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INTRODUCCION
DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un sindrome heterogéneo clinico, genético e
inmunoldgico que afecta el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas'.

Se reconocen dos tipos de diabetes mellitus clinicamente manifiesta. La
diabetes mellitus tipo ! y la diabetes mellitus ftipo Il (variedad obeso y no
obeso)?.

Generalidades:

En los pacientes que no presentan una hiperglicemia en ayunas, Ia
prueba de tolerancia a la glucosa puede ser usada para el diagndstico de ia
diabetes. Esto consiste en determinar los niveles de glucosa en sangre en un
estado de ayuno y durante dos horas con intervalos de freinta minutos. En el
paciente diabético, la glucosa en sangre podria alcanzar un nivel mas alto y
permanece eievado por periodos de tiempo prolongado, dependiendo de la
severidad de la enferme dad. Sin embargo muchos factores pueden contribuir a
una respuesta anormal de la prueba de tolerancia a la glucosa. Et paciente tisne
que haber consumido una dieta alta en carbohidratos tres dias antes. Casi
cualquier infeccion y menor estrés (probablemente por los efectos en el sistema
nervioso simpéatico) puede dar como resultado una respuesta anormal de la
prueba de la tolerancia a la glucosa . Porque la elevacion de los niveles de la
glucosa en ayuno es uno de los criterios de diagnéstico de diabetes.

Las células blanco en el estado diabético disminuyen la utilizaciéon de la
glucosa. Ya que se requiere insulina para que esos tejidos wutilicen aste
carbohidrato. Esto sticsde si el paciente diabético tiene deficiencia de insulina o
ha desarrollado "resistencia a la insulina”

La resistencia a la insulina puede deberse & una anormalidad del
receptor de insulina o en pasos subsecuentes intermediarios a los efectos
metabdlicos de la hormona®,

Pancreas:
De acuerde a Gepts LeCompte hay tres tipos de islotes presentes en el

pancreas de la Diabetes Mellitus Insulinodependierte (IDDM) islotes
seudoatréficos, hiperactivos, e islotes PP.
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l.os islotes seudoatréficos se han visto en caso de duracion clinica corta,
son distintos, regulares. Estan compuestos de células pequefias con grandes
nucleos. Con la  técnica inmunocitoquimica las células A, D, B son
demostradas. Los islotes hiperactivos estan raramente presentes en el nifio
diabético bajo dos arfios de edad, se presenta solamente en diabetes de menos
de 10 afios de duracion, Los islotes PP son compuestos de células secretorias
de polipéptido pancrestico y se encuentran en la cabeza pancreatica dorsal.

Fibrosis del islote: La fibrosis del islote se ha descrito en casos cronicos
de IDDM cuando se presenta ocurre primordialmente en los islotes atréficos en
general, la célula acinar adyacente estd generalmente atrofica. Fibrosis en el
islote generalmente esta correlacionada con una deficiencia en la secrecion del
pancreas exacrina en 80% de los pacientes con IDDM.

Glédndulas Salivales:

La funcién exderina digestiva de las glandulas salivales se ha estudiado
ampliamente, se han realizado estudios que permiten sospechar que también
ejercen otras funciones, descubrimientos que hacen pensar que las glandulas
salivales sean organos con una funcidén doble, una digestiva y la ofra
probablemente enddcrina, su situacion como gladndulas anexas al aparato
digestivo y su estructura anatémica las hacen muy parecidas a la glandula
pancredtica, que tiene esa funcidn doble. En tanto este drgano tiene un aparato
endbcrino bien definido en los islotes de Langerhans. En las glanduias salivales
parece existir solamente el aparato exdcrino.

Apartir de 1936 Werle y Roden, descubrieron concentraciones elevadas
de calicreina en las gldndulas submaxilares, esta subslancia fué (a primera de
una larga serie de polipéptidos biolégicamente activos, se han identificado hasta
el momento 27. Uno de estos es el glucagon, o substancia semejante al
glucagon (SSG) que se ha identificado en las glandulas salivales de varias
aspecies, incluyendo al hombre* * 87

Se ha sugerido que la SSG de las glandulas submaxilares (GSM), puede
ser la fuente del glucagon persistente en la sangre de ratas
pancreatectomizadas y evisceradas, pero con un higado funcional. Esta
substancia compite de manera eficaz el giucagon pancreatico por la union con
sus receptores especificos de 1as membranas plasmaticas del higado de rata.
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Segin Kelly y col, las glandulas submaxilares de las ratas machos
contienen tres veces mas SS8G que las ratas hembras®

1960 Godlowsky y cols, demostraron que después de una extirpacion
total bilaterai de la glandula submandibular y sublingual realizada en 5 perros
produjo un incremento significante de sensibilidad a la insulina ®.

1971 Godlowsky. Atribuyd, la fuente del glucagon en la glandula
submandibular no puede excluir fa posibilidad de que la glandula participe en ia
regulacion del metabolismo de carbohidratos °.

Hoshino demostré el efecto hipoglucemiante de la atrofia glandular
secundaria a la ligadura de los conductos excretores de la  glandula submaxilar
en ralones sanos''.
Godlowsky " Practico la extirpacidn bilateral de las glandulas
submaxilares y sublinguales en 65 pacientes diabéticos y observé que en dos
de ellos la curva de tolerancia a la glucosa voivia a la normalidad, y que en 38
los requerimientos de insulina se reducian notablemente, en tanto que en los 25
pacientes no ocurria ninguna mejoria.

Hasta la fecha no se cuenta con ninguna demostracion histoquimica
convincente de alguna célula productora de glucagon.

Lawrence y col 1976, demostraron con técnicas inmunoreactivas que
de los extractos de homogeneizados de glandulas salivales de rata, ratdn,
conejo y humanos contienen una cantidad significante de un material semejante
al glucagon ©.

Sin embargo Cluter y col ? informaron algunos cambios morfoldgicos en
los conductos y células acinares de ratas tratadas con estreptozotocina. Todos
estos datos indican la posibilidad de que efectivamente existsn células
especializadas encargadas de la sintesis de glucagon en las GSM.

Smith y col,(1984) hacen un estudio inmunocitoquimico de material
semejante a la insulina en glandula pardtida de rata. Elios sugieren que la
glandula pardtida puede ser una fuente importante de insulina
extrapancredtica®™.
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E| metabolismo de los carbohidratos es afectado por accion antagénica
de la insulina. Se ha demostrado recientemente que la glandula pardtida de
roedores y humanos contiene un pépito semejante a la insutina * '

Se ha confirmado por Lawrence y col ® yotros™ ¥ **  gn contraste a la
gléndula submandibular, sclo cantidades insignificantes de Glucagon o material
semejante al glucagon (IRG) son encontradas en la glandula pardtida y
sublingual.

Ha sido reportado por Birnkrant®® una marcada hipoglicemia como
resultado de una parotidectomia bilateral en ratas. No encontrd cambios
histolégicos en el higado pancreas y testiculos, y concluyé que la glandula
pardtida tiene que elaborar una substancia que actda antagdnicamente a la
insulina. Sin embargo Zimmerman®' ha reportado que la extirpacion de la
gldndula pardtida no produce cambios consistentes de glucosa sanguinea en
perros.

Se ha reportado recientemente que una sobredosis de arginina suprime
el crecimiento de tumores experimentales® * 2
Mizunuma y col”® Han demostrado el efecto del exceso de arginina puede
ser debido al desbalance de aminoacidos y la consecuente disminucién de
sintesis de proteinas en las células acinares, Ademéas han confirmado que se
pueden producir alteraciones marcadas con un exceso de arginina no solo en el
tejido pancredtico sino también en el tejido adiposo.

Reavan y colaberadores: Han demostrado que Ia secrecion insulinica por
las céluias B en respuesta a la arginina declina con la edad.

Nogowsku y col, demostraron el efecto del estimulo en ta secrecion de
insulina que tiene la arginina administrada a conejos ya sea por via intravenosa
o por via oral,

Los efectos estimulantes para la secrecion de insulina de los aminoacidos
in vivo e in vitro difieren dependiendo de |la especie y el aminoacide utilizado

MANIFESTACIONES DE LA DIABETES MELLITUS EN LA CAVIDAD BUCAL

Las implicaciones de este sindrome en e! aparato estogmatomatico es
fundamental la odontopatia diabética, con el desarrollo de procesos infecciosos
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hasta alteraciones funcionales que producen un impedimento en la masticacién
y deglucion y consecuente en ei procaso de nutricion.

