
ESTUDIOS DE UNION DE INSULINA A SU 

RECEPTOR EN NIÑOS CON DIABETES ME-·· 
LLITUS INSULINO-DEPENDIENTE (TIPO I) 

T E s I 
Que para obtener el Título de 

Químico Farmacéutico Biólogo 

Presenta 

s 

Maria Esther Muriel Argüe/les Sánchez 

México, D. F. Marzo 1985 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



INDICE 

Capítulo l. INTRODUCCION 

Capítulo 

Capítulo 

Capítulo 

Capítulo 

1.1. Receptores de membrana ..••••.••....•. ~ •• 1 

1,2. Rece~tor ~e insulina •. ,,., •.•••.•..•..• 8 

1.3. Diabetes mellitus ... ,,, .. , .. , .. , ..... ,. 14 

1.3.1. Receptor de insulina en Diabetes .,.,. 16 

1. 4, fundamento del radioanálisis,., ..•...•.• 18 
de receptores. 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......•.. ; ..•.. 20 

3. OBJETIVOS . , . , ............. , .....•.. , . , .. , 21 

4. HIPOTESIS . , , ...... , .•. , , .• , ..... , . , ...•.. 22 

s. MATERIAL Y METODOS ... , , . , , , ~ •. , ••. , ..•• , • 23 

S. l. Equipo ..... , .. , .. , ... " .. ,.•,~·>• ~·.· ••• , ••• ,.,. 23 
5. 2. Material , . , , .. , . , . , , ... , , , .•..• , ......... 23 

S.3. Reactivos ..•..•..•.....•............•.• 24 

S.4. Material biol6gico .....•.....•..•.....•. 2S 

S.S. Métodos ..•..•.... , , . , , ................. 26 

S,S.l. Preparación de amortiguador de in ... , 26 
cubación, -

S.S. 2. Obtención de los eritrocitos • . . . . . . . . 26 

5,S.3, Estandarización del radioanálisis 27 
de receptores. 

S.S.3.1. Concentración de células ...••. , ...• 27 

S.S.3,2. Efecto de la temperatura y del •..•. 28 
tiempo de incubaci6n. 

S,5,3,3, Efecto del pH .. ,. ,,, •.. ,, .•...••••. 28 

5.S.3.4. Ajuste de condiciones .••. , ...•.. , .• 29 

S,S.3,S. Radioanálisis de receptores , ....•.. 29 

S.S.4. Estudios en pacientes diabéticos ,.,,, 30 
insulino-dependiente, 

5,S,4.1, Toma de muestra, .• ,.,,,,,,,, .....•. , 30 

S.S.4.2. Estudios de unión ....•...•. ,,., ..•• 32 

S.S.4.3. Determinación de glucosa .••.•...•.. 32 



5.5.4.4. Determinaci6n de insulina ......... ~2 

~.S.4.5. Determinaci6n de hemoglobina ...... 32 
glucosilada; 

5.5.S. Métodos estadisticos ................ 33 

5.5.5.1. Cálculo del porcentaje de unión· ... 33 
en radioanálisis de receptores. 

5,5.5.2. Cálculo de coeficientes de varia 33 
~i6n intra e interensayo del mé7 
todo de radioanálisis de recep-
tores, 

5.5.5.3. Estudios de sensibilidad del ...... 34 
método, 

5.5.5.4. Cálculo del número de receptores .. 35 

5~5.5,5. Cálculo de afinidad y ocupación .•• 36 

5.5.5.6. Análisis discriminante ......•..•• , 37 

Capítulo 6. RESULTADOS ......... , ...... , . , , •. , .• , ..•. 39 

6,1. Estandarización del radioanálisis ...•• 39 
de receptores. 

6,1,1. Concentraci6n de células 39 

6,1.2. Efecto de la temperatura y tiempo ... 41 
de incubaci6n. 

6.1.3. Efecto del pH, .•. ,,.,, ...•.......•.. 46 

6. l. 4. Ajuste de condiciones ............ , .. 48 

6.1.5. Radioanálisis de receptores ......... 50 

6.2. Resultados de estudios en diabéticos .. 52 
insulino~depeRdiente, 

6.2.l, Obtención de los eritrocitos ..•...•. 52 

6.2.2. Estudios de unión .............•..... 52 

6,2,2,l, Curvas de desplazamientos ......... 54 

6,2,2.2, Análisis de Scatcha'l'd ...... , ...... 54 

6.2.3. Hemoglobina glucosilada, glucosa .... 56 
e insulina, 

6,2,4, Resultados de correlación.,,.,, .. ,., 60 

6,2,5, Análisis discriminante, . .,,.,,,,.,,, 6.0 

Capítulo 7, DISCUSION DE RESULTADOS .............•.• , 6.5 

Capitulo 8, CONCLUSIONES 

Capítulo 9, BIBLIOGRAFIA ............................. 
.Jl 

.J4. 



l. 

1. INTRODUCCION 

1.1. Receptores de membrana 

El término hormona fué uti~izado por primera vez 

en 1904 por William Bayliss y Ernest Starling para descri­

bir la acción de la secretina, una molécula segregada por 

el duodeno que estimula el flujo de jugo pancreático. De 

e~te trabajo surgió el concepto de que las hormonas son mo­

léculas que se sintetizan en tejidos específicos (glándu­

las) y se segregan directamente en la sangre que las trans 

porta a su lugar de acción, los órganos blanco ó células 

blanco. En éstos, las hormonas pueden ejercer sus efectos 

específicos de tres maneras: influyendo sobre la velocidad 

de la síntesis de enzimas y proteínas; afectando la velo­

cidad de la catálisis enzimática y alterando la permeabil~ 

dad de las membranas celulares (1). 

De los estudios realizados sobre acción hormonal 

en las últimas tres décadas, se probó que las células bla~ 

co que responden a una determinada hormona contienen rece~ 

tares hormonales específicos que· están compuestos en suma 

yor parte por proteínas pero también pueden contener carbo 

hidratos 6 lípidos (2), los receptores unen a la honnona 

con gran afinidad y alta especificidad. El número de rece~ 

tares por célula varía desde 500 a 250 000 y células muy 

especializadas pueden tener más de un billón (3). 
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Se ha propuesto que existen basicamente dos ti­

pos de receptores hormonales: los intracelulares; para hor 

monas que por su naturaleza liposoluble pueden pasar a tra 

vés de la membrana como es el caso de las hormonas, esteroi 

des que poseen receptores citoplasmáticos (4J y las hormo­

nas tiroideas que tienen receptores nucleares (S); el otro 

tipo corresponde a los receptores de membrana para hormo­

nas que por su naturaleza hidrosoluble no pasan a ~ravés 

de la membrana celular. 

