódico y el azul de metileno, que no contienen grupos 

sulfhidrilos, ejercen una acción protectora similar. 

ºX7-~ o 
NH o 

o 

F1g 1.7 ALOXANA. SUSTANCIA 11 CITOTOXICA 
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El efecto diabetogénico de la aloxana fue descubierto por Dunn 

colaboradores y suplernentó las formas de diabetes experimental ya conocidas, 

pancreotomia y diabetes causada por alteraciones de la hormona del crecimiento; 

siendo el principio de una intensa investigación sobre la "diabetes quimica". (7) 

La diabetes causada por aloxana presenta los signos 

caracterfsticos de la diabetes humana (hiperglucemia, glucosuria, polidipsia, poliuria, 

pérdida de peso corporal, polifagia, cetonuria y acidosis) en conejos, rata, perro, 

hamster, gato, oveja, mono y ratón. 

Se ha producido diabetes después de la administración de aloxana vfa 

intravenosa, intramuscular, intraperitonea/, subcutanea, oral, enteral e intrapulmanar. 

La aloxana pasa fácilmente de los tejidos a la circulación, por lo cual, la vla de 

administración está influida por la dósis de aplicación, el daño que se desee causar y la 

disponibilidad que se tenga con el modelo experimental. 

En ratas, la dósis normalmente utilizada para producir diabetes es de 

100-200 mg/kg de peso, vla intravenosa. 

1.3. 7.2 .·EFECTOS DE LA ADM/NISTRACION DE ALOXANA 

'CAMBIOS HISTOLOGICOS EN LOS ISLOTES DE LANGERHANS 

Una dósis diabetogénica de aloxana produce necrosis masiva de las células p 

de los islotes de Langerhans en la mayoria de los mamíferos. 

A pesar de que la aloxana es p citotóxica. una dósis elevada causa daños 

secundarios reversibles en la mayoría de los casos, en el ·riñan, principalmente 

cambios hidrópicos, necrosis y descamación de las células tubulares. 
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• CAMBIOS EN LOS NIVELES DE DIVERSOS PARAMETROS 

BIOQU/MICOS 

En animales, el nivel de glucosa anguínea fluctúa de una manera caracteristica 

normalmente trifásica, después de una dósis diabetogénica de aloxana. 

Estas fases que representan el desarrollo de la diabetes con aloxana son: 

1.Una rápida y marcada hiperg/ucemia de corta duración (1 a 4 horas), 

representada por una repentina disminución o interrupción de la liberación 

de insulina; y por un efecto glucogenolltico en el hlgado iniciado por la falta de 

glucosa bajo influencia adrenal. 

2.Una hipoglucemia más o menos severa de duración de hasta 48 horas, que 

provoca algunas veces convulsiones y muerte.la cual puede ser prevenida con 

tratamiento con glucosa. 

Esta fase es producida por la insulina presente que no es inactivada por la 

a/oxana, es decir, es la consecuencia de un derramamiento incontrolado de insulina 

de las células p dañadas. 

3. Una hiperglucemia crónica de largo pero no necesariamente permanente 

duración, producida por la falta de Insulina debido a que las células fl han sido 

necrosadas. 

El glucagon del hlgado se agota durante la primera fase, observándose 

fas más bajas concentraciones en el nivel máximo de hfperglucemia. 

Durante la segunda fase, los niveles de glucógeno en el hígado se 

incrementan alcanzándose cifras basales. 

En la tercera fase, los niveles de glucógeno en el hfgado permanecen en 

niveles disminuidos a los normales.(22) 
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Los niveles de insulina plasmática disminuyen radicalmente durante la 

primera fase, posteriormente se incrementan a niveles superiores a los normales, 

siendo más altos con la hipoglucemia más intensa. 

En el estado crónico de diabetes, los niveles disminuyen a niveles por 

debajo de lo normal, llegando a ser inmedibles en el transcurso de pocas 

semanas. 
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1.4 .- POLIAMINAS 

1.4.1.-ANTECEDENTES 

Las poliaminas putrescina, espermina y espermidina son compuestos que se 

producen de manera natural en todos los tejidos.(20,22,31,32). 

A pesar de que la función fisiológica de estas aminas no ha sido totalmente 

comprendida a nivel molecular, estudios recientes han mostrado que sus 

concentraciones son finamente reguladas y que el crecimiento celular normal, la 

mLltlplicación y la diferenciación requieren de poliaminas. Estas moléculas a 

semejanza de Jos ácidos nucléicos, los aminoácidos y las protelnas, se encuentran 

distribuídas ampliamente en los sistemas vivientes, lo que quizás constituye un 

indicativo de que su presencia es esencial para Ja realización de los procesos básicos 

de la función celular.(Fig. 1.8). 

Hay concentraciones de espermina y espermidina particularmente elevadas 

en la secre9ión de la gléndula prostética de diversas especies, incluyendo al hombre, y 

los nombres de las aminas derivan de que primero se descubrieron en el semen.En el 

semen humano la concentración de espermina varia entre 50 y 350 mg/100 mi: la de 

espermidina es unas 12 veces menor. 

H2N·CH2-CH2-CH2-CH2NH2 PUTRESCINA 

f¡t 
H2N-CH2-CH2-CH2-CH2-N-CH2-CH2-CH2NH2 ESPERMIDINA 

f¡t l¡f 
H2N-CH2·CH2·CH2-N·CH2·CH>-CH2·CH2-N-CH2-CH2-CH2NH2 ESPERMINA 

F19. 1.8 POLIAMINAS 
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Se ha comprobado que las poliaminas son poderosos estimulantes del 

crecimiento de microorganismos, de. tejidos vegetales y de células de mamlfero 

cultivadas. Ejercen varias acciones sobre el control del metabolismo del ácido 

nucléico, que probablemente tiene algún efecto sobre el crecimiento.(8,9, 10,20). 

La función biológica de las poliaminas ha sido tema de muchas investigaciones, 

sin embargo, existe poca información a cerca de la actividad farmacológica de dichas 

moléculas. La putrescina ha sido administrada a ratas por vfa intraperitoneal en 

dósis de 200-400 mglkg de peso e inyectada en cerebro por vla ventricular (100 

nmol/rata) con lo que se ha demostrado que esta diamina tiene un efecto analgésico

dósis dependiente. En estas circunstancias no se ha observado ninguna toxicidad 

colateral. 

Las concentraciones tisulares de poliaminas han sido determinadas en 

algunos órganos y se sabe que el páncreas de rata contiene 8.62 moles de 

espermidina y 0.8 moles de espermina por gramo de peso húmedo, a diferencia 

del cerebro humano que únicamente contiene 0.23 y 0.10 moles por gramo de peso 

húmedo respectivamente.(11, 14,27). 

1.4.2 .- S/NTESIS Y REGULAC/ON 

En los mamlferos, la biosintesis de poliaminas se lleva a cabo a partir de la 

ornitina. por lo tanto, la ruta que conduce a la formación de la putrescina es a través de 

la enzima ornitina descarboxilasa (ODC). La putrescina es el precursor de la slntesis 

de la espermidina y la espermina.(20,28,46,48). 

La ornitina disponible para estas reacciones proviene del plasma, además de 

que puede formarse dentro de las células por la acción de arginasa. Es posible que 

esta enzima, ampliamente distribuida en los diferentes tejidos, se encuentre presente 

en tejidos extrahepáticos para facilitar la disponibilidad de ornitina para la bioslntesis 
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de poliaminas. Por esta razón, se ha pensado que la arginasa puede ser una de las 

enzimas que regulan la etapa inicial en la bioslntesis de poliaminas, recordándose que 

su participación fisiológica se relaciona con el ciclo de la urea.(47 ,51 ). 

Para convertir a la putrescina en espermidina y ésta a su vez en espermina, 

debe adicionarse un grupo propilamina. Este grupo se deriva de la metionina, la cual 

primero es convertida en S-adenosilmetionina y luego descarboxilada 

enzimáticamente por la S-adenosilmelionina descarboxi/asa (SAMD). 

El producto de la descarboxilación, S-adenosilhomocisteamina, es utilizado 

como donador de grupos propilamina ( (CH2)3 - NH2) para la slnlesis de espermidina 

espermina. La producción de S-adenosilhomocisteamina se mantiene baja 

constituye el factor limilante en la formación de espermidina. 