Se ha comprobado la presencia de anormatidades en el funcionamiento
de las glandulas salivales en pacientes con diabetes mellitus tipo I, semejante a
las alteraciones que caracteristicamente ocurren en el Sindrome de Sjogren, asi
como crecimiento asintomético de las glandulas salivales submaxilares y
pardtidas.

Una de las manifestaciones mas frecuentes de la diabetes es la
xerostomia, se cree que es un reflgjo de la deshidratacidn general que se
presenta en individuos no controlados. Se ha encontrado que en diabéticos no
tratados el flujo salival es reducido y que no hay anormalidades cuando esle es
estimulado, Ademas de la xerostomia, inflamacién e hipertermia de la mucosa y
pérdida de papilas filiformes de la lengua, asi comeo nédulos xantomatosas
similares a los de la piel en el xantoma diabeticorum?®,

Las manifestaciones bucales de la diabstes comprenden, ademds de las
periodontales: xerostomia, lengua ardiente mal gusto y mayor predisposicion a
las infecciones por candida albicans.

Faulconbridge y col 1981: Recientemente se ha demostrado que los
diabéticos infantiles con la enfermedad bien controlada tisnen mas gingivitis que
los controles correspondientes sin diabetes

Cohen y cal 1970: Demostraron en aduitos en un estudio longitudinal,
que en pacientes con diabetes controlada tienen mas gingivitis y pérdida de
insercién epitelial que los na diabéticos.

La mayoria de las alteraciones pueden ser explicadas por la
microangiopatia que implica un engrosamiento de las paredes vasculares y
membranas basales con material PAS positivo.

GLUCOSA EN LOS FLUIDOS BUCALES

Los niveles elevados de glucasa sanguinea también se reflsjan en los
fluidos de la boca. Cuando se da una carga de glucosa, !a concentracion
también aumenta en la saliva de la parétida. Los niveles de glucosa en saliva de
individuos no diabéticos se encuentra entre 0.2 y 3.3 mg/d! , mientras que en los
diabéticos estos valores son del doble (0.45 - 6.3 mg/d!).
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Se ha demostrado también que hay una relacién casi 1:1 entre los
niveles de glucosa del plasma y el fluido crevicular gingival. En base a esto, se
ha postulado que los niveles altos de glucosa y la disminucién del flujo salival
puede influir en la incidencia de caries, tanto en humanos, como en animales.

ALTERACIONES DENTARIAS

En hijos de madres diabéticas se han descrito alteraciones en fa
mineralizacién de la denticién primaria e hipoplasia simétrica del esmalte hasta
en un 40% comparado con un 5% en nifos normales.

El hallazgo reciente de que hay un riesgo mayor de que los hijos de
madres diabéticas que son pobremente controladas al inicio del embarazo,
{determinado esto por los niveles de hemoglobina glucositada (HbGLA1¢)
durante e! primer trimestre, ha sugerido que puede también haber una
correlacion entre los defectos dentales congénitos vy el grado de control
diabético durante la gestacién %.

CAMBIOS MORFOLOGICOS

En crias de ratas y ratones se han detectado malformaciones del
esqueleto como la micrognatia la patatosquisis y 1a agnatia 7.

En ratas machos a los que sa induce diabetas con aloxana. El consumo
de alimento es significativamente mayor (53%) que en los controles después de
tres dias de experimentacion. Su peso corporal disminuye. En contraste, el peso
de la glandula pardtida y su contenido de RNA y DNA no presentan diferencias
significativas.

En los ductos acinares se forman grandes vacuolas intracelulares de
contenido lipidico, asi como numerosas imagenes mitdsicas® ¥ En animales
tratados con estreptozotocina. E! peso promedio de la glandula submandibular
disminuye, aunque la relacién peso -glandular peso- corporal se incrementan
debido a la pérdida de peso caracteristica en los animales afectados por la
diabetes ¥.

En las ratas hembras tratadas con aloxana se observa retraso
significativo en el crecimiento corporal, asi como en las glandulas
submandibulares, parétidas tiroideas y adrenales. El crecimiento de la giandula
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submandibular de animales inmaduros cesa casi por completo, mientras que la
parétida continua creciendo en forma anormal después de la induccién de la
diabetes. Cuando los animales son tratados diariamente con dos unidades de
insulina el peso de la glandula pardtida es similar al de los cotroles.

Histologicaments, las dimensiones de las células acinares de la parétida
de las ratas diabéticas son méas pequefias que las de los animales intactos
tratados con insulina. Pero cuando el tratamiento se hace con tres unidades de
insuling, las dimensiones celulares son mayores *' .

>

CAMBIOS BIOQUIMICOS E INMUNOLOGICOS

En ratas machos con diabetes inducida con estreptozotocina se ha
detectado disminucion en f{a actividad de la enzima prolil-hidroxilasa,
indispensable para la sintesis de coldgena, manifestandose histologicamente
por adelgazamiento de la membrana basal que permite la exacerbacién del
dafio ocasionado por la enfermedad periodontal en el tejido conjuntivo
adyacente al epitelio de !a unién en la base del saco gingival®. Se ha
observado también que cuando se induce diabetes con aloxana, los niveles de
amilasa glandular disminuyen, mientras que los de peroxidasa no se afectan. E|
contenido de proteina salival no muestra diferencias enire diabéticos y no
diabéticos 7,

En hamsters dorados machos también disminuyen significativamente |la
actividad de la amilasa salival y de algunos factores salivales antimicrobianos
una semana despuds del tratamiento con estreptozotocina. El nivel total de la
proteina disminuye significativamente (44%) dos semanas después de Ia
induccién. Las actividades de lisozima y lactoperoxidasa disminuyen en 56 y
53% respectivamente después de una y dos semanas, mientras que los niveles
de lactoferrina se incrementan a las cuatro semanas, (31%). La administracion
de insulina no revierte completamente la actividad de estas enzimas, ni afecta el
nivel de [actoferrina. Por lo que se alleran los mecanismos de defensa contra las
infecciones de la cavidad bucal producida por estreptococos (S. mutans, S.
phneurnoniae), lactobacilos, hongos (candida) y enterobacterias (E. coli, V
cholerae) ™.

La administracién de estreptozotocina induce una reduccién significativa
en el contenido de insulina, tanto en pancreas como en glandula pardtida ®.
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Un signo comun oral de diabetes meliitus es un incremento en la
severidad de la enfermedad parodontal > |

Takai y col, 1986 en su estudio demostraron que la diabetes por
estreptozotocina, aumenta la susceptibilidad a la acumulacién de placay ala
profundidad de las bolsas parodontales en ratas Sus, en un periodo
relativamente corto. Los hallazgos histologicos indicaron que la inflamacién
gingival fué mas severa y extensa en ratas Sus diabéticas .

Ramamurty y Golub (1985) reportaron que la actividad de |a colagenasa
y la pérdida de colédgena aumentan en el tejido gingival de las ratas diabéticas
por estreptozotocina, las cuales estan reconocidas como un modelo apropiado
para diabetes insulinodependiente. Esos estudios sugieren que las
anormalidades de los procesos fisiologicos en el tejide huésped son factores
importantes en la disfuncién gingival en la diabetes ¥,

Takai y col, 1983; Reportaron que debido a que el ambiente bucal se ve
influenciado en gran medida por Ia saliva, la disminucién de secrecion salival en
ralas diabéticas puede ocasionar una severidad aumentada de la gingivitis .*.

Azuma y col, 1979; demostraron que: la placa fué el factor principal de la
profundidad de bolsas en ratas Sus diabéticas, y que esta tiene alguna actividad
téxica y puede iniciar una reaccion inflamatoria en el tejido periodontal *,

DIABETES EXPERIMENTAL

El uso de animales representa enormes ventajas para el estudio de la
diabetes, en un pericdo corto, ademés permite el estudio de factores
hereditarios y ambientales. Por regla general primero se tiene que experimentar
en animales, una vez comprobado y rigurosamente analizados las
observaciones hechas en estos animales pueden ser aplicadas al hombre.

DIABETES ESPONTANEA

La diabetes espontanea entre los animales es relativamente comun. El
primer caso fué descrito en 1851 en un mono. Esta enfermedad se presenta en
una gran variedad de especies animales entre ellos perros, gatos, cabalios,
ganado ,cerdos, ovejas cabras y otros animales domésticos y silvestres, Los
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datos de mamiferos superiores son escasos, solo algunos perros, gatos y unos
cuantos primales han sido estudiados en detalle.