Existen evidencias que sugieren que las hormonas 

polipeptídicas y los neurotransmisores poseen receptores 

de membrana. Pastan y colaboradores en 1966, demostraron 

que el efecto biológico de una hormona peptídica se abolía 

si el tejido se ponía en contacto con anticuerpos a la hor 

mona, esto sugiere que para ejercer su efecto biol6gico la 

hormona debe unirse a la membrana celular (6). Una conclu­

sión similar fué hecha por Cuatrecasas en 1969, al demos­

trar que las hormonas enlazadas covalenternente a polímeros 

inertes (celulosa, sepharosa), retienen su actividad biol~ 

gica (7). Una tercera evidencia, fué aportada por Kono en 

1972, quién halló que la digesti6n del adipocito con trip­

sina resulta en una pérdida de la respuesta celular a la 

hormona, esto sugirió que la tripsina destruye un compone~ 

te peptidico en la superficie celular necesario para la 

acci6n hormonal (6). Aunque estos estudios han sido cues-
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tionados en los últimos años (8), estas observaciones evi 

dencian que la hormona no necesita entrar a la célula pa­

ra ejercer su efecto biológico. En base a estos hechos y 

al descubrimiento del AMP cíclico. (cA.MP) real izado por 

Sutherland y colaboradores en 1950, se propone la hipóte­

sis del segundo mensajero, como un modelo de la acción 

hormonal (Figura No. lJ. De acuerdo a este modelo, las 

hormonas peptfdicas y los neurotransmisores se unen a re­

ceptores de membrana, ésta unión activa un sistema efec­

tor que genera el "segundo mensajero" intracelular de 

acción hormonal. Así las hormonas pueden regular los pr~ 

cesas metabólicos de la célula sin entrar en ella. En mu 

chas casos el sistema efector es la enzima adenil-cicla­

sa y el segundo mensajero el cAMP (6). Para comprender 

mejor este modelo, se relacionaron los receptores hormo­

nales de membrana con el modelo de membrana de mosaico 

fluido propuestó en 1972, por Singer y Nicholson. En es­

te modelo, la membrana está compuesta de dos capas de 

proteína, dispersas entre una bicapa fluida de lípidos. 

Algunas de estas protefnas se extienden a través de la 

bicapa, mientras que otras se encuentran parcialmente e~ 

bebidas en/ó sobre la superficie de la membrana. Algunos 

componentes de la membrana permanecen relativamente inm~ 

viles, mientras que otras son capaces de difundir rápido 

y lateralmente. La hipótesis de que la membrana fluida 
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juega un papel importante en la activaci6n hormonal fué 

originalmente propuesto por Singer y Nicholson en 1972 y 

ha sido ampliado por Perkins en 1973 y Cuatrecasas en 

1974. En este modelo (Figura No. 2), el receptor hormo-

nal y el efector se encuent.~an separados corno componen­

tes integrales de la membrana y son capaces de difundir 

lateralmente. Entonces la activación hormonal de una cé-

lula es el resultado de dos pasos secuenciales: 

Hormona+ Receptor ~~~Hormona-Receptor (I) 

que ocurre en la superficie de la membrana y 
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Hormona-Receptor + Enzima ~~~~Hormona-Receptor-Enzima 
lII) 

que ocurren dentro de la membrana para dar lugar a la ge­

neraci6n del segundo mensajero (2,9). 

EXTERIOR 

fff r t? ilrf \0 rilf i M tm r rcJ n 
bJ t© lliJ L~ •&6t)!bblJ WJ! 

+HORMONA•• 
INTERIOR 11 + -

REPOSO 
CICLASA 

INACTIVA 

Figura No. 2.Mecanismo de modulaci6n de la acti­
vidad de la adenil-cielasa por hormonas en la 
membrana celular. 

Posteriormente Kahn en 1976, enumera las carac 

terísticas de la uni6n hormona-receptor que se describen 

a continuación: 

l. La uni6n de la hormona a su receptor es r§pida y 

reversible. El tiempo de uni6n de hormona a su re 

ceptor depende de la temperatura y de las concen-

traciones de hormona y receptor. 

La adici6n de un exceso de hormona no marcada, la 

diluci6n de la mezcla de reacción 6 el cambio en 
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el pH, resulta en una rápida disociaci6n de la hor-

mona marcada, 
. . - . 

2. Existe un número fin~to de sitios receptores sobre 

la célula. 

3. Los sitios de Uni6n son especificos para la hormo­

nay ia l~~i:6~ de la hormona a estos si ti os está re 

lacionada con los efectos biológicos de la misma, 

est9 es, un ~eceptor hormonal une solo un tipo de 

hormona. Experimentalmente se ha demostrado que la 

potencia relativa de análogos de la hormona para 

competir por los sitios de unión está en propor-
4 

cí6n directa a su actividad biológica. 

4. Los receptores hormonales tienen una alta afinidad 

por la hormona. Una gran variedad de métodos mate~ 

máticos se han aplicado en el análisis de datos de 

unión para llegar a constantes de afinidad en la 

interacción hormona-receptor. La.mayoría de estos 

anllisis se basa en que la interacci6n hormona-re­

ceptor está en equilibrio bimolecular reversible: 

ka 
(H) + lR) - (H-R} (III) 

kd 

Y' 

I<a (H-R) K 
= = 

(IV) 

k.d (Ji) (R} 



7. 

donde(H) es la conce.ntraci6n .de la hormona libre~ (R) 

es la concentraci'6n de receptores· no ocupados,(H-R) 

es la conce.ntraci 6n de complejos hormona-receptor, 

ka y kd son constantes de asociaci6n y disociaci6n 

respectivamente y K es la constante de equilibrio 6 

constante de afinidad para la reacción. La wayorí:a 

de receptores hormonales tienen constantes de afini 
8 lQ -1 

dad entre 10 y 10 M - (2,10). 

Se sabe tambi6n que el receptor hormonal puede 

tener dos 6 más subunidades pequefias capaces de unir a la 

hormona y que pueden intera~tuar entre sí en forma coope-

rativa, ya sea positiva 6 negativa. En 1973, De Meyts pr~ 

~pone que la cooperatividad es positiva, si al aumentar la 

ocupancia del receptor aumenta la afinidad y que la coope 

ratividad es negativa si al aumentar la ocupancia del re-

ceptor disminuye su afinidad (11,12}. Existe una forma de 

representar gráficamente este tipo tle interacciones, me-

diante el análisis de Scatchard (13), si la cooperatividad 

es positiva se obtiene una recta (Gráfica 1a.) y si la 

cooperatividad es negativa es curvilinea (Gráfica 1b). 

Este tipo de intcracci ones lcooperati vi dad positiva y 

cooperatividad negativa), pueden explicarse por ~1. modelo 

concertado de interacciones alost@ricas propuesto por 

Jacques Monod, ,Jcffrts Wyman Y' Jean-Pierre Changcux en 

1965 6 por el modelo secuencial de interacciones. alostG-



ricas desarrollado por Daniel Koshland Jr. (1). 

la. 

!i /O 

homiona Ullldo M11ó8 
oL-~-=-:~~am--~-

12. ':J 11' 
hormona unido M,11<59 

Gráficas de Scatchard, Cooperatividad positiva (la) 
Cooperatividad negativa (lb). 

1.2. Receptor de Insulina 

8. 