Es importante mencionar que la incorporación de los grupos propilamina para 

la síntesis de espermidina y espermina se llevan a cabo por la acción de las 

enzimas espermidina sintasa y espermina sintasa, respectivamente.(Fig. 1.9) 

A pesar de la similitud entre estas dos reacciones, cada enzima tiene cierta 

especificidad por su propio sustrato. Las aminopropiltransferasas están presentes 

en diversas células en cantidades mayores que las descarboxilasas. Se ha pensado 

que son reguladas por la disponibilidad de sus sustratos, particularmente la S

adenosilhomocisteamina. Sin embargo, en el caso de Ja espermidina slntasa se ha 

observado que también se eleva en respuesta a hormonas, regeneración tisular y 

factores de crecimiento celulares. 

Por otra parte, se ha demostrado que las reacciones catalizadas por las dos 

sintasas son irreversibles, y que la conversión de Ja espermina en espermidina y de 

espermidina en putrescina ocurre in vivo por la acción de otras enzimas como la N

acetil transferasa y fa poliamina oxidasa 
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F1g. 1 9 BIOSINTESIS DE POLIAMINAS 

Se sabe que muchos procesos bioquimicos, tares como el transporte de 

nutrimentos al interior de la célula, la velocidad de slntesis de diversas 

macromoléculas, asl como el control de su degradación son influidos por agentes 

capaces de inducir crecimiento. En cambios tempranos, asociados con la transición de 

células de un estado quiescente a un estado de proliferación, hay un aumento en la 

actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis de poliaminas. Como 

resultado de esta acción enzimática intensa, hay acumulación intracelular de 

poliaminas (20,27) 
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Aun cuando la velocidad de slntesis de estos compuestos siempre parece 

estar acoplada a un aumento de la proliferación celular, varios estudios están siendo 

realizados para demostrar si este incremento es circunstancial o esencial para que las 

células entren en actividad mitósica. 

Como se mencionaba anteriormente, existe una Interacción entre el ciclo de la 

urea y la biosintesis de poliaminas. El ciclo de la urea ha sido bien identificado en su 

conjunto y actualmente se sabe que consiste en cinco pasos, regulados 

enzimáticamente: 1 )Conversión de bicarbonato y amonio en carbamilfosfato. 

2)Formacl6n de citrulina a partir de omitina y carbamilfosfato. 

3)Conversi6n de citrulina y aspartato en arginino-succinato. 

4)Hidr61isis de arginino-succinato para formar arginina. 

5)Degradaci6n de arginina para formar urea y ornitina. 

La ornitina asl formada está nuevamente disponible para su reutilización en el 

paso 2 y la urea es excretada. El último paso es calalizado por la enzima 

citoplasmática arginasa. Se ha visto que, cuando aumenta la slntesis de poliaminas 

aumenta la actividad de arginasa y que asf se incrementa el suministro de omitina 

hacia ornitina descarboxilasa (ODC). Los componentes del ciclo de la urea en los 

vertebrados terrestres, como anfibios y mamfferos, están muy relacionados también 

con el ciclo de Krebs o del ácido cltrico.(Fig. 1.10) 

En los mamlferos, incluyendo al hombre, la espermidina y la espermina están 

presentes en la mayor parte de los tejidos, en una concentración aproximada de 1 mM, 

mientras que la putrescina está generalmente presente en concentraciones bajas, 

excepto en tejidos que están estimulados al crecimiento o que tienen un 

comportamiento celular proliferativo. como es el caso de la médula. 
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f;g, 1.10 INTERACCIONES ENTRE EL CICLO DE LA UREA, EL CICLO DE KREOS Y LA BIOSINTESIS 
DE POLIAMINAS. 

El metabolismo de poliamlnas ha sido estudiado en animales y en humanos, 

durante la gestación y en diferentes condiciones de salud y enfermedad. Se ha 

hecho una descripción amplia de la participación de las poliaminas en relación con 

sucesos normales, trastornos del crecimiento, enfermedades genéticas y otras 

alteraciones relacionadas con la fisiología renal.(13, 14,26,27). 

Los patrones de acumulación de las poliaminas, espermidina y espermina y de 

su precursor putrescina, se han determinado durante el crecimiento y diferenciación de 

células normales y neoplásicas, en cultivo y en tejidos de animales. Una relación 

espermidina espermina menor de 1.0 es típica de tejidos con actividad biosintética 

baja o de tejidos diferenciados con una velocidad constante en la slntesis de RNA y 

de proteinas. 

Una relación mayor de 2.0, es típica de un tejido que presenta hipertrofia o 

hiperplas1a La concentración de espermina es mayor en tejidos diferenciados. 
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disminuye durante los procesos de diferenciación, como en la regeneración del 

hlgado, y es constante con la edad. 

Los niveles intracelulares de poliaminas, particularmente espermina 

putrescina, aumentan espectacularmente con el crecimiento. tanto en células 

normales como neoplásicas. 

El hecho de que las poliaminas se puedan detectar extracelularmente, ha 

conducido a la realización de varios trabajos tendientes a cuantificarlas en fluidos 

biológicos de diversas entidades cllnicas.(38) 

1.4.3 .- POLIAMINAS Y CITOPROTECCION 

1.4.3. 1 .- DEFINIC/ON DE CITOPROTECCION 

El término "citoprotecclón" originalmente describla de manera precisa al 

fenómeno por el cual ciertas sustancias, particularmente las prostaglandinas, 

protegen las capas más profundas de la mucosa gástrica, de la inflamación y la 

necrosis debidas a la exposición a agentes nocivos; independientemente de 

cualquier efecto inhibitorio sobre la secreción gástrica áclda.(6,30,33,34) 

Esta descripción toma en cuenta los descubrlmientos realizados por Lacy e lto 

(52), en los cuales se observó que en animales a los que se administró oralmente algún 

agente necrotizante como etanol, el tratamiento con prostaglandinas confiere una 

citoprotección de incluso el 90 % de la población celular epitelial, es decir, 

células mucosas, parietales y células de reserva, asl como células de la lámina propia 

de la mucosa gástrica. 
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En otros estudios se ha observado que cuando son administrados oralmente 

etanol absoluto o cualquier otro agente necrotizante, se desarrolla una necrosis 

hemorrágica masiva en la mucosa gástrica casi al minuto y, esta severa necrosis se 

previene con una amplia variedad de prostaglandinas (37,40,52,53). Más aún, el 

tipo de prostaglandina utilizado es un factor en la eficiencia "de esta protección. 

Sin embargo, Ja citoprotección no está solo confinada a las prostaglandinas. 

A pesar de que éstas fueron fas primeras sustancias que se reportaron 

como "citoprotectoras" y, son consideradas por algunos investigadores como las más 

potentes al respecto, está bien establecido que otros compuestos presentan la 

misma propiedad. Se ha reportado la capacidad citoprotectora de tres agentes 

qulmicos no relacionados a las prostaglandinas, ácido salicflico, acetazolamida, y 

algunos antibióticos. 

Algunos compuestos parecen ser citoprotectores por estimulación de la 

formación de prostaglandinas endógenas por el estómago, algunos ejemplos son 

ros llamados estimulantes moderados, el sucralfato y las sales de bismuto; mientras 

que otros como el maleato de dietilo, algunos fosfolipidos, reactivos sulfhidrilados 

y algunos benzimidasoles sustituidos, parecen actuar a través de diferentes 

mecanismos. (6,30,39) 

Actualmente, se realizan exhaustivas investigaciones con el fin de entender 

los mecanismos fundamentales de este importante fenómeno de protección 

celular tanto en el estómago (mucosa gástrica a diferentes niveles), como en 

otros órganos y tejidos vfa otros compuestos químicos como las prostaciclinas 

sobre la isquemia miocárdica, pancreatitis inducida por etionina (41) y el daño 

hepático inducido por CCI 4 en ratas (43): o las poliaminas como regeneradoras de 

tejido hepático y gástrico entre otros.(9,33,34) 
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1.4.3.2 .·ALGUNOS ESTUDIOS DE POL/AM/NAS CON 

EFECTO CITOPROTECTOR 

El hecho de que las poliaminas espermina, espermidlna su precursor 

putrescina, se encuentren ampliamente distribuidas en los tejidos vivientes, 

ha llevado a realizar algunas investigaciones sobre esta base.(8, 12, 13) 

Al respecto se ha observado la participación de la espermina en la 

recuperación del hlgado con daño inducido por tetracloruro de carbono (CCI 4 ). 