Los pequerios roedores del laboratorio, por su cantidad y bajo coste han
proporcionado gran cantidad de informacion W80 a1 3 0e

El ratén obeso fué descubierto como una mutacién espontanea
autosomica recesiva en el aiio de 1949. Es ligeramente hiperglucémico,
hiperinsulinémico y marcadamente obeso.

La mayoria de sindromes de diabetes espontdnea en animales se
caracterizan por hiperglucemia y por lo menos hiperinsulinemia transitoria.

Se hizo una investigacién en ratas BB Wistar genéticamente diabéticas.
Se compararon los efectos liberadores de insulina de glucosa por
administracién de arginina en i0s pancreas perfundidos de ratas BB Wistar
moderadamente diabéticas, Las ratas BB estaban hiperglucémicas y se hicieron
insulinodependientes perc tenian algunas reservas de insulina (6% del
contenido pancreatico). La glucosa (27.7 mM) fracasé en la liberacion de
insulina de los pancreas diabéticos mientras por el contrario, ia arginina (8 mM)
provocd un aumento en fa secrecidn de insulina. Las relaciones entre la
respuesta de los pancreas diabéticos y normales fueron incrementados
respectivamente.

Concluyendo que la perdida selactiva de los efectos de la glucosa sobre
las secreciones de las células alfa y beta estan asociadas con el estado
diabético®®

A semejanza del humano la obesidad predispone a la diabetes mellitus.
Los sindromes de hiperglucemia, hiperinsulinemia y obesidad son comunes
entre los roedores de laboratorio. En general tienden a ser marcadamente
obesos y a mostrar reversion espontanea de su diabetes.

Efectos de ladieta

La abundancia calérica parece facilitar el desarrolio de obesidad, y
diabetes en humanos. En algunos roedores también se ha demostrado que los
factores ambientales facilitan el desarrollo del sindrome, cuando consumen
muchas calorias sufren marcadas consecuencias matabdlicas y cerca del 1/3 de
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los animales se presenta hiperfagicos, hiperinsulinémicos y ligeramente
hiperglucémicos.

Diabetes inducida:

La induccién de la diabetes ha sido iograda por diversas técnicas
experimentales. La pancreatectomia condujo a la diabstes y fué una
observacién clave en el estudio de esta enfermedad. En la actualidad los
avances cientificos y tecnoldgicos permiten la realizacion de estudios inclusive
a nivel molecular .

La hormona epinefrina estimula la gluconeogenesis y los
glucocorticoides y la somatotropina, tienen un efecto antagonista sobre la
insulina. Cuando estan presentes en exceso como una respuesta al estres, ¢
como una consecuencia patoldgica de un tumor, u ofros desajustes
metabdlicos, la tolerancia a la glucosa es reducida pudiendo presentarse
hipergiucemia. La epinefrina y el glucagon ejercen el mismo efecto contra la
insulina en animales y humanos, cuando se administran en exceso también la
administracion de hidrocortisona y hormona adenocorticotrépica inducen
hiperglucemia e hiperplasia de las células beta.

Induccién quimica:

El uso de agentes quimicos para producir diabetes, permite realizar
estudios detallados de los eventos bioquimicos, hormonales y morfologicos que
ocurren durante y después de la induccién de un estado diabético.

Existen varias clases de agentes quimicos. Las primeras son sustancias
téxicas células-especificas que destruyen a las células beta y causan un estado
de deficiencia primaria de insulina. El segundo grupo lo constituyen agentes que
actian sobre células beta pero no las destruyen. una tercera clase incrementa
los requerimientos endégenos de insulina, debilitan el pancreas y como
consecuencia se presenta la diabetes. este dltimo grupo incluye a las hormonas
contra insulina, anticuerpos anti-insulina y algunos agentes quelantes,
particularmente el zinc,

Los dos agentes que han sido mas ampliamente usados son la aloxana y

la estreptozotocina. Estos compuestos en dosis diabetogénicas actlan
especificamente sobre las células beta. Solamente en el hamster chino se ha

10
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sugerido que la estreptozotocina puede dafiar a la célula alfa ademas de la
beta.

Aloxana

Es un derivade del acido drico, con la formula empirica CoH:N;0.. Desde
hace muchos afios se desconoce la actividad diabetogénica de esta sustancia,
el mecanismo de accién es a(n desconocido. Algunas evidencias indican que el
efecto inicial de la aloxana es mediado de aiguna forma por una interaccion a
nivel de membrana de |a célula beta. Otros estudios en los que se han utilizado
aloxana marcada con “C han revelado que hay una alta afinidad del farmaco
por las membranas de las células del isiote. Existen también evidencias en los
cambios de permeabilidad de la membrana que podrian explicar la necrosis
selectiva.

Un aspecto muy importante es la ausencia de respuesta a la aloxana en
el cuyo. Se ha encontrado que las células beta de este animal carecen de zinc,
esto evita que halla accién de esta droga. En ocasiones puede no producirse
diabetes con la aloxana en animales que normalmente desarrollan esta
respuesta, utilizandose en dosis recomendables, esto puede ser debido al uso
de preparaciones "envejecidas” de aloxana. Algunos reportes indican que el uso
de esta sustancia que se ha mantenido almacenada por periodos de cinco afios
o mas, puede causar falla renal y muerte temprana antes de que aparezcan
signos patognomonicos de diabetes, esto se ha atribuido a contaminantes que
resultan de su oxidacion (color rosa)?.

Malaisse ® ha revisado criticamente el dato en el mecanismo de Ia
toxicidad de la aloxana conciuyendo que todo el efecto de deterioro de aloxana
en permeabilidad, transporte, rutas generadcras de energia intracelular, y
secrecion insulinica es mas probable debido a ia formacioén de radicaies libres.
Okamoto y col*” , investigaron un concepto para el mecanismo uniforme y
la accion de la aloxana y la estreptozotocina, y las moléculas similares. Ellos
consideraron |a fragmentacién del DNA en las células 3 como un evento crucial.
Causado por acumulacién de su perdxido y radical OH y/o alquilacion DNA. Las
rupturas en las hebras de! DNA son responsables de! deterioro de la sintesis y
secrecion de insulina.

Esto inicia inmediatamente los procesos de reparacién que involucran la
activacion de poly (ADP-ribose) sintasa y el empleo asociado de NAD.
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Okamoto y col *, mantienen que la disminucién del NAD es tan
precipitada que llega a ser irreversible y resulta en la interpretacion virtual de la
energia dependiente del NAD, metabolismo de proteinas y ia necrosis celular.
Este concepto unificado esté apoyado fuertemente por los efectos preventivos
de la suplementacién de la nicotinamida y la traslacién de ios radicales libres
por varios limpiadores, tanto para la aloxana como para la STZ, los cuales
inhiben la actividad del ADP-ribose-synthase (fig. 1).

Es intrigante que estos eventos toxicos ocurran selectivamente en las
células B. Se pueden hacer varias suposiciones: alta afinidad de la aloxana y la
estreptozotocina por la membrana de la célula B, relacionada con la
sensibilidad excesiva de las céiulas §. hacia la glucosa. Estas céluias asimilan
mitades semejantes a la glucosa de moléculas de aloxana y estreptozotacina a
concentraciones mas altas que en otras células. Las analogas de
estreptozotocing con la mitad de la glucosa substituida por otras hexosas que
no fueron efectivas. los grupos SH Unicos para la membrana de la célula .
Pueden suministrarle especialmente sensibilidad para la interaccién oxidativa
con las citotdxinas. Las células § pueden tener una baja capacidad por ios
radicales libres. y una baja actividad de la glutation peroxidasa como lo propuso
Malaisse “.