La proposici6n de que el receptor de insulina 

está localizado en la membrana celular, fué expresada por 

Levine en 1949, en base a que esta hormona facilita el 

transporte transmembranal de glucosa en una variedad de 

tejidos extrahepiticos, como son mfisculo estriado, múscu­

lo cardíaco y tejido adiposo. La primera evidencia de la 

unión de insulina a tejidos sensitivos fué hecha por 

Stadie en 1949, quién observó que diafragmas de rata in­

cubados con insulina y lavados posteriormente mostraron 

un incremento en la síntesis de glucógeno (9). En 1969 

Cuatrecasas indica que el primer paso para la acción de 

la insulina es la interacción con su receptor en la mem-

brana celular (7). Actualmente se ha demostrado que un 

gran número de células y tejidos poseen receptores para 
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insulina, entre @stos se encuentran, el adipocito (14,15), 

el hepatocito (16,17) y monocito (18). Estudios recientes 

demostraron que los eritrocitos de diferentes especies 

animales incluyendo al hombre, poseen receptores especí­

ficos para insulina (19-23). Al tratar de aislar el rece~ 

tor de insulina, de éstas células, se ha visto que éste 

retiene su capacidad de unión y reactividad inmunológica 

cuando se solubiliza en detergentes como el Tritón X-100* 

y puede ser posteriormente caracterizado, Gavin en 1972, 

Cuatrecasas en 1972, Harrison en 1978, Ginsberg en 1976, 

Maturo y Hollenberg en 1978, lo caracterizaron por filtra 

ción en gel y más recientemente Krupp y Levingston en 

1978 y Lang en 1980 por electroforesis en gel (24). Im en 

1983, aisló el receptor de insulina del eritrocito humano 

por e..itratción con Tritón X-102* y lo caracterizó por elec 

troforesis en gel (25). 

Todos estos estudios permitieron concluir que 

el receptor de insulina que se localiza en la membrana ce 

lular, es una glucoproteína de peso molecular entre 310 y 

350 K, probablemente un heterotetrámero simétrico compue~ 

to de dos cadenas alfa (PM~l3SK) y dos cadenas beta (PM 

~4SK). Aunque otros autores sugieren que está~compuesto 

de dos cadenas alfa (PM~lZS K) y dos cadenas beta (PM~ 

90K), en la configuración (p-S-S-o<.) -S-S- (o<.-S-S-)3) cuya 

*Marca Registrada. 
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estructura semeja a una inmunoglobulina (24,26). Ambas 

subunidade5 del receptor de insulina contribuyen en la 

unión de hormona (Figura No. 3a) (24). 

La insulina es una hormona sintetizada en las 
' 

células beta del páncreas, cuya estructura es conocida 

desde 1954, cuando Fredrick Sanger mostró que constaba 

de dos cadenas la A de 21 residuos de aminoácidos y la 

B de 30 (27). 

Blundell en 1972, propuso que el sitio bioac-

tivo de la insulina para efectos metabólicos (Figura No. 

3b) se encontraba en las regiones e-terminal y N-termi-

nal de la cadena A y la parte distal de la cadena B (24). 

s -s 

Figura 3a. Figura 3b. 

Figura No. 3. Representación esquemática del receptor de in­
sulina ( 3a ). Esquema de la insulina, la línea punteada in­
dica el sitio bioactivo para efectos metabólicos e 3b ). 
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Kahn en 1979, sugiere dos modelos generales de 

acción para la insulina. El primero es semejante al meca­

nismo de acción para las hormonas polipeptídicas (Figura 

No. 4), donde la insulina se une a su receptor, ésta 

unión activa un sistema efector que genera "el segundo 

mensajero" intracelular de acción hormonal. Jarett y Lar­

ner en 1979 y 1980 respectivamente, presentaron eviden­

cias de la existencia del segundo mensajero, sin embargo, 

la estructura química de éste no se conoce l24}. 

Para el segundo mecanismo de acción lFigura No. 

4), se propone que la insulina entra a la célula y ella 

·misma actúa como segundo mensajero intracelular, este pr~ 

ceso se conoce como internalización que se inicia cuando 

la insulina presente en la membrana plasmática forma el 

complejo hormona-receptor que entra a la célula por pin~ 

citosis, donde interactúa con receptores intracelulares 

y finalmente es degradada. El sitio donde permanece la in 

sulina después de que es internalizada ha sido motivo de 

debate, habiéndose localizado en lisosomas, aparato de 

Golgi y membrana nuclear (24). 

El receptor de insulina posee las mismas propi~ 

dades de unión que se mencionaron para los receptores de 

membrana. Mediante el análisis de Scatchard se obtiene 

una linea curva (Figura lb) lo que segfin De Meyts obedece 

a una cooperatividad negativa (11,12) ó según Herzberg a 
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Figura No. 4. Modelos generales de la acción de insulina. 

que existen dos clases de receptores con diferente afini-

dad (28), De Lean y Rodbard, proponen una combínaci6n de 

cooperatividad negativa y sitios de uni6n heterógeneos 

(24). Sin embargo, hasta la fecha no se ha logrado purifi_ 

car dos poblaciones de receptores con diferente afinidad 

ya que éstos pierden sus caracteristicas de uni6n en el 

procedimiento de purificaci6n, por lo que el modelo de 

cooperatividad, se utiliza aún para comparar afinidad del 

receptor bajo diferentes estados fisiopatológicos (24). 

Reportes de Gavin en 1974 y de Blackard en 1978, 

demuestran que la exposición del receptor de insulina 
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(cultivos de células) a altas concentraciones de hormona 

muestran una disminución en el número de receptores, fe-

nómeno.llamado "regulación a la baja" (29,30). En gene­

ral, los cambios en la afinidad del receptor se observan 

bajo condiciones que se caracterizan por alteraciones m~ 

tabólicas que ocurren usualmente en horas, mientras que 

el cambio en el número de receptores sólo sucede en con­

diciones crónicas que van de semanas a meses (31,32). 

Se han descrito alteraciones en la unión de la 

insulina a su receptor en diversas enfermedades como la 

acromegalia (33), tumores secretores de insulina (34), 

diabetes mellitus tipo I y II (35-371, obesidad (38), 

acantosis nigricans y resistencia a la insulina (39). 
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La historia de la diabetes se remonta alrededor 

del año 1500 A.C. en Egipto, donde en el papiro Ebers se 
\ 

menciona la poliuria que es un síntoma clásico de la dia-

betes. Sushrutha en la India 400 años A.C. notó la orina 

dulce, pero no supo a que atribuirlo. En el primer siglo 

de la era cristiana, Celsus realizó la primera descrip-

ción clínica de la enfermedad y el médico romano Are~ 

taeus le da el nombre de "diabetes" que significa sifón, 

ya que se decía que la vida se les escapaba por la orina. 

Avicena, 1000 años A.C., médico árabe, da una buena des­

cripción de la diabetes donde incluye complicaciones de 

la enfermedad entre ellas la gangrena. Posterionnente 

Thomas Willis (muerto en 1675), observó que la orina de 

los diabéticos era"sorprendentemente dulce" y Dobson en 

1775 demostró que esa dulzura era debido al az6car, por 

lo cuál Rollo un poco antes de 1800, describe un régimen 

dietético limitado en carbohidratos, alto en proteínas y 

alto en grasas. En 1869, Langerhans logra un gran adela~ 

to al descubrir los islotes secretores de la insulina y 

en 1889 ocurre algo decisivo cuando Merin y Minkowski in 

ducen diabetes en perros por pancreatectomía total, con 

lo que se demostró que la diabetes se produce por la au­

sencia de una sustancia que se elaboraba en el páncreas. 
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Faltaba aislar dicha sustancia y esto sucedi6 en 1921 

cuando Banting y Best extraen de páncreas la insulina, 

que se utiliz6 en el tratamiento del paciente diabético, 

logrando así el control de la enfermedad (40). 