La espermina administrada intragástricamente en ratas después de la 

inducción del daño hepatico da lugar a un aumento en la actividad de arginasa 

(A.A.), asl como el contenido de protelna total. Histológicamente los animales 

tratados con espermina presentan menor daño centrolobular residual y cambios 

citológicos definitivos de regeneración. 

Otros estudios también han mostrado que después de una 

hepatectomla parcial hay un aumento dramático en la actividad de la ornitina 

descarboxilasa (ODC) hepática residual, lo cual Indica que esta enzima es clave en 

la slntesis de poliaminas.(28) 

Estudios realizados con la mucosa gástrica aislada de conejos blancos Nueva 

Zelanda, indican cambios muy significativos en la secreción ácida cuando se 

administra espermina, lográndose una disminución hasta del 80 % siendo el 

efecto transitorio y observándose que una dósis adicional de espermina 

presenta un efecto similar al de la dósis inicial.(8) 

Dentro del grupo de poliammas que inhiben la secreción ácida gástrica, se ha 

clasificado a la espermina como el agente más potente probado con este fin 
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y, es por ello que algunos investigadores la han sugerido como posible agente 

terapeútico. 

Otros experimentos realizados con ratas Sprague-Dawley han mostrado 

que las poliaminas, al igual que las prostaglandinas protegen a la mucosa gástrica 

de severos agentes necrosantes como es el etanol acidificado.{9) 

Se ha reportado que la administración oral de poliaminas evita la 

formación de lesiones de la mucosa gástrica inducidas por etanol al 90 % en HCI 150 

mM, de manera dósis dependiente, con el siguiente orden de potencia protectora: 

espermina espermidina - putrescina 
1o. 2o. 3o. 

Se ha observado que las lesiones producidas por el agente 

causante de la necrosis están acompañadas por incrementos en los niveles de 

peróxidos lipldicos de la mucosa gástrica y, que éstos han disminuido con dósis 

protectoras de espermina. 

Investigaciones adicionales revelan que las poliaminas Inhiben la peroxldación 

lipldica "in vitro" , inducida por un Ión metálico (Fe++) en mucosa gástrica de 

porcino, con el mismo orden de potencia mencionado anteriormente. 

Es muy probable que la citoprotección proporcionada por las 

poliaminas se deba sus acciones antiperoxidativas, sin embargo, los 

mecanismos detallados de lo que se entiende por citoprotección no están del 

todo comprendidos.(34) 
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1.4.4.- POLIAMINAS Y FUNCION PANCREATICA 

Estudios realizados con un análogo de Ja colecistoquinina, la caeruleina, 

administrada al pancreas de rata Sprague·Dawley demuestran que la 

activación del metabolismo de las poliaminas puede ser un importante factor 

para promover el crecimiento celular pancreático.(13) 

A pesar de que existe muy poca información disponible acerca de los 

mecanismos por los cuales esta hormona gastrointestinal puede regular la síntesis 

de DNA y el crecimiento pancreático, ha sido demostrado en diversos tejidos de 

mamffero que, algunas hormonas y factores promotores de crecimiento cambian 

de manera importante el metabolismo de las poliaminas inleNiniendo en la 

actividad de enzimas involucradas en su bioslntesis, particularmente en la actividad 

de la ornitina descarboxilasa (ODC) responsable de la slntesis de putrescina; lo cual 

justifica estos estudios. 

Para evaluar cualquier correlación entre el crecimiento pancreático y 

el contenido celular de poliamlnas, se ha relacionado estad/sticamen!e el 

peso pancreático y el contenido de DNA con el contenido total de putrescina, 

espermidina y espermina durante el tratamiento con caeruleina. 

Se ha demostrado que las poliamlnas son necesarias para el crecimiento 

pancreático debido a su biosfntesis y acumulación primero, con incrementos 

en la concentración de putrescina paralelamente a incrementos en niveles de 

prole/nas y RNA y posteriormente con incrementos en el contenido de DNA y 

masa celular observados.(14,51) 
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Se han desarrollado métodos citoqufmicos de fluorescencia especificas 

para poliaminas que permiten localizar en el pancreas endocrino de ratas y ratones, 

elevadas concentraciones de espermina y espermidina.(51) 

Las poliaminas se asocian particularmente con las células f1 productoras de 

insulina y principalmente con los gránulos de secreción.(49). Se ha comprobado "in 

vitre" que la glucosa estimula su bioslntesis y esto podría significar que 

las poliamínas en determinadas condiciones estimulan la liberación de insulina. La 

mayoría de los estudios realizados al respecto indican que existe evidencia 

qulmica de que las poliaminas causan un incremento en el transporte de glucosa y 

estimulan su completa oxidación en células adiposas, relacionándose asi con la 

actividad de la insulina.(27,44, 12, 15) 
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2 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

2.1 .• HIPOTESIS 

Las poliaminas putrescina, espermidlna espermina protegen del daño 

celular al tejido pancreático sometido a la acción de aloxana. 

2.2 .- OBJETIVO 

Como ya se habla descrito anteriormente, el presente trabajo de tésis tiene 

como finalidad lo siguiente: 

2.2.1 .- OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar el efecto citoprotector de las poliaminas putrescina, espermidlna 

espermina administradas antes de la aplicación de aloxana. 

2.2.2 .·OBJETIVO PARTICULAR: 

Determinar diferentes parámetros bioquimicos indicadores de la función 

endocrina del páncreas. 

51 



3 MATERIAL Y METODO 

3.1.- MATERIAL 

• Material biológico: 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Long Evans de 3 a 5 meses de edad, de 

250 a 300 g. de peso, las cuales se mantuvieron en un bioterio bajo condiciones 

controladas de luz y temperatura, alimentadas 11 ad libitum". 

• Material qulmlco: 

Incluye todos los compuestos qulmicos empleados en los diferentes 

tratamientos ( tranquilizante, anestésico, aloxana, poliaminas,etc.) y, todos los 

reactivos necesarios para las determinaciones bioqufmicas. (Ver Apéndice) 

3.2 .- METODO 

Las ratas se dividieron en lotes o grupos de investigación de 1 O ratas a los que 

se aplicó el tratamiento que se describe a continuación. 

3.2.1 .- DESCRIPCION DE LOTES UTILIZADOS 

GRUPO 1: CONTROL.- Ratas a las cuales no se aplicó tratamiento alguno. 

GRUPO llp : CONTROL DIABETICO (Sin pretratamiento con poliaminas). 

Tratamiento con aloxana i.v. en d6sis de 120 

mglkg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 96hrs. de aplicada la aloxana. 
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GRUPOll: CONTROL DIABETICO (Sin pretratamiento con poliaminas). 

Tratamiento con aloxana i.v. en dósis de 200 mglkg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 24hrs. de aplicada la aloxana. 

GRUPO 111: PUTRESCINA.- Pretratamiento con 50mg/kg. i.p. de una sol. de 

75 mg/ml, administrada 1 hr. antes de la dósis de aloxana de 200 

mg/kg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 24 hrs .de aplicada la aloxana. 

GRUPO IVp: ESPERMIDINA.- Pretratamiento con: 

a) 100 mcg/kg ORAL 

b)100 mg/kg. ORAL SE UTILIZA una sol. de 50 mcg/ml, 

administrada 1 hr. antes de la dósis de 

aloxana de 120 mg/kg. 

Ratas sacrificadas a las 96 hrs. de aplicada la aloxana. 

GRUPO IV: ESPERMIDINA.- Pretratamiento con 50 mg/kg.i.p., de una sol. de 

75 mg/ml, administrada 1 hr. antes de la dósis de aloxana de 200 

mg/kg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 24 hrs.de aplicada la aloxana. 

GRUPO Vp 1: ESPERMINA.- Pretratamiento con 50 mg/kg. ORAL, de una sol. 

de 50 mg/ml, administrada 1 hr. antes de la dósis de aloxana de 

200 mg/kg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 24 hrs. de aplicada la aloxana. 

GRUPO Vp 2: ESPERMINA.- Pretratamiento con 50 mg/kg. i.p. de una sol. de 

50 mg/ml, administrada 1 hr. antes de la dósis de aloxana de 200 

mg/kg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 24 hrs. de aplicada la aloxana. 
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GRUPO V : ESPERMINA.- Prelratamiento con SOmg/kg. l.p.,de una sol. de 75 

mg/ml, administrada 1 hr. antes de la dósis de aloxana de 200 

mg/kg de peso. 

Ratas sacrificadas a las 24 hrs. de aplicada la a\oxana. 