Abdel y col *® hicieron una investigacién de los efectos de superéxido
dismutasa (SOD) que reduce la nicotinamida adenina dinucleotido (NADPH)
este tratamiento en las células B aislando los islotes de la rata antes del
tratamiento de la aloxana, La aloxana disminuyé la secrecidn de la insulina al
35% del control, (SOD) incrementd este nivel a 73% de los valores control. El
{NADPHj) no provee ninguna proteccion a los islotes (fig. 1),

La administracién de aloxana es mas efectiva por via intravenosa en una
dosis de 40 a 45 mg/kg. Esto produce dafio reversible de funcién de las células
beta. Dentro de minutos y cambios estructurales dentro de horas en la mayoria
de los roedores, perros, gatos, y conejos, chimpancés, ovejas, peces y pajaros.
la aloxana puede ser derivada dentro de tres fases: hiperglicemia
aproximadamente pasando dos horas, probablemente debido a la glucogenolisis
del higado, seguido por hipoglicemia (transitoria., hasta aproximadamente 6
horas, debido a la no secrecién de insulina desde el dafio celular, después de
comenzar hiperglicemia hasta 12 horas. La fase hipoglicemica puede ser
completamente severa, y la aloxana no es dada en animales en ayuno . La
hiperglicemia inicial y no esencial por accion citotoxica puede ser abolida por
pretratamiento  con p- hidroxymercuribenzoato, D- manocheptuiosa, o
difenilhidantoina.
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MECHANISM OF ACTION OF ALLOXAN
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Varios tratamientos previenen el dafo de la célula B in vivo,
aparentemente por diferentes mecanismos. Alcalosis metabédlica , inducida con
bicarbonato de sodio o lactato antes a la aloxana , mientras la leucina es acliva
para ambos antes e inmediatamente después de la administracién de la
aloxana. (El mecanismo de proteccion es alravés de la glucosa hasta ser
asociado con células P a través de la membrana de transporte o glucoreceptor
de sitio) Sin embargo recientes experimentos en los cuales la glucosa fué mas
efectivo que 3-0- metilglucosa, sugieren que la proteccién mediada por la
glucosa esta relacionada al metabolismo intracelular mas que a la accién
extracelular,

Los cambios metabdlicos en la diabetes inducida por aloxana son
similares a otras condiciones de defeciencia de insulina y son también revisados
con aquellos animales diabéticos por sstreptozotocina *'.

Estudios previos 2*** Han demostrado un efecto de diabetes por aloxana
e insufina en vivo en el crecimiento y desarrollo de glandulas salivales de rata.

Anderson y Johnson ? reportaron que la saliva parotidea coleccionada de
ratas diabéticas exhiben cambios desproporcionantes en los niveles de varias
proteinas comparada con la saliva de [as ratas control.

Los efectos de la diabetes por aloxana en la glandula pardtida de rata
pueden ser similares a los efectos en e pancreas exécrino, en los cuales hay
alteraciones.

Por lo tanto la diabetes por aloxana puede resultar en un rompimiento de
la estimulacion neural de! simpatico o parasimpstico de la parétida de la rata.
Ademas esta hipdtesis es mas apoyada por los efeclos causados por la
diabetes por aloxana en la composicién proteinica de la saliva parotidea en la
rata; apesar de un incremento en la masticacion , los efectos no paralelos de la
diabetes en las proteinas salivales de la pardtida *° .

Estreptozotocina
Es un antibidtico extraido de Streplomyces acromogenes y preparado en

forma altamente pura. Su peso molecular es 265 con la formula empirica
CaHisN30; conteniendo una funcion N-nitrosometilamida™ .
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Reportes previos han tratado con una caracterizacién preliminar la accion
diabetogénica de la estereptozotocina descubienta por Rakieten, Rakieten y
Nadkarni en 1963 reportaron que la estreptozotocina es diabetogénica, desde
entonces esta administracion intravenosa condujo hasta diabetes en perros y
ratas. En los estudios histolégicos, ellos atribuyen a diabetes un dafo a las
células B-pancredticas.

Sin embargo Evans et af* mientras confirman la accion diabetogénica,
sugieren que puede no resultar el dafo permanente o necrosis de las células-f.
Pero antes de una inhibicidbn de produccién y/o secrecidn de insulina,
Similarmente, Arison et af' de estos estudios han concluido, incluyendo la
microscopia electrdnica, que la estreptozotocina produce degranulacion de las
células B con auto necrosis.

Se ha demostrado que la accién diabetogénica de la estreptozotocina
resulta principalmente de su alta y especifica accion cititéxica sobre las células
B de los islotes de Langerhans con necrosis rapida e irreversible, Aun mas se
ha sugerido que la intensidad del dafio a las células B podria ser graduado
deacuerdo a ia dosis utilizada.

Resultados recientes confirman |a pérdida de la accidn diabetogénica de
la STZ mediante el pretratamiente con nicotinamida® . Es muy interesante que
la STZ se conoce ahora como derivado de N-nitroso de glucosamida

Es una sustancia quimica relativamente selectiva para las células B que
en algunas especies de animales causa diabetes permanente. La
estreptozotocina reduce el NAD celular en varios tejidos y esto afecta
panticularmente daifando y necrozando las células . La nicotinamida, es el
precursor del NAD protege a la diabetes por estreptozotocina. La nicotinamida
protege a los animales contra la citotoxicidad tanto por estreptozotocina como
por aloxana, Los efectos de la aloxana pueden ser prevenidos por carbohidratos
siendo 1a 3-0-metil glucosa lamas afectiva ® (fig.1)

Hand y cols, indujeron diabetes por estreptozotocina en una dosis 65

mg/kg , en ratas machos Long- Evans encontrando cambios de 4 horas hasta 1
afio despuss de la induccion de la diabetes *.
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Junad, y cols* han demostrade que la intensidad de! dafio de las céiulas
B podria ser graduada deacuerdo a la dosis utilizada, la severidad del estado
diabético fué relacionada con la dosis de administracion de STZ. Resultados
recientes confirman la pérdida de la accién diabetogénica de la STZ mediante et
pretratamiento con nicotinamida; ya que la estreptozotocina reduce el contenido
del NAD celular en varios tejidos y esto afecta particularmente daiiando y
necrozando las células B. La nicotinamida es el precursor del NAD, protege a la
diabetes contra ia estreptozotocina.

OBJETIVO:

La presente investigacién tiene como objeto fundamenta! evaluar el
efecto de la L-arginina y L-lisina en pancreas y glandula pardtida de ratas
diabéticas por aloxana. Ademéas de estudiar las alteraciones de las glandulas
salivales en la diabetes experimental, con la idea de que los resultados que aqui
se obtengan sirvan como estudios preliminares que seran aplicados para seguir
una linea de investigacién destinada a encontrar de que manera los
aminodcidos contribuyen al tratamiento de la diabetes mellitus,
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MATERIALES Y METODOS
1. SELECCION DE RATAS SPRAGUE DAWLEY:

Se realizd una investigacién , en donde se tomaron como muestras 30
ratas machos Sprague Dawley con un pesc do 340-380 9. Los cuales fueron
repartidos en cuatre grupos para la induccion quimica de diabetes por aloxana,
repartido de la siguiente forma:

Grupo | Grupo control.

Grupo Il Grupo diabético sin tratamiento.

Grupo Il Grupo diabético tratado con L- arginina.
Grupo IV Grupo diabético , tratado con L- lisina.

Los animales fueron criados en la misma colonia y fueron alimentados
con aguay dieta normal.

2. INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL

La digbetes se indujo cen una sola inyeccién intraperitoneal de
monohidrato de aloxana en una désis de (185 mg /kg) en solucion salina fria
(ajustando su pH 4)*® En respuesta de este estudio los animales demastraron
poliuria polidipsia  y niveles de glucosa en sangre total mayores que 300
mg/dl. Los niveles de glucosa en sangre total son determinados mediante el
uso de un GLUCOMETER |, la prueba se hizo cada tercer dia.

3. CONTROL DE PESO

Los 30 animales fueron pesados diariamente de 9-10 AM (Tsbla 1)
(Figura.6),utilizando ia balanza del bioterio.

4. NIVELES DE GLUCOSA EN SANGRE TOTAL

La prueba de glucemia se hizo: quitando el dia anterior el alimento para
hacerlo en condiciones de ayuno. La prueba se hizo de 9 - 101/2 A.M.,cortando
la punta de !a cola de |a rata para obtener una gota de sangre que se deposité

directamente sobre la tira reactiva y esta inmediatamente en el glucometro. Los
valores de glucosa estan reportados en (Tabla 2) (Figura 7).
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Principio quimico del procedimiento:

La reaccién de las dareas reactivas de valores bajos y altos del
DESTROSTIX It se basan en la accion de la enzima glucosa-oxidasa cataliza la
oxidacion de la glucosa de |a sangre por el oxigeno de la atmésfera produciendo
4cido glucénico y perdxido de hidrégeno, el perdxido de hidrégeno en presencia
de la peroxidasa oxida |la forma reducida de la orto- toluidina, preduciendo en el
area de valores bajos, tonos de color verde cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de glucosa, sobre el érea de valores altos, con la presencia de la
peroxidasa. La aminoantipirina y el sulfonato de dicloro hidroxibenceno en su
forma reducida, son oxidados por el peroxido de hidrégeno, produciendo tonos
de color anaranjado cuya intensidad es proporcional a la concentracién de
glucosa en sangre.