A la fecha se sabe que la Diabetes mellitus es 

un síndrome con des6rdenes del metabolismo e hipergluce-

mia, debido a una deficiencia en la secreción de la insu 

lina ó a una reducción de su efecto biológico. Reciente­

mente el National Institute of Health, decidió cambiar 

la clasificación "funcional" de diabetes basada en carac 

terísticas de la secreción de insulina ó sensibilidad a 

la insulina, por la clasificación "terapéutica" que ha 

sido adoptada por la American Diabetes Association (41). 

TABLA No. !.Clasificación clínica de 
los síndromes de Diabetes mellitus . 

TIPO CETOSIS ANTICUER RELACIOX -POS VS. CON HLA. 
ISLOTES 

(I) Insulina-de Presente Presente Positiva 
rPendiente(IDDM) 

(I I) No insulina- Presente Ausente Negativa 
dependi::ente (NfDDMl 

(a) No obeso 

(b) Obeso 
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1.3.1. Receptor de Insulina en Diabetes. 

En 1975, Hepp al evaluar ia uní6n de insulina 

a su receptor en hamster diabéticas,. encontró aumento en 

la unión que asoció con un aumento en el número dé recep­

tores de insulina. También observó correlación entre el 

nGmero de receptores y la concentración de insulina (42). 

Posteriormente en 1977, Freytchet observó que con el tr~ 

tamiento con estreptozotocina en ratones obesos, hiper­

glucémicos e hiperinsulinémicos, produce una disminuci6n 

de los niveles de insulina plasmática y un aumento del 

nGmero de receptores (43). Henry en 1971, reportó que los 

diabéticos insulina-dependiente bien controlados tenían 

niveles de glucosa normales con sensibilidad normal a la 

insulina (44). Un año más tarde, Pedersen no encontró di­

ferencias de unión entre pacientes diabéticos insulino­

dependiente bien controlados y el grupo normal y reportó 

un cambio en la unión en pacientes con IDDM recién diag­

nosticados. Tampoco encontró correlaci6n alguna entre la 

unión de insulina a su recep~or y la concentración de in 

sulina plasmática (45). En 1980, Kappy evaluó la unión 

de insulina en adolescentes y niños con IDDM y encontró 

que la unión de insulina, concentración de receptores y 

la afinidad eran normales. No se demostró correlación en­

tre la uni6n (insulina-receptor) con la duración del pa~ 

decimiento, ni con el grado de control metabólico del p~ 
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1.3.1. Receptor de Insulina en Diabetes. 

En 1975, Hepp al evaluar la uni6n de insulina 

a su receptor en hamster diabéticas, encontró aumento en 

la unión que asoció con un aumento en el número dé recep­

tores de insulina. También observó correlación entre el 

número de receptores y la concentración de insulina (42). 

Posteriormente en 1977, Freytchet observó que con el tr~ 

tamiento con estreptozotocina en ratones obesos, hiper­

glucémicos e hiperinsulinémicos, produce una disminución 

de los niveles de insulina plasmática y un aumento del 

número de receptores (43). Henry en 1971, reportó que los 

diabéticos insulina-dependiente bien controladoi tenían 

niveles de glucosa normales con sensibilidad normal a la 

insulina (44). Un año más tarde, Pedersen no encontró di­

ferencias de unión entre pacientes diabéticos insulino­

dependiente bien controlados y el grupo normal y reportó 

un cambio en la unión en pacientes con IDDM recién diag­

nosticados. Tampoco encontró correlación alguna entre la 

unión de insulina a su receptor y la concentración de in 

sulina plasmática (45). En 1980, Kappy evaluó la uni6n 

de insulina en adolescentes y niños con IDDM y encontró 

que la unión de insulina, concentración de receptores y 

la afinidad eran normales. No se demostró correlación en­

tre la unión (insulina-receptor) con la duración del pa~ 

decimiento, ni con el grado de control metabólico del p~ 
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ciente. Estos autores sugirieron que las alteraciones en 

la unión de insulina a células, probablemente tenga muy 

poco que ver con la insulina exógena 6 con el control me­

tabólico de glucosa en condiciones basa1es (46). Poste­

riormente en 1981, Do~s demostró que la unión de insulina 

en monocitos y eritrocitos en pacientes con IDDM en mal 

control metabólico se encontró aumentada 6 normal (47). 

En 1981, Fantus obtuvo resultados heterogéneos en la 

unión de insulina a su receptor en diabéticos insulino­

dependiente en mal control metabólico (35). Mas tarde, 

en 1982, Okamoto encontró que la unión de insulina en he 

patocito y eritrocito aumenta debido a un incremento en 

la concentración del receptor y con la afinidad del rece~ 

tor en ratas con diabetes inducida con estreptozotocina 

sin encontrar correlación entre la uni6n y la concentra­

ción plasmática de insulina (48). 
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1.4. Fundamento del Radioanálisis de Receptores 

La metodología que se utiliza ~ara el estudio 

de la interacci6n hormona-receptor es el radioanálisis 

de receptores, que trabaja bajo los ~ismos principios del 

radioinmunoanálisis L49). 

El punto esencial es el enlazamiento reversible 

de un compuesto (Sx) a una proteína especifica de acuer~ 

do a la ley de acci6n de masas: 

Sx + proteína ~ Sx-proteína 

Para la estimaci6n radioinmunol6gica de un com­

puesto Sx, se utilizan anticuerpos específicos contra este 

compuesto (antígeno) y la adici6n de una cierta cantidad 

de anticuerpo a un exceso de antígeno marcado (Sx*) nos 

da la siguiente reacci6n: 

Q •• ClD • 
Q •• (]t • 
G •• <=- • + • + a •• (Jt • 
e •• ()e • 
o •• (]9 • 

100°/o ~·1. 50•1. 
ANTICUERPO MOLECULAS MOLE CU LAS MOLECULAS-

RADIACTIVAS RADIACTIVAS RADlofCTl\IAS 
UNIDAS UBRES 
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En equiliório, parte de las moléculas de antíg~ 

no, son enlazadas a los anticuerpos, el resto está libre, 

porque los sitios de enlace son limitados, 

Cuando un exceso de moléculas radiactivas antí-

geno Sx* y moléculas antígeno no marcadas Sx se mezclan, 

ambas compiten por el sitio de enlace disponible para una 

cantidad definida del anticuerpo: 

a eeoo ÜI ••oo 
a ••oo Ü) ••oo 
Q ••oo • Ot ••oo 
G + eeoo Ü) + • o 
Q eeoo Oe • 0 
Q ••oo (]D • o 

ANTICUERPO MOLECULAS MOLECULAS MOLEO.JLAS 
RADIACTIVAS RADIACTIVAS RADACTIVAS 

Y NO Y NO Y NO 
RADIACTIVAS RADIACTIVAS RADIACTIVAS 

100°/a UNID025% UBRE 75% 

Si se agrega más antígeno no marcado Sx, se van 

a encontrar menos moléculas radiactivas unidas al anti-

cuerpo. 

Después de cierto tiempo de incubaci6n el anti­

cuerpo unido se separa de la fracci6n libre y se miden 

las moléculas radiactivas unidas al anticuerpo en un es-

pcctrofot6metro de centelleo. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Aún cuando hay un gTan número de estudios so­

bre receptores de insulina, nuestro pais no cuenta con 

una metodologia al respecto, por·lo que la implementa­

ción del radioanálisis de receptores de insulina en 

eritrocitos humanos es de vital importancia ya que nos 

permitirá estudiar la cinética de unión de insulina a 

su receptor en nifios con diabetes mellitus insulina-de­

pendiente (tipo I), lo que además redundará en un mejor 

conocimiento de la fisiopatologfa de esta enfermedad . 