3.2.2 .- METODOLOGIA 

La metodologla experimental utilizada para todos los grupos tratados se 

describe con los siguientes diagramas: 
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Fig 31 

DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO EXPERIMENTAL GENERAL 
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Flg 32 
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DETERMINACIONES REALIZADAS EN TEJIDO PANCREATICO DE RATAS 
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Fig. 3.4 A 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LAS DIFERENTES 

DETERMINACIONES 
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Fig 34 B 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LA OETERMINACION CE 
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4 RESULTADOS 

Los resultados obtenidos del presente estudio sobre el efecto protector de las 

poliaminas putrescina. espermidina espermina, de acuerdo con el modelo 

experimental propuesto; se presentan en forma de tablas descriptivas de parámetros 

bioquímicos medidos y gráficas comparativas en las cuales se ven reflejados los 

valores obtenidos para cada grupo de ratas implicado. 

Adicionalmente, se hacen algunas observaciones sobre cada determinación 

realizada, y se concluye Ja presentación de resultados con el análisis estadlstico 

de datos experimentales. 
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RESULTA DOS 

4. 1 .- DETERMINACIONES REALIZADAS EN SUERO 

4.1.1.- GLUCOSA 

Apesar de que la concentración de glucosa no alcanzó el nivel basal o control ( 

132.28 ± 5,96 mgldl, media ± desv.est.), éste fue disminuido significativamente del 

estado diabético ( 383.0 ± 62.97 ) por los tratamientos preliminares de espermina (50 

mglkg) a 218 mgldl vla oral, y 229 mgldl vla intraperitoneal. 

Con espermldina , en los tratamientos preliminares (100 mglkg) vla oral, se 

logró una disminución de la glucosa hasta 248 mg/dl, recuperación que no se 

observó con las concentraciones de 100 mcg/kg y 50 mglkg vla oral e intraperitoneal, 

respectivamente. 

VER GRAFICAS CE GLUCOSA-COMPARACION DE TRATAMIENTOS 

En los grupos diabéticos tratados con las poliaminas putrescina y 

espermina, se disminuyó la glucosa del estado diabético hasta 253.67 ± 76.97 mg/dl y 

199.84 ± 62.57, respectivamente. 

El grupo diabético tratado con espermidina permaneció en una marcada 

hiperglucemia (415.41±73 mgldl). 

VER TABLA 1 Y GRAFICA DE GLUCOSA EN SUERO 
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4.1.2 .- u - A MIL A S A 

La actividad de la enzima a~ amllasa se encontró disminuida en un 24% en el 

grupo diabético en relación con el grupo control. 

En el caso de los grupos diabéticos tratados con putresclna y espermidina, la 

recuperación hasta niveles basales fue del 100% e incluso superior. 

VER GRAFICA DE ACTIVIDAD DE u·AMILASA EN SUERO. 

Para el grupo con pretratamiento de espermlna la actividad de 

Ja enzima se vió disminuida en un 13% con respecto al control (de 906.49 ± 59.34 

U/La 787.26 ± 96.56). 

4.1.3 .- TRI G L ICE R ID OS 

La concentración de triglicéridos en suero se vió incrementada al doble en las 

ratas del grupo diabético (de 44.57 ± 24.71 mg/dl a 90.23 ± 42.93). 

El pretratamiento con las tres poliaminas utilizadas sobre ratas diabéticas 

permitió la recuperación de los niveles basales, observándose que en el grupo 

pretratado con espermlna la concentración disminuyó hasta 31.83 ±8.76 mg/dl. 

VER GRAFICA DE TRIGLICERIDOS EN SUERO 
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4.1.4 .-PRO TE I NAS· 

Los valores obtenidos en este parámetro en todos los grupos estudiado 

no presentan diferencias significativas entre si, sin embargo en el grupo 

diabético pretratado con putrescina se observa la recuperación al nivel basal. 

4.1.5.-ACTIVIDAD DE ARGINASA 

La actividad de arginasa sinica se vió notablemente incrementada en el grupo 

diabético, 3.22 veces más en relación con el grupo control. 

En el grupo diabético pretratado con putrescina , el aumento en la actividad 

de Ja enzima fue de hasta 5.46 veces, y en los otros grupos también se observó 

un incremento notable. El grupo pretratado con espermina presentó un valor 

similar al del grupo diabético. 

VER GRAFICA DE ACTIVIDAD DE ARGINASA EN SUERO 

4.2 .- DETERMINACIONES EN TEJIDO PANCREA TICO 

4.2.1.-PE SO SECO 

En el grupo diabético se observó una disminución en la cantidad de 

masa pancreática, con respecto al grupo control; el mismo caso se presentó en el 

grupo pretratado con espermina. 

Para los grupos pretratados con putrescina y espermidina no se observa 

diferencia significativa en relación al grupo control. 
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4.2.2 .·ACTIVIDAD DE ARGINASA EN HOMOGENIZADO 

La actividad de arginasa se vió notablemente incrementada en los grupos de 

pretratamiento con poliaminas, particularmente con espermina, en relación con el 

grupo diabético en el cual disminuyó. 

En los grupos diabéticos pretratados con putrescina y espermidina,el 

incremento con respecto al grupo diabético fue del doble. 

4.2.3 .• P R O TE IN A S 

Con respecto al grupo control se detectó una disminución en la concentración 

de proteína total, de 0.53 ±o.os mg/mg peso seco a 0.49 ± 0.09 en el grupo diabético. 

En el caso de los grupos de pretratamiento no se observó recuperación hacia 

el nivel basal. 
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CONlROL DIABETICO 

200 mg/Kg 50 mg/Kg 
50mg/ml 
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TABLA! 

o 
MEO~IOES~ACJONl--"~-'="""'"'----l~-"'""'"-"'""'"'"-~-1---'°""""'-'""""°----1 

ECTANOAR 

PESO Inicial 313.46 353.71 
Final 330.01 
Diferencia 20.7 

DETE,,_,..NcS 
EN SUERO 

G!ucosa ( mg I dL) 13228 5.96 383 
Am1lasa ( U I L ) 906.49 59.34 689.79 
Tngllcéndos ( mg I dl) 44.57 24.71 9022 
Protetnas ( g I dl J 7.18 1.03 6.3 
Urea Basal ( mg I dl} 35.46 4.67 145.62 
Arg1nasa ( mg urea I dl ) 56.98 8.54 183.53 

DETERMINACIONES 
TEJIDO PANCREATICO 

Peso seco (mg ph/mg ps) 5.48 o 54 6.78 
Peso seco (mg pslmg ph) 0.18 o 02 0.15 
P1ote/nas { mg I mg ps) 0.53 o 08 0.49 
Urea basal ( umol urea / mg prot • min } N.O. NO. 
Arg1nasa ( umol urea/ mg prot • min ) 0.16 005 O.OS 

·La diabetes se mdu¡ó inyectando 1loxana i.v. en dóSls de 200 mg/kg 
·Las po/1aminas fueron administradas en concentraciones de 75 mglml i.p. 
previo a la dósis de aloxana. 

17.4 
21.94 

949 

62.97 
103.69 
42.93 

0.63 
82.6 

111.94 

0.77 
o 02 
0.09 

0.03 
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315.27 18.71 334 42 17 97 33026 23.18 
305.67 21.17 312 64 17.54 312.55 27 27 

9.4 8.44 2156 1204 1773 998 

253.67 '(6.97 415.41 73 199.84 62.57 
1522.1 147.16 1005 75.54 787.26 9656 
3922 15.67 4326 953 31.83 6.76 

71 0.65 6 05 0.59 607 0.47 
293.45 32.43 236.53 6896 62.08 30.74 
310.98 32.18 26778 86 33 197.37 61.68 

5.45 048 5.18 062 7.61 0.6 
0.18 002 o 19 002 0.13 0.01 
0.18 002 ·0.19 0.02 0.14 o 03 
NO NO NO. 