Reactivos:

Cada 100 mg de reactivos contienen:

Area de valores bajos: Glucosa oxidasa 0.6 U.l. Dihidrocloruro de orto-toluidina
75 mcg; Ingrediantes no reactivos 91 mg.

Area de valores altos : Glucosa oxidasa 0.43 U.l.; Peroxidasa 1.11 U.L
hidrocloruro de 4-aminoantipirina 20 meg; sulfonato 3, 5 dicloro 2
hidroxibenceno de sodio 9 mcg; ingredientes no reaclivos 91 mg.

Los animales contro! fueron mantenidos en las mismas condiciones . Los
animales a los que se les indujo diabetes, mostraron un incremento en el
consumo de alimento.

5. TRATAMIENTO CON AMINOACIDOS

Los animales fueron tratados a parlir de valores de glucemia de 300
mg/dl en adelante con L-arginina y L-lisina a 10 mM.
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6. SACRIFICIO DE ANIMALES

Los animales fueron pesados, se hizo la prueba de glucemia y
posteriorments, fueron sactificados entre las 8- 10 am. alos . 7, 14, 21 y 28
dias de la inyaccién de aloxana: bajo tranquilizante: Dehydrobenzperidol (0.4
ml) de anestésico. Ketamina KETACLOR, (C.8 mi).

Posteriormente fueron sometidos a diseccion de glandula pardtida y
pancreas. La glandula pardtida fué extirpada al hacer una incisién en una sola
intencién a nivel de la clavicula, encontrandose la gléndula parétida adelante
del oido y adherida al musculo masetero, una glandula fué colocada
inmediatamente en solucion salina para determinaciones bioquimicas, y la otra
fué colocada en formo! para observaciones histoldgicas. E! pdncreas fug
disecado al hacer una incisién en una sola intencién encontrandose adherido al
bazo y detras de} estomago , con su color caracteristico blanco-rosa. La mitad
del pancreas fué colocada en formol para andlisis histoldgico y la otra mitad fué
colocada en solucidn salina para determinaciones bioquimicas.

Las muestras con fines histolégicos fueron enviadas al laboratorio de
patologia de la facultad.
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7. DETERMINACION RAPIDA DE PESO SECO

La determinacion del peso seco se hizo por un método colorimétrico
rapido y preciso *. (Fig. 2).

Fundamento:

El método consiste en hacer reaccionar estas muestras con una solucién
acida de dicromato durante 20 minutos a 92:C, y enseguida determinar la
densidad optica a 630 nm del producto formado. Las ventajas de este
procedimiento sobre el método estandar de pesada son: 1) requiere un minimo
de tiempo para la determinacion, 2) su mayor sensibilidad, exactitud y precisién
usande equipo esténdar de laboratorio, 3) el método es insensible a
compuestos inorgénicos y, por lo tanto, puede ser aplicade a homogeneizados
de tejidos preparados en soluciones inorgénicas. La Unica desventaja del
método parece ser que el dicromato reacciona especificamente con grupos que
contienen carbono vy, por lo tanto, la participacién del nitrdgeno u otros
elementos en la composicidn del material biolégico daran proporcionalmente
menor absorbancia.

La propiedad del dicromato de potasio de oxidar compuestos crgénicos
es bien conocida, y ha sido utilizada para producir la conversion completa de
aztcares y otros materiales orgénicos en CO, y H,0
Equipo utilizado:

1.- Epectofotémetro DU® - 64
2.- Material de cristaleria.

3.- Parrilia.

4.- Vortex.

Materiales y métodos

El dicromate de potasio: Reactivo analitico, fué obtenido de Productos
Quimicos Monterrey, S.A., cat.2984.

Acido sulfarico. Para obtener una adecuada solucidon del dicromato y
estabilidad del mismo se requiere que el 4cido suifiirico sea de la mejor calidad
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disponible. Hemos encontrado qus, a mayor pureza del acido sulfdrico, mayor
seré el tiempo que tarde en precipitar el dicromato. El acido utilizado en este
trabajo fué de Merck, cat 200731 (97 por ciento, 1,84 D).

Los estéandares organicos, manitol, DNA y albumina se obtuvieron de
Sigma Chemical Co.

El homogeneizado de Glandula parétida y Pancreas de rata 20 por ciento
p/v fué preparado en solucidén salina , posteriormente se centrifugd y se
separaron en diferentes alicuotas.

Solucién de dicromato al 2 por ciento en acido sulfurico concentrado. La
disolucion de dicromato en dcido sulfurico se facilité calentando el dcido a 60
grados centigrados.

Procedimiento para determinar peso seco; De la solucidén problema se tomé una
cantidad del homogeneizado que varia segin el érgano que se este trabajando.

Para adicionar a tubos que se encuentren sumergidos en hielo. Después
de 5§ minutos se adicionaron cuidadosamente 10 ml de la solucién de dicromato
en acido sulfdrico a cada tubo; para evitar el sobrecalentamiento, las soluciones
se agitaron nuevamente con los tubos sumergidos en el hielo. En seguida, los
tubos se pasaron a un bario de ebullicidn (S92 grados centigrados en la ciudad
de México) durante 20 minutos, se enfriaron con agua corriente y se leyeron a
630 nm. Para leer la absorbancia utilice un espectrofotémetro DU* - 64,
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CURVA ESTANDAR DE PESO SECO
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8. DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacién se hizo por el método de Lowry ¥. Basandose esta
técnica en el complejo colorido formado por el cobre del reactivo de Biuret
con los enlaces peptidicos de las proteinas (Fig. 3).
Equipo utilizado:
1.- Espectofotémeatrs DU® - 64
2.- Material de cristaleria

Reactivos:

Solucién A: Carbonato de sodio al 2%, tartrato de sodio al 0.02% en hidréxido
de sodio 0.1 M.

Solucién B: Suifato ciprico al 0.5% en agua desionizada.

Solucién C: 50 ml solucién A méas 1.0 mi solucién B. preparar al momento de
usarse

Solucién D: Reactivo de Folin ciocalteu diluido en una proporcién de 1:1 mi de
reactivo en 1.4 de agua desionizada.

Solucién Estandar: Albimina bovina al 30% (Difco) en una concentracién final
de 0.3 mg/ml en agua desionizada. Se utilizaron alicuotas adecuadas para
obtener concantraciones de 0 a 150 pg.

Método.

Se tomaron alicuotas difarentes segun el caso, y se llevaron a un volumen final
de 500 pl con agua destilada, adiciondndose 2.0 m! del reactivo C. Se dejo
reposar 10 minutos, agregando después 0.2 ml de solucién D, mezciando y
dejando reposar 20 minutos, para después leer la absorcién a 550 nm en un
espectrofotémetro DU®- 84,
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9. DETERMINACION DE DNA

La reaccidn entre la ribosa y la difenilamina, es probablemente la mas
usada para la determinacién del DNA. Dische *. describio este método que
utiliza una mezcla de acido sulfdrico, difenilamina y acido acético. Burton ®. En
1956 propuso una modificacion a este meétodo basado en la adicidn de
acetaldehido, y sefiala que esta determinacion es 3.5 veces mas sensible que el
método original descrito por Dische (Fig.4).

En 1965, Giles y Myers . publicaron una modificacién al mélodo de
Burton que lo hace aun mas especifico; estos autores encontraron que puede
reducirse la lectura del blanco omitiende el acido sulfirico e incorporando el
acetaldehido al final de la reaccién, aunque después mencionan que ésto no es
requisito indispensable. Comunicaron también que la sensibilidad del método es
incrementar al aumentar la concentracidn de difenilamina al 4%.

Equipo utilizado:
1.- Espectofotémetro DU® - 64

2.- Material de cristaleria.
3.-B.M. A37°C.

Reactivos:
Reactive a). Acido perclorico 2 M (Baker).
Reactivo b) Acetaldehido (Merck). Se prepard una solucion de 16 mg/m!, la

cual se mantuvo congelada y al momento de usarse se diluyd 1:10 con agua
destilada.