... 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Desarrollar y estandarizar el radioanálisis de 

receptores de insulina en eritrocitos humanos. 

3.2. Estudiar la cinética de uni6n de insulina a su 

receptor en niños con diabetes mellitus insuli 

no-dependiente en buen y mal control metab6li­

co. 
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4. HIPOTESIS 

Se sabe que la insulina interactúa con su 

receptor para ejercer su efecto biol6gico y que si 

no hay ninguna alteración a nivel de prereceptor, 

receptor y postreceptor, el rnetibolismo en un indi­

viduo sano es normal. En el diabético insulino-de­

pendiente el metabolismo cambia con el grado de co~ 

trol que se tenga de la enfermedad. Por lo que se 

propone que la interacción de insulina a su recep­

tor se modifica con el grado de control metabólico 

en niños con diabetes mellitus insulino~dependien­

te. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5. l. Equipo 

5. l. l. Espectrqfot6metro de centelleo. Modelo 5120. 

P ac ka r d , U. S.A. 

5.1.2. Centrífuga refrigerada. Modelo IEC PR-J600. 

Damon/IEC, Divisi6n, U.S.A. 

5.1.3. Micropipetas Justor 1100. Stockwell Scienti­

fic. Modelos 1100-1000, 1100-500, 1100-250, 

1100-200, 1100-100, 1100-50, 1100-25, 1100-

10. U.S.A. 

5.1.4. Microscopio. Modelo 339 685. Reichert, Aus~ 

tria. 

5.1.5. Potenciómetro Expandomatic SS-2. Beclanan In~ 

truments !ne, Scientific Instruments. U.S.A. 

5.1.6. Cimara de Neubauer Bright Line. Supperior, 

Germany. 

5.2. Material 

s.2.1. Tubos de poliestireno 12 X 75 mm especiales 

para radioinmunoanilisis. Stockwell Scienti 

fic, 

5.2.Z. Tubos de centrifuga Pyrex. U.S.A. Capacidad 

de 15 ml. 
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5.2.3. Pipetas de Thoma. Proper Manufacturing Co. Inc. 

Cat. No. 1P80 y 1P81. 

5.3. Reactivos 

~ 

5.3.1. Estándar de insulina porcina cristalina. No. Cat; 

QA132Y. Laboratorios Elly Lilly y Cía. México. 

5.3.2. Insulina porcina radiactiva, marcada con 125 r 

que tiene una vida media de 60 dias. No. Cat. 

NEX-104. New England Nuclear. 

5.3.3. Hepes anhidro. No. Cat. H3375. Sigma Chemical 

Company. 

5.3.4. Tris (amortiguador). No. Cat. Xl67. J.T.Baker. 

5.3.5. Heparina Lipo-Hepin. No. Cat. 621. Laboratorios 

Riker. 

5.3.6. Cloruro de calcio anhidro. No. Cat. 2389. Merck. 

5.3.7. Cloruro de sodio. No. Cat. 1 064 041. Merck. 

5.3.8. EDTA sal disódica. No. Cat. 8 993. J.T.Baker. 

5.3.9. Cloruro de magnesio hexahidratado. No. Cat. 

5 938. Mallinckrodt Chemical Works. 

5.3.10. Dextrosa. No. Cat. 65 QOO. Sigma Chemical Com-

pany. 

5.3.11. Cloruro de potasio. No. Cat. 6 858. Mallinck-

rodt Chemical Works. 

5.3.12. Albúmina bovina fracción V. No. Cat. 4 503. 

Sigma Chernical Cornpany. 
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5.3.13. Azul de tripano. No. Cat. 10 887. Sigma Chemical 

Company. 

5.4. Material biológico 

GRUPO CONTROL: Este grupo estuvo integrado por 13 niños 

que se seleccionaron bajo el siguiente cr~ 

terio: Hemoglobina glucosilada < 9%, sin 

obesidad, ni anemia, de edad similar a la 

del grupo en estudio y sin antecedentes fa 

miliares ni personales de diabetes melli­

tus. 

GRUPO DE PACIENTES CON IDDM: Se estudió un total de 20 p~ 

cientes controlados en la clínica de diabe 

tes del Servicio de Endocrinología del Ho~ 

pital de Pediatría del C.M.N. d~l I.M.S.S., 

divididos en dos subgTupos: 

I) 10 pacientes en buen control metabólico. 

II) 10 pacientes en mal control metabólico. 

Seleccionados bajo el siguiente criterio: 

Pacientes en buen control metabólico: Hem~ 

globina glucosilada <.1 zt, no obesos, ni 

anémicos. 

Pacientes en mal control metabólico: Hemo 

globina glucosilada > 1 zi' no obesos' ni 



anémicos. 

S.S. Métodos 

S.5.1. Preparaci6n de amortiguador de incubación, 
pH 8.0 en mmol/l. 

Amortiguador Tris, SO; Hepes anhidro, 50; Clor~ 

ruro de magnesio hexahidratado, 10; Cloruro de calcio, 10; 

EDTA sal dis6dica, 2; Dextrosa, 10; Cloruro de sodio, 50; 

Cloruro de potasio, 5; Jgr. de Albúmina. 

5.5.2. Obtención de los eritrocitos. 

Se tomaron 15 ml de sangre en tubos con hepari­

na. La sangre se dejó en reposo por 2 horas y se separó 

el plasma (rico en leucocitos} con una pipeta Pasteur. 

Los eritrocitos se lavaron con soluci6n salina isotónica 

y se centrifugaron a 1800 r.p.rn. ( 400 x g ) durante 10 mi 

nutos a 20ºC, el sobrenadante se deseché al igual que la 

capa de leucocitos que no alcanzaron a separarse por el 

procedimiento anterior. Esta operación de lavado de eri­

trocitos se repiti6 hasta eliminar los leucocitos y que 

el sobrenadante fuera claro. Posteriorr::ente la pastilla 

con los eritrocitos se rcsuspcndt6 en dos partes de amor­

tiguador de incubación (amortiguador Hepes-Tris pH 8.0) 

para equilibrar las células y se centrifugó nuevamente a 
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1800 r.p.m. durante 10 minutos a SºC, se aspiró y desechó 

el sobrenadante. Los eritrocitos se resuspendieron nuevame~ 

te en amortiguador de incubación en una cámara de Neubauer 

se contó el número de células que contenía la suspensión 

(N~ eritrocitos/ml). Se determinó la viabilidad de las cé· 

lulas por la técnica de exclusión de azul de tripano (SO). 

A la suspensión final se le determinó hematócrito, hemogl~ 

bina e índices eritrocitarios, así como recuento de leuco· 

citos y reticulocitos. 

5.5.3. Estandarización del radioanálisis de receptores. 

5.5,3.1. Concentración de células. 