0.1 002 o 1 002 0.19 0.04 



~LUCOSA EN SUERO (mg/dl)' 

GRUPOS 

ESPERMINA 

ESPERMIOINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 
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ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA EN SUERO (U/L) 

GRUPOS 

ESPERMIDINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 
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ACTIVIDAD DE ARGINASA EN SUERO (mg urea/di) 

GRUPOS 

ESPERMINA 

ESPERMIDINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 50 100 150 200 250 300 350 
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ITRIGLICERIDOS EN SUERO (mg/dl)f 

GRUPOS 

ESPERMINA 

ESPERMIDINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 10 20 30 40 50 60 90 100 
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GRUPOS 

ESPERMINA 

ESPERMIDINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

5.4 5.6 

IPROTEINAS EN SUERO (g/dl)' 

5.8 6 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2 
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\PESO SECO (mg psi mg ph)' 

GRUPOS 

ESPERMINA 

ESPERMIDINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2 
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PROTEINAS EN TEJIDO PANCREATICO (mg/ mg ps) 

GRUPOS 

ESPERMINA 

ESPERMIDJNA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 
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ACTIVIDAD DE ARGINASA EN TEJIDO PANCREATICO 
(umol urea/mg prot • min) 

GRUPOS 

ESPERMIDINA 

PUTRESCINA 

DIABETICO 

CONTROL 

o 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2 
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TABLAll 

ANALISIS ESTAOISTICO DE DATOS EXPERIMENTALES 

MODELO Anál1s1s de vananza de una vla (ANOVA) 

ENTRé OS .. 
DtABETICOvs CONTROL OLABET. TRATAOO CON OIABET. TRATADO CON CMABET. TRATADO CON 

PUTRESCtNA vs CONTROL ESPERMIOINA 'tli CONTROL ESPERMINA vs CONTROL 

p' p• p' p' 

DETERMINACIONES EN 
SUERO 

Glucosa <0001 < 0001 
Am1lasa <0001 < 0001 
Trlghcendos < 001 >o 1 
Prote1nas 0014 >01 
Arg1nasa < 001 < 0001 

OETEJtMINACIONES 

TEJIOOPMCl'EATICO 

Peso seco <o 001 >01 
Prole.nas >o 1 < 0001 
Arginasa < 0001 <O 01 

• p <O 01 (01sl11bución normal 95% limrtes de confianza de d1lerenc1a) 

"' SE COMPARARON TODO!: LOS GRUPOS ENTRE SI GRUPO OlABETICO CONTRA GRUPO CONTROL. 
GRUPO'.i T~TAOOS CON POLIAMNAS CONTRAOIABETICO SIN TRATAAtENTO Y GRUPOS 

TRATADOS COll POt.IM,ltlAS ENTRE SI 
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<o 001 
<o 01 
>o 1 

< 001 
<o 001 

>o 1 
< 0.001 
< 001 

<001 
<001 
>o 1 
0015 

< 0.001 

< 001 
<0.001 

0.07 



TABLAlll 

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS EXPERIMENTALES 

MODELO: AnAfisis de varianza de una vla (ANOVAJ 

~n-• •-•CW'I• i::.NTRE G"" .. ~-· 
OIABET TRATADO CON OIABET TRATAOOCON OIABET. TRATADO CON 
PUTRESCINA vs DIABET. ESPERMIDINA vs DIABET. ESPERMINA vs DIABET. 

SIN TRATAMIENTO SIN TRATAMIENTO SIN TRATAMIENTO 

p p p 

DETERMtNACKJHES EN 

SUERO 

Glucosa < 0.001 >0.1 < 0.001 
Amilasa < 0.001 <0.001 0.015 
Trigliceridos <0.001 < 0.01 <0.001 
Proteinas <0.01 > 0.1 >0.1 
Amlnasa < 0.001 <0.001 < 0.001 

DEtER-.clCJHU 
TEJIDO PANCREATICO 

Peso seco < 0.01 <0.01 >0.1 
Proteinas < 0.001 < 0.001 <0.001 
Arginasa < 0.001 < 0.001 <0.001 

• p < 0.01 (95% limites de confianza de diferencia). 
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TABLA IV 

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS EXPERIMENTALES 

MODELO: An¡j/isls de varianza de una vla (ANOVA) 

co- ••w•~ION r••wE ...... s· 
DIABET. TRATADO CON DIABET. TRATADO CON DIABET. TRATADO CON 
PUTRESCINA VI OIABET. PUTRESCINA w DIABET ESPERMIOINA VI OIASET 

TRATADO CON ESPERMIOINA TRATADO CON ESPERMINA TRATADO CON ESPERMINA 

p p • 
DETERMINACtoNES EN 

SUERO 
Glucosa < 0.001 o.os < 0.001 
Amilasa < 0.001 < 0.001 < 0.001 
Trlgllcéridos >0.1 0.09 <0.01 
Prolelnas <0.01 <0.01 >0.1 
Arglnesa >0.1 <0.001 0.02 

OETERMINICICMS 
TEJIDO PANCREATICO 

Peso seco >0.1 <0.01 <0.01 
Protelnas > 0.1 <0.001 < 0001 
Arginasa > 0.1 < 0.001 < 0.001 

• p < 0.01 (95% llml1es de confianza de diferencia). 
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5 D/SCUS/ON OE RESULTADOS 

5.1 .- TRATAMIENTOS UTILIZADOS 

fST~ 
SALIFi 

TESIS 
DE LA 

ffO f1flfE 
BfBLlBTECA 

Previo al desarrollo experimental del modelo descrito para este trabajo, 

fue necesario realizar una comparación de tratamientos entre las 

poliaminas a utilizarse, la dósis de aloxana adecuada y dos diferentes formas de 

administración de /as poliaminas, oral e intraperitoneal. 

Se evaluó el estado diabético de lotes con una concentración mayor de 

aloxana en tiempos de acción reducidos, comparándose los resultados obtenidos en 

modelos experimentales anteriores que utilizaron dósis de aloxana de 120 mg/kg 

durante 96 hrs., y los resultados del presente trabajo con aloxana en dósis de 200 

mglkg durante 24 horas. 

5.1.1.-ALOXANA 

Para producir diabetes experimental en animales, se han utilizado 

básicamente dos sustancias, la estreptozotocina y la aloxana. La primera daña las 

células p más lentamente y se han observado efectos tóxicos en otros tejidos, 

particularmente el riñon. En algunos pacientes que la han recibido se ha detectado la 

ausencia de hiperglucemia, lo cual sugiere que las 

relativamente más resistentes. 

células 13 de hombre son 

La aloxana bloquea la liberación de insulina estimulada por la glucosa antes 

de Ja destrucción de las células p, y se · ha descrito como selectiva de 

modo que disminuyen las posibilidades de que interfiera con la acción de 

otros órganos. 
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Por estas razones se decidió utilizar aloxana como inductor de la diabetes 

experimental en este estudio. 

Por otra parte, la dósis elegida de aloxana se estableció teniendo como 

antecedente la concentración normalmente utilizada en experimentos con animales ( 

100 - 200 mg/kg), en los cuales se comprueba el estado de hiperglucemia 

característico : y con base en pruebas dósis·tiempo de respuesta de forma 

tal que se disminuyeran los tiempos experimentales de 96 hrs con una dósis de 120 

mg/kg a 24 horas con 200 mg/kg. 

5.1.2 .• POLIAMINAS 

La dósis de cada poliamina utilizada se unificó a 50 mg/kg de peso, partiendo de 

una solución de 75 mg/ml administrada 1 hr antes de inducir la diabetes. 

Se utilizaron como antecedente diferentes estudios, algunos realizados con 

espermina (1 mg/kg) para evaluar el daílo hepático producido por la administración 

de tetracloruro de carbono; y otros experimentos en los que se utilizaron 

poliaminas vla oral contra el daño gástrico inducido por etanol acidificado en ratas. 

(9,33.43) 

Además, se contaba con antecedentes del efecto de diferentes pollaminas ( 5 

mg/kg) sobre la función pancreática en ratas diabéticas por aloxana. (14) 

Las modificaciones en la concentración de tratamiento se realizaron de 

acuerdo con pruebas dósis·respuesta debido a los tiempos reducidos de estudio, y 

por la disponibilidad del material biológico en cuanto a sexo y peso. 
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Por otra parte, inicialmente se administraba el pretratamiento 

de poliaminas vfa oral de acuerdo con los antecedentes mencionados 

anteriormente, en los que se administraban poliaminas oralmente para 

proteger a la mucosa gástrica del daño producido por etanol acidificado. 

Se decidió cambiar la vla de administración a intraperitoneal debido a que 

resulta experimentalmente más fácil controlar a las ratas y aplicarles una inyección 

que asegura que la cantidad de pohamina administrada es constante y reproducible, 

además de que la absorción de las poliaminas en el tejido pancreático se lleva a cabo 

de manera más directa y rápida, evitando pérdidas de algún tipo. 
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5.2 .- P A R A M E T R O S A NA LIZA D O S 

5.2.1 .- DETERMINACIONES REALIZADAS EN SUERO 

5.2.1.1 .- G L U COSA 

La variación en la concentración de glucosa entre el grupodiabélico y el grupo 

control, 2.89 veces mayor en el primero, confirma un estado evidente de 

hiperglucemla causado por la falla de insulina que ya no es producida por las células p 

del páncreas. 