Reactivo ¢) Difenilamina (Merck). Se prepard una solucion al 4% en &cido
acético glacial.. (debe preparase al momento de su uso).
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Método:

Se tomaron 30 ul de la fraccién dcida y se |levaron a un volumen final de
500 pl con el reactivo a, adicionandose 50 pl del reactivo b, y finalmente 500 pi
de la solucién de difenilamina, se mezciaron y taparon los tubos, dejando
incubar a 37 grados centigrados durante un lapso de 18-24 horas., leyendo
posteriormente la absorcién a 600 nm en aspecirofotémetro DU - 64,

Curva Esténdar

Se preparé una solucién patrén de DNA, conteniendo 1mg/ml la cual se
hidrolizé a 70 grados centigrados durante 30 minutos, y Se guardé congelada
hasta el momento de usarse; al utilizarse se diluyé 1:10 para tener una
concentracidn final de 0.1mg/ml se tomaron alicuotas adecuadas (100-500 pl)
para obtener concentraciones de 10 a 50 pg por sistema.

28



Lucy Lili;na Alvarez Pantoja

CURVA ESTANDAR DE DNA

Absorbancla

19 4o DNA

~— Absorbancia

27

Tesis Profesional



Lucy Liliana Alvarez Pantoja
Tesls Profesional

10. DETERMINACION DE RNA

El método colorimétrico para la determinacion del RNA se basa en el uso
dal orcinol® que junto con la ribosa de! 4cido nucleico formarén un grupo
croméforo lo que permitira cuantificar al RNA en forma especifica y haciendo
sus lecturas de absorbancia a 660 nm (Fig. 5).

Equipo utilizado:

1.- Espectofotometro DU® - 64
2.- Material de cristaleria.

3.~ Parritla.

4.- Vortex.

Reactivos:

Reactivo a) Acido perclérico 0.5 M

Reactivo b) Acetato clprico 0.5%. Se prepard 0.05 gr de acetato clprico en 10
mi de acido acético glacial.

Reactivo ¢} Qrcinol al 1% . Se prepard 0,25 gr de orcinol en 25 m| HCI
concentrado (se prepard al momento se usarse).

Método:

Se tomaron alicuotas diferentes segun el caso, y se llevaron a un
volumen finat de 1000 pl con el reactivo a, adicionando 0.2 ml del reactivo b, y
finaimente 1.5 mil de |a sofucién de orcinol; se mezclaran y se taparon los tubos,
posteriormente se pasaron a un bano de ebullicion durante 20 minutos, se
enfriaron con agua corriente y se leyeron a 600 nm. Para leer la absorbancia
utilice un espectrofolémetro DU® - 64.
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ESQUEMA DE TRABAJO
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12. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS Y OBTENCION DE CORTES
HISTOLOGICOS.

1.- Fijacién del tejido en formalina amortiguada al 10% de 24 a 48 horas,
Posteriormente fué lavade durante 12 horas en agua corriente para eliminar el
fifador.

2.- Deshidratacion e Infiltracién en el histokinette en alcoholes ascendentes
comenzando por el alcoho! de 60 %, 70, 80, 96% 1, 96% 2, alcohot del 100 1 y
alcohol del 100 2 después el alcoho! xilol en partes iguales, xilol 1 y xilol 2,
parafina 1 y parafina 2. Posteriormente se incluyen en parafina limpia.

3.- Se hacen los cortes a cinco micras.

4.- Tincién con H-E.

5,- Observacién al microscopio.

Analisis de Datos:

Fueron analizados por la prueba de ANOVA.
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RESULTADOS

Los efectos de la diabetes por aloxana, e! primer dato que llama ia
atencién y que indica diferencias francas entre los grupos estudiados es
precisamente la mortalidad, mortalidad ocursida a partir de las 24 horas,
presentan valores de glucemia mayores a 24 horas, los animales se muestran
hiperactivos y deprimidos.

Al inicio de! proyecto se trataba de estandarizar un nimero en cada
grupo, esto no fud posible debido al alto indice de mortalidad, entonces se traté
de completar el nimero de ratas en cada grupo.

Peso: La curva ponderal de los 4 grupos se encuentra expresada en ia (Tabla
1),(Figura 8). Al observar la curva los animales en el dia 0 comparada con el dia
3 es significativamente reducido al observar que el peso de los animales de los
grupos se conservo dentro de los limites normales y al final del experimento se
encontrd un ligero incremento Se observd disminucién progresiva en los
primeros 10 dias, los animales que sobrevivieron redujeron su peso
considerablemente a menos de 200 gr . Los animales que se empezaron a tratar
en los primeros dias continuaron perdiendo peso pero, a partir del dia 11 su
peso empezd a incrementarse, y al finalizar el experimento al dia 28 se
incrementd ligeramente {P< 0.005).

Glucemia: En las glucemias se observaron variaciones dentro de cada grupo,
probablemente porque no hubo un horario exacto para la extraccién de sangre
y se sabe que frecuentemente las glucemias varian con estimulos diversos en
forma notable. Sin embargo se observaron variaciones significativas (P < 0.005).
En los primeros dias no se manifesté mejoria, posteriormente las cifras
disminuyeron, acercandose a las cifras normales. Se encuentra expresado en |a
(Tabla 2),{Figura 7).
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PESO CORPORAL: RATAS CONTROL, DIABETICAS Y TRATADAS CON L.
arginina y Ldisina
Feso.C
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TABLA F-FIG 6. Cuantificacién de peso corporal de ratas control, diabéticas y das con L-arginina y L-lisina
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TS T SR

GLUCEMIA DE RATAS CONTROL, DIABETICAS Y TRATADAS CON L-arginina y Ldisina
=

P<0.005

TABLA 4-FIG 7. Cuantificacion de glucemia en ayunas de ratas no diabéticas, diabéticas y tratadas con

L-argininay L-lisina.
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Histopatologia de Pancreas:

Control: Tamafio normal de los islotes de Langerhans asi como las
caracteristicas citomorfologicas de las células acinares (Figs. 8A y 88).

Ratas diabéticas a los tres dias: Se observa una reduccion notable en el tamaiio
del isiote asi como también el incremento de fibras de coldgena alrededor de los
conductos y de los I6bulos {Fig. 8C).

Biopsia de ratas diabéticas muertas a los 6 dias sin tratamiento: Existe necrosis
de las células acinares incremento en el tamaio del ndcleo y fos nucleolos se
hacen evidentes, se concluye que la rata murié de coma diabético, reportaba
una glucemia mayor a 500mg/d| (Fig. 8D).

Ratas diabéticas tratadas con L.-arginina:

Ratas diabéticas tratadas con L-arg 7 dias. Se observa vacuolizacion
intracitoplasmica y nuclear en todo lo que son célutas acinares, disminucion del
tamafio de los islotes, incremento de la poblacién linfocitica (Fig. 9A).

Ratas diabéticas fratadas con L-arginina 14 dias: Se observa nacrosis del
parénquima afectando tanto células acinares como la mayoria de los islotes
(Fig. 9B).

Ratas diabéticas tratadas con L-arginina 21 dlas: Se observa una leve
regeneracion del parénquima y de los islotes, incrementando el tamafio de los
ultimos en comparacién como se presenta a los 14 dias {Fig. 9C).

Ratas Diabéticas tratadas con L-arginina 28 dias: Presenla una regeneracién
parcial a nivel de las células acinares y de los islotes pero no total como se
observa en la gldnduta parétida (Fig. 9D).
Ratas diabéticas tratadas con L-lisina:
7 dias: Se observa un incremento del nlcleo perdiéndose la relacién con e!

citoplasma, en algunas partes del parénquima hay pérdida de los islotes y
disminucion en el tamanio de los otros (Fig. 10A).
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14 dias: Se observa necrosis total del parénguima observande hasicamente
células acinares vy disminucién en el tamario de los islotes {Fig. 10B).

21 dias: Todavia se observa areas de necrosis tanto en las células acinares e
islotes, dreas de fibrosis, incremento en la vascularidad y estasis sanguineo
(Fig. 10C).