Los eritrocitos en concentraciones variables 

(3-18 x 10 9 eritrocitos/ ml), se incubaron con 100 pg 

125 1 I l. d d 1 . "d d íf" - nsu 1na, e acuer o con a act1v1 a espec ica (51)' 

disuelta en 100 pl de amortiguador a 37ºC, durante 30 minu 

tos en un volúmen final de 2 ml. Una vez que terminó la i~ 

cubación se separó la 125 r-Insulina libre con 2 ml de amo~ 

tiguador de incubación .. se centrifugó a 2000 r.p.m. duran­

te 10 minutos a 4°C y se aspiró el sobrenadante, que se de 

sechó en el material y bajo condiciones adecuadas ya que 

contenía radiactividad. Este procedimiento se repite dos 

veces más. 

Se seleccionó el número de células, que presentó 
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un huen porcentaje de unión adecuado al estudio, 

5.5.3,2. Efecto de la temperatura y del tiempo de 
incubación. · 

Mil quinientos µl de suspensión de eritrocitos 

(15 x 10 9 células) fueron incubadas con 100 pg de 1251-In-

sulina (disuelta en 100 µl de amortiguador) que se llevó a 

un volúmen final de 2 ml con amortiguador Hepes-Tris pH 

8.0. Las temperaturas a las que se incub6 inicialmente fue 

ron 1SºC, temperatura ambiente y 37ºC. Los tiempos de inc~ 

baci6n fueron de 1 a 5 horas, prolongándose para temperat~ 

ra ambiente y 15°C hasta 24 horas. La separación de 125 r-In 

sulina libre se hizo como ya se mencionó. 

Finalmente bajo las mismas condiciones, se incu-

b6 a 5°C con tiempos de incubación entre 1 y 24 horas. 

Se seleccionó la temperatura y el tiempo de incu 

baci6n donde la reacción alcanzó el equilibrio. 

5.5.3.3. Efecto del pH. 

Una vez establecidas las condiciones adecuadas 

en cuanto a número de células, temperatura y tiempo de i~ 

cubación se procedió a estudiar el efecto de pH en la ci­

nética de unión, para ello se incubaron l 500 pl de suspe~ 

~ ' ' (15 109 ~1 1 ) 100 pg de 1251-sion de eritrocitos x ce u as con 

Insulina, disuelta en 100 µl amortiguador de incubación a 
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•SºC durante 24 horas en un Yolúmen final de 2 ml con amor-

tiguador de incubaci6n, en íntervalos de pH 6.5 - 9.0 (6.5, 

7.0, 7.4, 8.0 y 9.0). La 1251-Insulina se separó como ya se 

mencion6. 

Se seleccionó el valor de pH donde se encontr6 

mayor unión. 

5.5.3.4. Ajuste de condiciones. 

Se incubaron cantidades de células menores de 

las sefialadas en la sección 5.5.3.1, de 1 a 4 x 10 9 eritro 

citos/ ml, con 100 pg de 125 r~Insulina (disuelta en 25 pl), 

a 5°C durante 24 horas en un volúmen final de 0.5 ml con 

amortiguador Hepes-Tris pH 8.0. Esto se realiz6 porque se 

trabajaría con una población pediátrica y el número de cé-

lulas que se eligió inicialmente era muy alto. 

Se seleccionó el número de células menor posible, 

que presentó un adecuado porcentaje de unión. 

5.5.3.5. Radioanálisis de receptores. 

Una vez establecidas las condiciones de trabajo 

en cuanto a número de células, temperatura, tiempo de in-

cubación y pH, se procedió a efectuar estudios de despla-

zamientos a concentraciones variables de hormona no marca 

cada (O - 10 5 ng/ ml), de la siguiente forma: 
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Se incuh6 a SºC durante 24 horas 400 pl de la 

suspensión de células (2 x 1U9 eritrocitos en amortiguador 

125 
Hepes~Tris pH 8,0], lOO pg de I-Insulina (en 25 µl de 

amortiguador de incubación pH 8, 0.1 y cantidades va:riables 

de hormona no marcada (O a 0.5 x 10 5 ng) en un volúmen fi­

nal de 0.5 ml (Tabla No. 2). Cada punto se realizó por 

triplicado. 

S.5.4, Estudios de pacientes diabéticos insulina-dependien­
te . 

5.5.4,1. Tmna de muestra. 

Los integrantes del grupo control, se citaron a 

las 7:30 horas en el Laboratorio de Endocrinología del Ho~ 

pital de Pediatría del C.M.N., I.M.S.S., en ayunas, a cada 

uno de ellos se les tomó 20 ml de sangre que se colocó en 

diferentes tubos de la siguiente forma: 

15 ml en tubos que contenían heparina {Radio­

análisis de receptores). 

2 ml en tubos que contenían EDTA al 1i (Hemo­

globina glucosilada). 

3 ml en tubos sin anticoagulante ( Glucosa, 

Insulina). 

Los pacientes en estudio fueron citados en el L~ 

boratorio de Endocrinología a las 7:30 horas en ayunas y 

sin haberse aplicado la dosis de insulina, a cada uno de 



Tabla No, Z. Protocolo del -radioanálisis (a), 

Amortigua- Concentra Volúmen dE Concentra 1251-In- Suspen- Volúmen 
dor Hepes- ci6n de - insulina ción fina 

Tubo sulina. si6n de final 
Tris. la dil.de estándar de insuli eritroci-

(No) tvolúmen insulina añadido na están-=- tos. 
estándar dar. 

~T (µl) (ng/ml). V (.u 1) (ng/ml) V (µl) V (,ul) V (JJ 1) 

l. z. lb) 3; 4. 

Blanco 475 o o o 2S o 500 

z 75 o o o 2S 400 500 

3 25 0.001 so 0.1 25 400 500 

d. so o. 01 25 0.5 2S 400 500 

5 25 0.01 so l. o 2S 400 500 

6 65 o 1 lQ '.7 n 7 e:; d. 00 500 

J so 0.1 25 5.0 25 400 500 

8 25 0.1 50 10.0 25 400 500 

g so 1 25 so.o 25 400 500 

10 25 1 so 100.0 25 400 500 

11 so 10 25 sao.o 25 400 500 

12 25 10 so 1000.0 25 400 500 

13 25 1 mg/ml 50 100000.0 25 400 500 

(a) Los reactivos fueron añadidos en el orden indicado en esta tabla (1,2,3,4). 
(b) Insulina estándar equivale a insulina no marcada 6 insulina fría. 
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ellos se les tom6 20. ml de sangre que se colocaron en tu­

bos de la misma manera que el grupo control. 

S.S.4.2. Estudios de uni6n. 

Se realizaron con la metodología descrita para 

radioanálisís de receptores (secci6n S.S.3,5.). 

S.S.4.3. Determinación de glucosa. 

La determinación de glucosa sanguínea se reali­

zó por la técnica de Hultman con ortotoluidina (52). 

5.5.4.4. Determinación de insulina. 

La determinación de insulina se realizó median 

te radioirununoanálisis, con hormona marcada de New England 

Nuclear (53) y anticuerpo desarrollado en el Laboratorio 

de Endocrinología del Hospital de Pediatría del C.M.N., 

del I.M.S.S. (51). 

5.5.4.S. Determinación de hemoglobina glucosilada. 

La determinación de hemoglobina glucosilada se 

realizó por cromatografía de intercambio iónico (54). 

s.s.s. Métodos estadísticos. 
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~.s.s.1. Cálculo del porcentaje de uni6n en radioanálisis 

de receptores. 