La hlperglucemla se hizo permanente debido a que la selectividad de la 

aloxana causó la necrosis de las células productoras de insulina en tan sólo 24 horas. 

Lo anterior es Indicativo de que la concentración de aloxana utilizada es 

probablemente demasiado elevada como para pennilir una recuperación total hasta el 

nivel basal de la concentración de glucosa, por medio del pretratamlento con 

poliamlnas. 

Sin embargo, en los grupos de ralas pretralados con pulrescina y espennina 

sí se observó el efecto protector esperado sobre el tejido pancreático debido a que, 

se evitó la elevación de la concentración de glucosa hasta los niveles del 

grupo diabético. 

En el grupo diabético pretratado con espermidina no se observó diferencia 

significativa en comparación con el grupo diabético para el nivel de glucosa. 

Podria suponerse que el daño pancreático que produce una dósls tan alta 

de aloxana interfiere con las vías metabólicas favorecidas por las otras 

poliamlnas probadas, como participantes en la bioslntesis de insulina o 

interviniendo directamente sobre el melabolismo de Ja glucosa en el tiempo de 

acción establecido por el modelo experimental de este trabajo. 
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Posiblemente, con mayor tiempo de acción de las poliaminas sobre el tejido 

pancreático dañado por causa de la aloxana, los niveles de glucosa disminuirían 

hasta el estado basal o próximos a éste y se podría apreciar mejor la acción de las 

tres poliaminas probadas. Además, es probable que las concentraciones de 

cada poliamina probada no sean las ideales debido a que, en el caso de los grupos 

en que se utilizaron putrescina y espermina en los que sí hubo evidencia de una 

recuperación del tejido pancreático, ésta pudo haber sido mayor si la concentración 

utilizada se hubiera incrementado al dable por ejemplo. 

5.2.1.2 .-ACTIVIDAD DE a· AMILASA 

Apesar de que la blbllografla sel\ala que la aloxana se considera 

destructor selectivo de las células p pancreáticas.al igual que en estudios anteriores, 

se decidió Incluir la medición de la actividad de la enzima a- amilasa en suero. Esto 

se realizó con el objeto de descubrir si en las condiciones propuestas por el presente 

trabajo en las que el tratamiento con poliaminas es anterior al daño 

ocasionado por la aloxana, se observa la recuperación hacia niveles basales 

de la actividad de la enzima; considerándose que en experimentos anteriores con 

diferente modelo el control de esta función exocrina del páncreas si se ve 

disminuido en grupos diabéticos. 

Una posible razón por la cual la actividad de la a-amilasa se vea disminuida en 

el grupo diabético es que esta enzima interviene en la hidrólisis del almidón para 

producir a-dextrinas, a-maltosa y a-glucosa. En ratas diabéticas el contenido de 

a-glucosa es elevado por lo que la enzima que cataliza su producción puede 

disminuir su actividad al tener en exceso el producto que ella forma. 
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'• 

En todos los grupos de pretratamiento con poliaminas se observó que la 

actividad de la a-amilasa aumenló con respecto al grupo diabético y con tendencia 

al estado basal e incluso a niveles mayores. Esto es muy comprensible si se piensa 

que las poliaminas asumieron un papel muy similar al de la insulina, favoreciendo el 

metabolismo de los carbohidratos, aumentando la oxidación de la glucosa. 

Además, no debe omitirse Ja posibilidad de que existió regeneración de 

los ac/nos pancreáticos. 

5.2.1.3 .• TR/G L ICERIDOS 

En el caso del grupo diabético , por la ausencia de Insulina secretada por 

las células p del páncreas que se encuentran destruidas, se activa en los 

adipocitos una enzima, la lipasa hormosensible . Esta propicia el desdoblamiento 

de los ácidos grasos almacenados en los adipocitos a triglicéridos y 

glicerol principalmente, con su posterior liberación al torrente sanguíneo por ro cual 

aumenta su concentración en la sangre. 

No ocurre Jo mismo en los grupos de pretratamiento con poliamlnas en 

los que se observó que la concentración de Jos triglicéridos en suero disminuyó 

con respecto al grupo diabético, con tendencia al estado basal e incluso a niveles 

menores. 

Nuevamente, esto es comprensible si se piensa que con el 

pretratamiento de las po/iaminas de alguna forma se intervino en el metabolismo de 

los ácidos grasos evitando la liberación de triglicéridos y propiciando su 

almacenamiento en los adipocitos, por lo que los niveles de triglicéridos en suero 

disminuyeron. 
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5.2.1.4 .-PRO TE /NAS 

La concentración de protefnas en suero para el grupo diabético 

disminuyó con respecto al grupo control, aunque sin una diferencia muy significativa. 

Sin embargo para el caso del grupo pretratado con putrescina si se observó el 

comportamiento de reestablecer el nivel basal. Esto puede deberse a que 

la putrescina favorece de una manera más directa o sencilla la síntesis de 

protelnas y en su caso la dósls fue más acertada que en las poliaminas restantes. 

5.2.1.5.-A C TI VIDA D DE AR G /NASA 

La actividad de arginasa en suero se ve incrementada en algunos tipos 

de enfermedades (principalmente hepáticas) y daños tisulares, por ser una enzima 

que Interviene en la formación de diversos compuestos que en cierta 

forma favorecen la regeneración celular, y son transportados a través del suero 

hasta los sitios en que se involucran en vlas metabólicas más complejas.Este es el 

caso observado en el grupo diabético . 

En los grupos de tratamiento con poliaminas se ve un aumento muy 

significativo de la actividad de arginasa con respecto al grupo control y también 

al grupo diabético. Esto quizás sea debido a que de la misma manera que la 

Insulina estimula algunas reacciones metabólicas para la síntesis y/o el 

almacenamiento de ciertas sustancias, entre ellas, las proteínas, las poliaminas 

estimulan también vías anabólicas. 
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5.2.2.- DETERMINACIONES REALIZADAS EN TEJIDO PANCREA T/CO 

5.2.2.1 .- PES O SECO 

Este resultado obtenido del estudio propuesto, adicionalmente a los resultados 

observados en las determinaciones en suero, es indicativo de que si existe cierta 

recuperación general del daño ocasionado por la aloxana sobre el tejido pancreático. 

Se observa que en los grupos tratados con putrescina y espermidina 

existe una clara tendencia a la recuperación de la masa total del páncreas del 

grupo control . Este efecto se debe a la participación de las poliamlnas en la slntesls 

de proteínas y específicamente a su relación con procesos de crecimiento y 

diferenciación celular. 

5.2.2.2 .- PRO TE 1 NA S 

Los resultados observados con respecto a esta determinación parecen 

contradictorios en los grupos de tratamiento con poliaminas. En éstos, se esperaba 

una recuperación del nivel de protelnas hacia el nivel basal claramente disminuido en 

el estado diabético. 

Una posible explicación a estos resultados puede encontrarse relacionada con 

el tiempo de acción de las poliamlnas sobre el tejido pancreático. 

Se puede considerar en cierta forma que el tiempo fue reducido como 

para permitir la rápida regeneración tisular, sobre un daño tan severo como el que 

se consiguió con Ja aloxana. 
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Cabe mencionar que, es factible también algún error en la metodologfa 

de la determinación de proteínas en tejido que no se haya considerado 

lamentablemente pasó inadvertido reflejando los resultados anteriormente expuestos. 

5.2.2.3.-ACT/V/DAD DE ARGINASA 

Como es de suponerse, la actividad de la enzima arginasa, en el estado 

diabético es reducida notablemente debido a la destrucción celular ocasionada 

por la acción de la aloxana. La sensibilidad de esta enzima frente a un 

desequilibrio general del organismo se refleja en la disminución de su actividad, la 

cual se ve recuperada significativamente en los grupos de pretratamiento con 

po/iaminas, y especialmente en el grupo en que se utilizó espermina. 

Es claro que /as poliaminas además de promover el transporte de la 

glucosa y por lo tanto contribuir a regularizar el metabolismo de los 

carbohidratos y los lípidos, están además favoreciendo la slntesis de 

protelnas y disponibilidad de aminoácidos libres. 