28 dias: Existe una regeneracion del parénquima asi como de los islotes dando
una apariencia casi normal (Fig. 10D).
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AT

Fig. 8. 8A y B Muestra una porcién del pancreas de rata no
diabética H y E 20X. B8C: Se observa una reduccion del
tamaiio del islote H y E, 8D: Biopsia & dias después de la
induccién muestra muitiples necrosis. Hy E 20X.
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Z e’ S S S
Fig 9. SA pancreas tratado a los 7 dias con L-arg
Vacuolizacidn intracitoplasmica e intranuclear, disminucion
en el tamano de los islotes H y E 20X. 9B: 14 dias L-
arginina. Necrosis del parénquima, afectando las células
acinares y los islotes. H y E 20X, 9C: 21 dias tratada con L-
arginina. Leve regeneracion del parénquima Hy E 20 X. 9D:
28 dias con L-arginina regeneracion parcial a nivel de las
células acinares y de los islotes H y E 20X.
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: § AF LN ) . .

g 10. 10A Pancreas 7 dias L-lys tratado con L-lisina.
Pérdidida de la relacion nucleo citoplasma, pérdida de los
islotes y disminucion en su tamano. H y E 20X. 10B: 14
dias L-lys Necrosis del parénquima, disminucion del tamano
de los islotes. H y E 20X. 10C: 21 dias tratado con L-lys.
Areas de nécrosis tanto en células acinares e islotes,
incremento en la vascularidad. H y E 20X, 10D: 28 dias L-lys
regeneracién del parénquima asi como una regeneracion
parcial de los islotesH y E 20X.
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Histopatologia de glandula parétida

Control: Tamario normal de las células, con las caracteristicas patognomdnicas
de la glandula (Fig. 11).

Diabéticas a los 3 dias: microscdpicamente se observo hipertrofia de células
acinares asi como la vacuolizacion intracitoplasmica e intranuctear, acumutacion
de gotas lipidicas e hipercromatismo nuclear asi como incremento en su tamafio
semejando una acromegalia (citologia exfaliativa). Asi como también se observd
hiperplasia de conductos, astasis ductual (acumulacién de moce). En el estroma
se observd incremento en la vascularidad intra e interlobuliliar (Fig. 12 A,B,C,D).

Ratas diabéticas tratadas con Arginina:

Ratas diabéticas tratadas con L_arginina 7 dias: Se observd
histopatoldgicamente que las glandulas presentaron poca vacuolizacion
intracitoplasmica e intranuclear por acumulacion de lipidos en las células
acinares con nucleos prominentes e hipercromaticos e hiperplasia de los
conductos en forma parcial.

También se observd que las células mioepiteliales eran bastante
evidentes. El estroma mostro incremento en la vascularidad y congestion (Fig.
13A).

Ratas diabéticas tratadas con L-arginina 14 dias: Los hallazgos microscépicos
revelaron una hipertrofia de células acinares, por vacuolizacién tanto nuclear
como intracitopldsmico, por acumulacién de lipidos. También se pueden
observar incremento en el tamaiio nuclear e hipercromatismo. Los conductos
estriados se encuentran parcialmente hiperplasicos asi como se observa un
incremento en sl numero de conductos intercalares. En el estroma se observa
un incremento en la vascularidad con congestion (Fig. 13B).

Ratas diabéticas tratadas con L-arginina 21 dias: Se observd regeneracion en
el parénquima glandular con disminucién del tamafio de los nicleos asi como
también de las vacuolas , por lipidos los conductos presentaron estasis asi
como también no se observd que disminuyera la cantidad de vasos presentes
en el estroma intra e interlobulillar. Siendo un estroma fibroso denso (Fig. 13C).

Ratas diabéticas tratadas con L-arginina 28 dias: El parénquima glandutar se

cbserva regenerado sin presencia de vacuolas lipidicas o escasas dentro de las
células acinares conservandose la hiperplasia de los conductos esiriados asi
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como {a estasis. E| estroma esta constituido por tejido conectivo fibroso denso
(Fig. 13D).

Ratas Diabéticas tratadas con L-lisina

Ratas diabéticas tratadas con L-lisina 7 dias; Se observd que las células
acinares presentan escasa vacuolizacion por acumulacion de lipidos, nticlecs
hipercromaticos y prominentes, hiperplasia de conductos estriados e hipertrofia
de celulas acinares. El estroma estd constituido por tejido conectivo fibroso
denso y se observan areas focales de linfocitos (Fig. 14A).

Ratas diabéticas tratadas con L-lisina 14 dias: Se observa un incremento en ia
vascularizacion de células acinares tanto en el citoplasma como en el nicleo,
asi como hipertrofia de las células (Fig. 14B).

Ratas diabéticas tratadas con L-lisina 21 dias: Se abserva regeneracion parcial
del parénquima glandular incremento de los conductos intercalares asi como
una fibrosis alrededor de los conductos intercalares y estriados (Fig. 14C).

Ratas diabéticas tratadas con L-lisina 28 dias : Se observa una regeneracion
total de la glandula pardtida (Fig. 14D).
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Fig 11 11ABCD Corte de giandula parotlda de rata
control. Hy E 20X.
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glandula parctida de rata diabética a les 3
células acinares,
acumulacion

en el

Fig 12. Corte de
dias. A, B, C, D Hipertrofla de las
vacuolizacion intracitoplasmica e intranuclear,
de de lipidos e hipercromatismo nuclear, incremento

tamafio nuclear. Hy E 20X,
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e glandula parétida 7 dias tra

arg. Poca vacuolizacién intracitoplasmica e intranuclear por
la presencia de lipidos en las células acinares, ntcleos
prominentes. H y E 20X. 13B 14 dias L-arg hipertrofia de
las células acinares por vacuolizacion nuclear e
intracitoplasmica por acumulacién de lipidos, incremento en
en el tamafo nuclearH y E 20X. 13C: 21 dias L-arg
regeneracién en el parénquima glandular con disminucién en
el tamafio de los nicleos y de las vacuolas por lipidos. H vy E
20X. 13D: el parénquima glandular se observa totalmente
regenerado sin presencia de gotas lipidicas.H y E 20X,
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b

Fig 14. 14A 7 dias después del tratamiento con L-lys las
células acinares presentan escasa vacuolizacién, nicleos
hipercrométicos y prominentes, hiperplasia de conductos
estriados e hipeplasia de células acianares H y E 20X. 148B:
14 dias L-lys incremento en la vascularizacién de las células
acinares tanto en el citoplasma como en el nicleo.H y E 20X
14C: 21 dias L-arg regeneracién parcial de! parénquima
glandular, incremento de los conductos intercalares, fibrosis
alrededor de los conductos intercalares y estriados.H y E
20X. 14D: Se observa regeneracion parcial de Ia glandula
parétida. H y E 20X,

45



Lucy Liliana Alvarez Pantoja
Tesis Profesional

Efectos Bioquimicos:

P&ncreas: su peso seco disminuye nolablemenle a los 3 dias a partir del
tuarlo dia comienza el tratamiento y se hace manifiesto en el dia 14 tanto para
L-arginina como para L-lisina a los 21 dias disminuyd discretamente a los 28
dias disminuyd, Esto es altamente significativo (P < 0.001) (Fig 15).

La disminucion considerable de peso seco es explicable relacionada con
la pérdida de paso corporal, hay pérdida de materia organica.

Protelnas: O a 3 dias hay una disminucién nolable en la sintesis de proteinas
eslo es explicable ya que hay necrosis celular por lo tanto hay disminucion de la
sintesis de proteinas y después del tratamiento hay un moderado incremento,
pero posteriormente disminuye ligeramente tanto para L-arginina como para L-
lisina (P < 0.001) (Fig 16).

DNA y RNA a Ios tres dias hay una disminucién considerable, posterior al
tratamiento hay un ligero incremento, y posteriormente disminuye y se mantiene,
tanto para L-arginina como para L-lisina (P < 0.001).{Fig 17 ) y (Fig 18).

Glandula pardtida: Su peso seco de la glédndula tratada con L-arginina, El
contenido, a los lres dias disminuye, después del tratamiento se incrementa (P<
0.001)(Fig 19) .

Con el tratamiento con L-lisina. El conlenido de peso seco en la gldndula
parétida a los tres dias disminuye y después del tratamiento se incrementa
considerablemente (P < 0.001) (Fig 19).

Proteinas totales de la gldndula pardtida tralada con L-arginina. El contenido de
proteinas tolales en la glandula pardtida a los tres dias y posterior al tratamiento
se incrementa (P < 0.001). (Fig 20).

Proteinas lotales de !a glandula parétida tratada con L-lisina. El contenido de
prolefnas totales en la gtindula pardtida a los tres dias disminuye y
posteriormente al tratamiento se incrementa ligeramente (P < 0.001) (Fig 20).

DNA y RNA de la glandula pardtida tratada con L-arginina Su contenido total es
disminuido notablemente a los Ires dias y posteriormente se incrementa (P <
0.001) (Fig 21) y (Fig 22) respeclivamente.