El porcentaje de uni6n fu~ determinado después 

de que la radiactividad fué medida en el espectrofotóme­

tro de centelleo de la siguiente forma: 

'l, Unión "' 

Radiactividad de 
la pastilla 

~~~~~~~~X 100 
Radiactividad 
total 

El porcentaje de unión especifica se determinó 

por sustracci6n de el porcentaje de uni6n de 1251-Insuli 

na a 1 x 105 ng/ml de insulina no marcada (uni6n no esp~ 

cífica), de el porcentaje total de insulina en cada pun-

to (23). 

5.5.5,2, Cálculo de coeficientes de variación intra e 
interensayo del método de radioanálisis de re­
ceptores. 

Variación Intraensayo 

Se efectuaron 10 ensayos con eritrocitos de una 

misma persona por duplicado en un solo día para cada una 

de las concentraciones de la curva de desplazamiento y a 

los datos de porcentaje de unión obtenidos se les determi 

min6 la media aritmética (X) y la desviaci6n estándar 



(D. S. J. con amhos valores. obtuvimos el coeficiente de va-

riaci:6n mediante .la s~guiente,Jórmula: 

c.v. ;:: 

Variación Interensayo 

Para cada una de las concentraciones de insuli-

na no marcada en la curva de desplazamientos se efectua­

ron determinaciones por triplicado, con eritrocitos de 

una misma persona día a día hasta completar 10 ensayos, a 

los datos de porcentaje de unión obtenidos se les determi 

nó media aritmética, desviación estándar y coeficiente de 

variación. 

Se calcul6 la concentración de insulina no mar­

cada que se requiere para desplazar el 50% de 125 r-Insuli­

na unida a los receptores (ID50) en cada ensayo. A los d~ 

de concentración de hormona no marcada, se les determinó 

media aritmética, desviación estándar y coeficientes de 

variación. (55). 

5.5.5.3. Estudios de sensibilidad del método. 

La sensibilidad del ensayo se define como la 

concentración más pequeña en que una sustancia puede ser 
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distinguida del cero (56), Esta es determinada por el 95% 

de límites de confianza (2 desviaciones estindar). 

X·· -'-· 2 
Sensi'bilidad = -· _B_o _____ _ 

donde Bo es la uni6n máxima, XBo promedio de la unión mi­

xima y D.S. la desviación estándar. El porcentaje de unión 

obtenido se extrapola en la gráfica logarítmica de la cur­

va de desplazamiento normalizada y ésta concentración nos 

da la sensibilidad del método, 

La zona sensible de la curva también puede de­

terminarse en las gráficas semilogarítmicas de concentra-

ción de hormona no marcada contra porcentaje de unión de 

125 r-Insulina unida a el receptor (Curva de desplazamien-

to), La parte recta de la curva corresponde a la zona sen 

sible del método. 

S.5.5.4. Cálculo del número de receptores, 

Con el análisis de Scatchard (13), se obtiene 

la intersección con el eje de las abscisas que correspon-

de a la capacidad máxima de unión (Ro). En nuestro caso 

la capacidad máxima de unión nos indica la insulina total 

que unen 2.0 x 10 9 eritrocitos. Entonces: 
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Ro 
B/eritrocito ~ 

2 x 10 9 eritr~citos 

donde B/eritrocito es la insulina que une un eritrocito. 

Para obtener el número de receptores se multi­

plic6 la insulfna unida[eritrocito, expresada en moles 

por el número de Avogadro. 

Receptores/eritrocito ~ (E/eritrocito) (No.Avogadro) 

este cálculo se hizo para cada uno de los pacientes. 

5.5.5.S. Cálculo de afinidad y ocupación. 

Las constantes de afinidad se calcularon por 

la fórmula: 

B/F 
Kafinidad 

Ro - B 

donde B e~ la insulina unida, F la insulina libre y Ro 

la capacidad máxima de unión (11). La constante de afini­

dad se calculo para cada una de las concentraciones de in 

sulina de 0.1 a 100 ng/ml y para cada paciente, Los prome• 

dios de afinidad s-e graficaron contra porcentaje de ocupa· 



37. 

ci6n del receptor, 

B 
't Ocupación 

Ro 

s.s.s.6. Análisis discriminante. 

El análisis discriminante (57) establece cuales 

son las· variables que determinan las diferencias entre los 

grupos y describe cuales son los valores que toman éstas, 

en cada uno de los grupos. Los objetivos de un estudio de 

discriminaci6n pueden ser diferentes r es en funci6n de 

esto que vamos a describir dos caminos a seguir: 

l. Fase descriptiva. Se tienen "n" individuos 

que pertenecen a "g" poblaciones distintas, se qui1~re es -

tablecer el poder discriminatorio de una serie de varia­

bles: x1 , x2 , ... XP, tomadas de ellos, es decir, se quie­

re saber la certeza con que esas variables se pueden em­

plear para establecer diferencias entre las poblaciones 

y por consiguiente determinan su eficacia para identifi­

car a cual de las poblaciones pertenece un nuevo indivi-

duo. 

En un pr:i:ncipio se desea probar si las varia­

bles toman valores significativamente dist:i:ntos en cada 

uno de los grupos 6 poblaciones una vez probado el valor 

discriminativo de todas la~ variables en conjunto; inte-
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resa por otro lado, el poder dtscriminativo de cada una 

de las varia5les para escoger un subconjunto de ese con­

junto que permita la mejor diferenciación entre los gru­

pos. Asf se excluyen variables con bajo poder discrimina­

torio y se facilita la interpretación de resultados. 

z. Fase de identificaci6n, En esta fase el pro­

blema consiste en elaborar una regla de asignación, que 

nos permita predecir a que población pertenecen indivi­

duos cuya población de origen es de5conocida. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Estandariza~ión del r~dioan6lisis de receptores 

6.1.1. Concentración de células. 

En cinco experimentos, donde se incubaron can~ 

tidades variables de eritrocitos (3-18 x 10 9 eritrocitos) 

lºQ d 1251 I 1. b . 1 . . con pg e - nsu ina se o tuvieron os siguientes 

porcentajes de unión específica (Tabla No. 3). 

T b N U -~ d 125 1 I l-a la o. 3. nion e - nsu ina 
a diferentes concentraciones de cé­
lulas. 

No. eritrocitos Unión específica 

(x 10 9 ) e i ) 

.3 l. 64 

6 2.58 

9 4, 11 

12 6. 71 

15 8. 18 

18 10.09 

Estos datos sG observan en la gráfica No. 2 • 

El número de células que se eligió.para trabajar fué de 

15 x 109 ya que el porcentaje de unión era adecuado pa-

ra nuestros fines. 



Grfifica No. 2. Efecto del nfirncro de c6lulas 
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ú,1.2. Efecto de la temperatura y del tiempo de incubaci6n 