La utilización Inmediata de las poliaminas administradas, al momento de 

inducir la diabetes con la aloxana, da lugar a la disminución de las mismas por 

su metabolismo acelerado para tratar de proteger al tejido danado. Esto 

desencadena una actividad intensa de la arginasa y seguramente de muchas 

enzimas más, para contribuir por una parte a la síntesis de diversas proteínas, 

y por otra para regular probablemente las fases iniciales de la síntesis de 

po/iamínas como se ha senalado en estudios anteriores. 
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6 CONCLUSIONES 

• Si existe un efecto citoprotector sobre el tejido pancréatico dai1ado con la 

aloxana ya que se observó una tendencia general hacia el estado basal en los 

diferentes parámetros bioquimicos analizados en los grupos de pretratamiento con 

poliaminas. 

•A pesar de que la recuperación en algunas detemiinaciones no fue total, se 

puede afirmar que en diferente magnitud, las poliaminas juegan un papel 

similar al de la insulina. 

• Las poliamlnas intervienen en el metabolismo de la glucosa ya que actúan 

rápidamente para disminuir su concentración en la sangre. 

• Las pollaminas estimulan el metabolismo de los llpldos porque 

favorecen el almacenamiento de los triglicéridos en el tejido adiposo Inhibiendo 

su catabolismo. 

• Las poliamlnas propician la regeneración del tejido pancreático y 

pueden estar relacionadas con la biosintesis de insulina ya que la actividad 

de la enzima arginasa, que interviene en la formación de diversos compuestos, 

principalmente aminoácidos: se ve incrementada significativamente en los grupos de 

pretratamiento con po/iaminas. 

• Del grupo de poliaminas probadas, la putrescina es la que ofrece el mejor 

efecto citoprotector sobre el tejido pancrelilico. La espermidina le sigue en orden de 

efectividad y en el caso de la espermina no se obtuvieron los resutados esperados. 
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APENO/CE 

A. 1 TECNICAS EMPLEADAS 

A.1.1. GLUCOSA 

Prueba enzimática calorimétrica. Test-Combinación Glucosa GOD-PAP. 
Lakeside. 

Fundamento: 
GOD 

Glucosa + 02+ H20 -. Gluconato + H202 

POD 
2H202 + 4 Aminofenazona + Fenal -> 4p-benzoquinona monoimino fenazona + 

4H20 

Reactivos: 

1.Estándar de glucosa 100 mg/11. 

2.Fenol 

3.Amortiguador/Enzimas/4-Aminofenazona 

Equipo: 

- Centrifuga 

- Colorlmetro 

- Baño de temperatura controlada 

- Pipetas de precisión 

90 



Procedimiento: 

Todas las determinaciones se hacen por duplicado frente a un blanco y un 

estándar. 

Se mezclan 20 mcg de suero con 2 mi de la mezcla de reacción {reactivos 2 y 

3). y se mantiene en baño de temperatura controlada a 37ºC/1 O min. protegiéndose de 

la luz. Se anota la absorbancia a 470·560 nm a 20·25ºC en un lapso no 

mayor de 15 minutos posteriores a la incubación. 

Cálculos: 

Lectura prueba - Lectura blanco 
e = 100 x ----------·········--·-············------ mgldl 

Lectura estándar - Lect. blanco 

Lectura prueba - Lectura blanco 
e = 5 55 x -----···----···--------------------------- mmolll 

Lectura estándar - Lect. blanco 

donde c es la concentración de glucosa en suero. 

Observaciones : 

El reactivo 2 contiene azida de sodio como conservador. 

Evitar el contacto con la piel o las mucosas. La ingestión de grandes dósls 

puede provocar vasodilatación y descenso de la presión sangufnea. 

A.1.2. u. -AMILASA 

Prueba enzimática calorimétrica. Reactivo para a·amilasa GILFORD 

SYSTEMS .CIBA-CORNING. 
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Fundamento: 

La a-amilasa cataliza la hidrólisis de la p-nitrofenil maltoheptaosida 

bloqueada (PNPG7 bloqueada). El grupo bloqueador de la PNPG7 inmuniza el 

sustrato contra la descomposición por medio de las dos enzimas auxiliares que 

contiene el reactivo, pero no por la a-amilasa. Una de las enzimas 

auxiliares. Ja glucoamilasa, hidroliza los productos de la reacción de la amilasa y 

otra, la maltasa ( a-glucosidasa), calaliza la liberación del p-nitrofenilato (PNP). El 

Indice de producción de PNP observado a 405 nm, es proporcional a ta actividad de la 

amilasa en la muestra. 

a-amilasa 
PNPG7 -------------> PNPG3 + maltotetrosa 

Glucoamilasa 
PNPG3 -------------> PNPG1 + glucosa 

Mal tasa 
PNPG1 -------> PNP + glucosa 

Reactivos: 

1.Solucián con: 

- PNPG7 bloqueada 

- Cloruro de sodio 

- Cloruro de calcio 

- Maltasa (a - glucosldasa) 

- Glucoamilasa 

-Amortiguador (Buffer pH 7.0) 

- Azida de sodio 
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Equipo: 

• Pipetas de precisión 

- Cronómetro 

- Espectrofotómetro 

- Baño de temperatura controlada 

Procedimiento: 

- Longitud de onda: 405 nm 

- Temp. de Reacción: 37'C 

- Tiempo de lectura: 60 seg. 

- Modalidad: Absorbancia 

- Tiempo de incubación: 60 seg. 

Se mezcla 1 mi de reactivo para a-amilasa con 0.040 mi de muestra y 

después del periodo de incubación se anota la lectura de absorbancia a 405 nm (Ao), y 

se hace otra lectura transcurrido 1 minuto (A 1 ). 

Las determinaciones se realizan por duplicado frente a un blanco. 

Cálculos: 

La actividad de la a-amilasa puede expresarse usando la Unidad 

Internacional (la cantidad de la enzima que cataliza la transformación de 1 mcmol de 

sustrato por minuto bajo condiciones definidas). 

a-amilasa Nmin x 10•s x 1.04 
actividad (U/L)= -------------------> Nmin x 2921 

( 8.9 X 10•3 )X 1 X 0.04 
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donde: 

A=incremento en absorbancia a 405 nm 

min=minuto 

8.9 x 10•3 = absorbancia molar de PNF a 405 nm y 37'C 

(8.9 x 10•3 litros• mol•-1 • cm•-1 ¡•s 

10"6=factor de conversión de moles a mcmoles 

1 =recorrido de Ja luz en cm 

1.04=volumen total de reacción en mi 

0.04=volumen de la muestra en mi 

Obsorvaciones: 

Debido a que la am1fasa requiere calcio, los anticoaguJantes fijadores de calcio 

tales como EDTA y el citrato de sodio inhibiran Ja actividad de la amilasa y 

causarán resultados falsamente bajos. 

No se debe pipetear directa.mente con la boca el reactivo por ser susceptible a 

la contaminación con la amilasa salivar. 

A.1.3. TRIGL/CERIDOS 

Prueba enzimática calorimétrica. Reactivo para triglicéridos GILFORD 

SYSTEMS.CIBA·CORNING. 

Fundamento: 

El glicerol producido por hidrólisis enzimática de triglicéridos es 

fosfonlado por adenosina-trifosfatasa (ATP) para producir 1-glicerofosfato y ADP en 

la reacción catalizada por gliceroquinasa (GK). El glicerofosfato-dehidrogenasa 
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(G-1 POH} cataliza la ox1dac1ón del 1-glicerofosfato en presencia de 

nicotinamida adenina dir1ucleótido (NAO+) para producir NADH que es usado para 

reducir la anilina de cloruro de 2-lelrazolio (iodofenil-p)-3-(nilrofenil-p)-5-fenil 

(INT) a formazan en la reacción cata/izada por diaforasa. El formazan absorbe la 

luz a 500 nm. La intensidad del color formado es proporc1ona/ a la 

concentración de glicerol y por lanlo, a la concentración de triglicéridos. Esta 

lécnica de Gilford es una modificación de la melodologla de Wahlefeld. 

lipasa 
Trig!icéridos ---------;... Glicerol + Acidos Grasos 

GK 
Glicerol + ATP ------> 1-Glicerofosfalo + ADP 

G-1-PDH 
1-Glicerofosfalo +NAO +------------>Fosfato de dihidroxiacetona + NADH 

Oiaforasa 
NADH + INT -------------> Formazan + NAO+ 

Reactivos: 

Compuestos que forman el reactivo reconstituido: 

-ATP 

-NAO 

-INT 

- GK (microbiana) 

- G-1-PDH (músculo de conejo) 

- Diafora ( CI. Kluyven) 

- Lipasa (microbiana) 

-Amortiguador pH 7.7 
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Equipo: 

- Pipetas de precisión 

- Cronómetro 

- Espectrofotómetro 

Proc9dlmlento: 

- Longitud de onda: 500 nm 

- Temp. de Reacc.: Ambiente (18-25'C) 

- Tiempo de reacción: 18-30 min. 