Lucy Liliana Alvarez Pantoja

PESQ SECO: PANCREAS TRATADO CON L-
argininay L-lisina
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FIG 15.Cuantificacién de peso seco de pancreas de ratas control
diabéticas y tratadas con L-arginina y L-lisina.

PROTEINAS: PANCREAS TRATADO CON L-
arginina y L-lisina
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FIG 16. Cuantificacién de proteinas de pancreas de ratas controt
diabéticas vy tratadas con L-srginina y L-lisina.
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DNA: PANCREAS TRATADO CON L-arginina y L-lisina
"OL-arginina
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P<0.001

FIG 17.Cuantificacién de DNA de ratas control, diabéticas y tratadas
con L-arginina y L-isina

RNA: PANCREAS TRATADO CON L-argininay L-lllina“
‘QL-arginina '
}lL-lislnn
g .
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g
1 3 7 14 21
Dias - P <0.001

FIG 18. Cuantificacién de RNA de ratas diabéticas, control y tratadas
can L-arginina y L-lisina.
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PESO SECO: GLANDULA PAROTIDA TRATADA CON L-
argininay L-lisina TBL-arginina |
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'FIG 19. Cuantificacion de peso seco de gidndula parctida de ratas
control, diabéticas y tratadas con L-arginina y L-lisina.

PROTEINAS: GLANDULA PAROTIDA TRATADA CON L-
arginina y L-lisina .
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FIG 20. Cuantificacidn de proteinas de gldndula parétida de ratas
contral, diabdticas y tratades con L-arginina y L-lisina.
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DNA: GLANDULA PAROTIDA TRATADA CON L-
arglnina y L-lisina

DLearginina |
WL-lisina |

g de DNA/mg de tejido

Pias P<0.001

FIG 21. Cuantificacién ds DNA de glandula parstida de ratas control,
diabéticas y tretadas con L-arginina y L-lisina.

RNA: GLANDULA PAROTIDA TRATADA CON L-

arginina y L-lisina "BLargnina |
{@L-lising

Hg da RNA/mg de tefldo

Dias P <0.001

FIG 22. cuantificacién de RNA de glandula par6tida de ratas control,
diabéticas y tratadas con L-arginine y L-isina.
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DISCUSION

Nuestro estudio demostrd un efeclo de la diabetes por aloxana en los
animales de laboratorio por medio de la destruccidn selectiva de las céluias B de
los islotes pancreaticos. Asi como también fué evidente la necrosis de la
gléandula parétida acompafiada de vacuolizacion intracitoplasmica e intranuciear
e hipertrofia de las células acinares.

En nuestro estudio hay algo que ltama la atencién es el alto indice de
mortalidad, la dosis elegida fué la misma que Anderson et a/,® y se hizo en las
mismas condiciones y nuestros resultados difieren , ya que 1a mortalidad no fué
reportada por Anderson et al .

E! peso corporal revela una disminucién progresiva en los primeros dias,
sin embargo después del tratamiento esta curva se tiende a normalizar y a
recuperar el peso perdido y al finalizar el experimento se mantiene.

Glucemia:

Las variaciones de la glucemia observadas los primeros dias son
elevadas, a medida que son empezadas a tratar en los primeros dias de
tratamiento no se hace manifiesto y posteriormente empiezan a bajar y al
termino de! experimento fienden a normalizarse. Los datos de mejoria clinica
concuerdan con los signos clinicos de fa diabetes inducida.

Estudios Histopatolégicos:

Péncreas: Los islotes de Langerhans revelan multiples necrésis celular,
células acinares necroticas, incremento en el tamario del ndcleo, pérdida de la
relacién nicleo citoplasma. La pérdida de peso corporal ha sido disminuida
Estos hallazgos son similares a los de Mohamed et al, en el hallazgo histoldgico
que no concordamos es que elios encontraron infiltracién de glucdgerio en las
células B. En nuestro estudio se hicieron tinciones de PAS para -descartar si era
glucdgeno, en nuestros resultados se demostré que hubo una ligara infiltracidn
de lipidos . y Mchamed et al ®, encontraron que !a infiltracion de glucdgeno fué
evidente.

51



Lucy Liiiana Alvarez Pantoja
Tesis Profesional

En las ratas diabéticas se observa una reduccién notable en el tamafo
del islote estos hallazgos histolégicos concuerdan con Gepts™, Maclean y col®®
Doniach y cot Bommer y cols¥ , esto es explicable por la necrosis selectiva
de las células B hay disminucién en el tamafio del tejido.

Por su parte las glandulas salivales presentan necrosis acompafniada de
vacuolizacién intracitoplasmica e intranuclear, acumulacién de gotas lipidicas,
necrosis celular, estos hallazges coinciden con los resultados de Davison et af
# quienes hicieron un estudio de gldndula pardtida en pacientes diabéticos.

En el presente estudio el tratamiento con aminoécidos suponemos que
provoco la secrecion de insulina lo cual esta comprobado ya que nos permitid
llegar al dia 28. Sin embargo nosotros no medimos insulina.

En el tratamiento con L-arginina nuestros resuitados concuerdan con Von
Haeften Wy cols 1989%, Curry D Ly col 19877° Nogowski Ly col 1886" .

En este estudio demostramos que la aloxana produce una disminucion de
la insulina pancredtica, y que también recluce significativamente la cantidad del
péptido semejante a la insulina en la gldndula.

Es posible que las células que contienen insulina de la glandula parétida
pueden ser similares a las células p de Ios islotes pancreaticos.

Aloxana destruye parcialmente las células de la glandula parétida que
contignan un péplido seméjente a ia insuling, y las células B también son
destruidas parcialments.

Efectos bioquimicos:

La funcién de ia insulina que es regular el crecimiento de la glandula
pardtida. Mientras Liu y Lin ¥ reportaron que la diabetes provocéd un crecimiento
reducido en la glandula parétida y el tamario de la célula acinar.

Anderson y Johnson 2* observaron diferencias no significativas, en el
peso de la glandula, proteinas totales DNA y RNA entre el control y las ratas
diabéticas. Hacer una comparacion de los dos estudios es dificil porque la
severidad de la diabetes inducida por Liu y Lin ** no fué reportada. Ademas el
crecimiento y funcién de la glandula pardtida en la rata es dependiente del
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grado de estimulacion funcional. Si hay estimulacion hay crecimiento y funcidn y
hay incremento en peso seco, proteinas totales, DNA, RNA.

Nuestros resultados concuerdan con Anderson Leigh® quienes indujeron
diabetes con aloxana y sus efectos en la glandula pardtida. a una dosis de 185
mg/kg de aloxana en CiNa; en los primeros dias hay una disminucion de
proteinas, DNA y RNA, y después del tratamiento con insulina hay un ligero
incremento.

Las divergencias que existen en nuestros resultados dependen del
tratamiento y la via de administracion. Ellos lo hicieron con insulina por via
intravenosa y nosotros o hicimos con aminodcidos y por via intraperitoneal, en
nuestro estudio hubo una mejoria después de la administracion del aminodcido.

En el pancreas fué menos manifiesto el efecto de los aminoacidos,
histoldgicamente el islote de Langerhans no se regenera, nuestros resultados
concuerdan con Weichselbaum A’ Gepts y col® Quienes demostraron que la
regeneracion del islote es un fendmeno raro. y se ha observado solamente en
pacientes diabéticos jévenes. hay una marcada disminucion en el tamadio del
islote, nuestros resultados concuerdan con estudios cuantitativos quienes han
demostrado que la cantidad y tamaiio del tejido del islote es marcadamente
reducido ™™,
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CONCLUSIONES
-La administracién intraperitoneal de 185 mg/kg de aloxana fué altamente
efectivo sobre las células B pancredticas.
- La accién de la aloxana fué citotoxica en la glandula parétida ya que produjo
nacrosis,,
- La dosis utilizada causé un alto indice de mortalidad 40%.

- La dosis de L-arginina provoco secrecion de insulina y es mas efectiva a nivel
pancredtico.

- La dosis de la L-lisina provoca secrecion de insulina y es mas efectiva en la
gléndula parétida.

- Nuestros resultados demuestran que fa accién de los aminoacidos es mas
efectiva en gléndula parétida que en el pancreas.

- La regeneracion del islote solamente es parcial.

- En este estudio demostramos que la aloxana produce una disminucion de la
insulina pancredtica, y que también reduce significativamente la cantidad del
péptido semejante ala insulina en la glandula parétida.

- Es posible que las células que conlienen insulina de la gidndula parétida
pueden ser similares a las células p de los isfotes pancredticos.
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