- MOdalidad: Absorbencia 

Se mezclan 1 O mcl de la muestra con 1 mi del reactivo reconstituido y en 

un tiempo de 18-30 min se anota Ja absorbancla. 

Las determinaciones se realizan por duplicado frente a un blanco y con un 

calibrador o estándar. 

donde: 

C1llculoa: 

Abs.muestra -Abs.blanco 
c = ----------------> x Concentración calibrador mg/dl 

Abs.calib. - Abs.blanco 

Concentración calibrador= 500 mg/dl (5.65 mmol/L) 

NOTA: La molaridad es deJerminada usando el peso molecular de 

los Jriglicérldos como 885 g/mol. 
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A.1.4. PROTEINAS 

Método de Lowry modificado con el reactivo de Folin·Ciocalteu.(1) 

Fundamento: 

El color que produce el reactivo de Folin·Clocalleu se debe a la reacción de la 

proteína con una solución alcalina de cobre y a la reducción del fosfomolibdato -

fostotungstato del reactivo por la proteína tratada. 

La modificación del método de Lowry para la determinación de proteínas con 

el reactivo de Folin proporciona gran sensibilidad (5 mcg de proteína) y simplicidad 

en el procedimiento. 

Ra.ctivos: 

A.Solución de Na2CQ3 al 2% en NaOH 0.10 N. 

B. Solución de CuS04 .5H20 al 0.5% en tartrato de sodio o potasio al 1 %. 

e.Solución cupro-alcalina. Mezcla de 50 mi del reactivo A con 1 mi del 

reactivo B. 

D. Reactivo de Foiin-Ciocalteu diluido. 

Equipo: 

-Vórte•. 

-Colorímetro. 

-Baño de temperatura controlada a 37'C. 

-Centrifuga. 
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Procedimiento: 

Se toma la alfcuota de la muestra una vez procesada 

volumen a 0.5 mi. 

se completa el 

Se adicionan 2 mi de la sol. C, se mezclan y se deja reposar por 10 mm. Se 

añaden 0.2 mi del reactivo diluido de Folin, se mezcla y se deja reposar por 20 

min. después de los cuales se lee la absorbancia a 530 nm. 

Las determinaciones se realizan por duplicado frente a un blanco y con un 

estándar. 

Calcules: 

Se realiza una curva estándar o control de concentración vs. absorbancia 

utilizando albúmina bovina, y con la lectura de absorbancia de cada determinación 

se obtiene la concentración correspondiente para cada muestra 

Posteriormente se relaciona el tratamiento a que fue sometida la muestra y se 

obtiene una concentración real final. 

PROTEINA EN SUERO 

Tratamiento de la muestra: 

Dil. 1:10-------> Tomar 10 mcl 

=- Suero original = 1 me! 

De la lectura de absorbancia: 

Abs muestra - Abs. blanco = Abs/Conc. 

=- mcg I mcl y expresar como mg/dl 

1di=100 mi 
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Observaciones: 

Preparar reactivos al momento de la determinación para evitar su degradación 

(principalmente oxidación). 

• Manejar con precaución el reactivo de Folin evitando su ingestión o 

contacto con la piel. 

A.1.5. PESO SECO 

Determinación rápida del peso seco por colorimetria.(2) 

Fundamento: 

El método consiste en hacer reaccionar muestras biológicas con una 

solución écida de dicromato de potasio con el fin de oxidar al máximo la materia 

orgánica contenida en la muestra. la cual es proporcional a la intensidad del color 

obtenido. 

Reactivos: 

1.Solución de dicromato de potasio al 2% en 

concentrado. 

2.Soluclón estándar de manitol de 2mg/ml. 

Equipo: 

-Vórtex. 

-Colorímetro. 
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Procedimiento: 

Se toma una alicuota de 50 mcl de muestra y se completa a 1 mi con agua 

destilada. Se agregan 2 mi de la solución de dícromato de potasio en ácido sulfünco. Se 

mezcla. se deJa enfriar y se lee la absorbancia a 660 nm. 

Las determinaciones se realizan por duplicado frente a un blanco y con un 

estándar. 

Cálculos: 

La concentración de materia orgánica presente se expresa en: 

mcg de peso seco/ mcl 

Se realiza una curva estándar o conlrol de concentración vs. 

absorbancia utilizando manito!, y con la lectura de absorbancia de cada 

determinación se obtiene la concentración correspondiente para cada muestra. 

Posteriormente se relaciona el tratamiento a que fue sometida la muestra y se 

obtiene una concentración real final. 

mcg mg Fe mg peso seco 

50 mcl mi mi de homogenizado 

donde: 

Fe = faclor que relaciona el peso del páncreas utilizado y la solución 

salina con la que se obtuvo el homogenizado. 

Observaciones: 

Este método tiene las ventajas de que requiere un mínimo de tiempo para la 

det~rmmación, mayor sensibilidad. exactitud y precisión usando equipo esttmdar 

de labora1ono y es insensible a compuestos inorgánicos. 
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La única desventaja del método es que el dicromato reacciona específicamente 

con grupos que contienen carbono y, por lo tanto. la participación del nitrógeno u otros 

elementos en la composición del material biológico darán proporcionalmente menor 

absorbancia. 

A 1.6. ARGINASA 

Determinación de la actividad de arginasa. por medio de la cuantificación de 

urea producida en la hidrólisis de arginina. (3) 

Fundamento: 

La actividad de arginasa ha sido determinada por medición de: 

1.lncremento de la concentración de arginasa. 

2.lncremento en la concentración de ornitina. 

3.lncremento en la concentración de urea. 

Sin embargo. sólo algunos métodos son útiles para la medición de la actividad 

de arginasa en extractos de tejidos u homogenizados. 

El método que utiliza el reactivo de tiosemicarbazida·diacetil monoxima~urea 

(TDMU) es el que presenta la ventaja de ser un método calorimétrico directo 

aplicable a homogenizados de tejido. 

La aparición de color en este método es debida a la reacción de la urea 

formada con la tiosemicarbazida diacetil monoxima en medio ácido, y depende del 

tiempo y temperatura de calentamiento. 

El tiempo requerido para el desarrollo máximo de color es dependiente de 

la temperatura, la intensidad de la reacción disminuye con el incremento del 

tiempo de calentamiento sobre 85ºC, lo que indicS que el producto es lábil a la 

temperatura 
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Reactivos: 

-Solución 1.- Reactivo colorido: Extracto acuoso de una solución que 

contiene tiosemicarbazida 2.4 mM y 2,3 butadiona monoxlma 4.1 mM. 

-Solución 2.- Reactivo ácido: 0.1 mi de cloruro de fierro 111 0.12 M en ácido 

fosfórico al 56. 7% y 100 mi de ácido sulfúrico al 20%. 

-Solución 3.- Solución estándar de urea 15 mcg/ml. 

Equipo: 

- Parrilla eléctrica. 

-Vórtex. 

- Colorlmetro. 

Procedimiento: 

Se.toma una allcuota de 400 mcl de muestra de homogenizado tratado 

para esta determinación y se completa un volumen de mi. Se adiciona 1 mi del 

reactivo colorido y 2 mi del reactivo ácido. Se mezclan y cubren los tubos de ensayo 

para someterse a un calentamiento en bano de agua a 92"C por 25 minutos.Se 

deja enfriar por unos minutos y se lee absorbancia a 530 nm. 

Las determinaciones se realizan por duplicado frente a un blanco y con 

un estándar para interpolar absorbancias vs. concentración en la curva 

estándar de urea realizada con anterioridad. 

Cálculos: 
mcg urea 

La actividad de arglnasa se expresa como: -----
mcl/15' 
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al relacionar la concentración con la absorbancia en la curva estándar de 

urea, y posteriormente se considera el tratamiento de la muestra de homogenizado y 

su relación con la concentración de prolelna del tejido, por lo que se expesa 

finalmente como: 

mg urea 

mg prot. I min. 
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