A una temperatura de lSºC se obiuvieron los si~ 

guientes resultados (Tabla No, 41. 

1 

Tabla No. 4. Temperatura 
de incubación lSºC. 

Tiempo Unión específica 

(hr) e i ) 

1 3,93 

2 8,28 

3 9,06 

4 10,87 

s 15,91 

24 
1 

18,SQ 

Con estos resultados (Gráfica No, 3) se obser~ 

vó que el porcentaje de uni6n aumentó hasta las dos horas 

y alcanza cierto equilibrio entre las dos y tres horas de 

incubaci6n, después de este tiempo el porcentaje de unión 

sigue aumentando sin llegar a alcanzar el equilibrio ~e 

la reacción al finai de 24 horas, 

A temperatura ambiente, los resultados obteni~ 

dos se encuentran en la tabla No, 5, 

Al observar la grfifica correspondiente a estos 



Gr§fica No, 3. Efecto de la temperatura y tiempo 
de incubación. 
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Tabla No, S, Temperatura 
ainhl-en te, 

Tternpo Unión específica 

(hr) ( % ) 

1 12.16 

2 14.34 

3 9.48 

4 10.96 

5 13. 98 

24 20.02 

43. 

resultados vernos que el porcentaje de unión aumenta lenta·· 

mente hasta las 2 horas de incubación para disminuir brus­

camente a las 3 horas y seguir aumentando hasta las 24 ho­

ras, sin llegar a observar un equilibrio de la reacción. 

A una temperatura de incubación de 37°C, los r~ 

sultados obtenidos aparecen en la Tabla No. 6. En la gr&~ 

fica No, 3 se observó que el porcentaje de unión a 37°C 

aumento hasta las 3 h.or¡s¡.s de incubación y mantiene un equf_ 

liório entre las 2 y 3 horas, la unión de 125 1-Insulina se 

elevó bruscamente después de las 4 horas de incubación.No 

se observó equilibrio de la reacción al final de las 5 ho-

ras de incubación, 



Tabia No. 6. Temperatura 
de incuba~ión 37ºC. 

Tiempo Unión especifica 
(hr) e Q ) .• 

1 6.19 

2 7,49 

.3 9. 85 

4 16.74 

5 19. a.o 

44. 

·-

Con una temperatura de incubación de 5ºC, los 

resultados obtenidos fueron los siguientes (Tabla No. 7). 

Tabla No. 7. Temperatura 
de incubación 5°C 

-· 
Tiempo Uni6n especifica 

(hr) e i ) 

1 6.35 

3 9.87 

5 11. 01 

7 12.91 

9 13.46 

11 14.00 

13 15.76 

23 15.06 

24 16.39 
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En la gráfica No, 4 se muestra el comportamiento 

de la curva a SºC y se observó que la uni6n es rápida y 

progresiva hasta las 9 horas y entre este tiempo y las 13 

horas hay muy poco aUJllento en la unión, el equilib,rio se 

alcanzó después de este tiempo. 

La temperatura y tiempo de incubación que se el1 

gi6 para trabajar fueron SºC y 24 horas respectivamente, 

ya que en éstas condiciones se alcanzó el equilibrio de 

la reacción hormona-receptor. 

6.1.3. Efecto del pH. 

Para determinar el pH óptimo de unión de 125 r~ 

Insulina a eritrocitos humanos, se trabajó en intervalo de 

pH de 6.5-9.0, Los resultados obtenidos aparecen en la ta~ 

bla No. 8, 

Tabla No. 8. Efecto 
del pH. 

pH Unión específica 
(e¡, ) 

6,5 3.12 

J,Q 3.58 

7.4 4,63 

8,0 6,31 

g_, o 6,18 
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Tanto en la tabla No. B como en la gráfica No, 5 

se observó claramente que el pH que presentó un mayor por-

j d "ó d 125 1 I i· f • 8 O 11 l" centa e e un1 n e - nsu ina ue . ,por e o se e i-

gió como pH de trabajo. 

6.1.4. Ajuste de condiciones, 

Se realizaron experimentos que reunieron las con 

diciones ideales de pH, tiempo y temperatura de incubación, 

con concentraciones de células menores a las que se utili-

za ron en el apartado 5. 5. 3.1. y un volúmen menor de incuba 

ci6n. Esto se realizó debido a que se trabajó con una po­

blación pediátrica el volGmen de muestra para realizar los 

estudios de unión tuvó que ser la menor posible. Los re­

sultados obtenidos se muestran en la tabla No. 9. 

Tabla No. 9. Ajuste del número 
de células. 

No. células Unión específica 

(x 10 9) e i ) 

1 2,64 

2 6,57 

3 9 • .32 

4 12,69. 



Gráfica No. 6. Ajuste del número de células. 

, .. 

10.5 

~ z 
::> 
w 
o 
w 7.0 
~ z 
w 
u 
a::: o 
Q. 

3.5 

2 
No de células X I09 

3 4 



50. 

La gráfica que se obtuvo con estos resultados 

es la No. 6, donde se puede ver que el comportamiento 

de la curva es lineal, El número de eritrocitos que 

presentó un adecuado porcentaje de unión para nuestros 

fines fué Z x 10 9 eritrocitos. 

6.1.5. Radioanálisis de receptores,· 

En las condiciones ideales de número de célu 

las (2 x 109 eritrocitos), temperatura (SºC), tiempo 

de incubación (24 hrs.) y pH (8.0}, se realizaron des~ 

plazamientos a concentraciones variables de hormona no 

marcada (0-10 5 ng/ml) y se llegó al procedimiento que 

se describe en la sección S.5.3.5. Los restiltados se 

presentan en la Gráfica No. 7. 

La zona sensible de la curva fué de 0.5 a 50 

ng/ml de insulina. La sensibilidad determinada matemá 

ticamente fué de 0.75 ng/ml. El IDSO fué de 9.l ng/ml 

en los interensayos y de 8.0 ng/ml para los intraensa 

yos (Tabla No. 10). 
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Tabla No. 10. Coeficientes de variaci6n intra 
e interensayo <lel ID50. 

n Insulina D.S. c.v. 
estándar 
(ng/ml). e %, ) 

Intraensayos 10 s.o l. 24 15.5 

Interensayos 10 9.1 l. 22 13.4 

En la tabla No. 11 y 12 se muestran los coefi-

cientes de variación intra e interensayo para cada una 

de las concentraciones de la curva de desplazamiento. 

6.2. Resultados de estudios en diabéticos insulina-de­
pendiente. 

6.2.1. Obtención de los eritrocitos. 

Por la técnica de exclusión de azul de tripa~ 

no se vi6 que más del 95 % de los eritrocitos fueron -

viables. El porcentaje de reticulocitos observados fué 

de 1'1.. Rara vez aparecieron leucocitos, Las determina-

ciones hematológicas de las suspensiones que se utili­

zaron en el radioanálisis de receptores aparecen el la 

tabla No. 13. 



Tabla No. 11. Coeficientes de variación intraensayo. 

Concentración de No.Ensayos " Unión D.S . C.\'. • 
insulina están-
dar (ngfml) 

(n) ( º,) 

Q (U,mú:R:.} 10 4,78 0.87 19.53 
0.1 10 3.78 o. s s 14.67 
0.5 10 3 .17 0.40 12.52 
l. o 10 2. 84 O.SS 19.46 
2.0 10 2.15 0.38 18.02 
5.0 10 l. 7 7 0.27 15.70 

10 10 l. 49 0.26 17.43 
so 10 0.92 0.14 15.70 

100 10 o. 40 Cl .11 2~.50 
500 10 0.36 0.12 33.00 

100 000 (U.no 10 2.81 0.45 15.98 
específica) 1 

Tabla No. 12. Coeficientes de variación interensayo. 

Concentración de No.Ensayos % Unión D.S. c.v. 
Insulina están-
dar (ng/ml). (n) (°ó) 

o (U.máx.) 10 7.52 l. 5 7 20.8 
Q, l 10 6.51 l. 24 18.9 
a.. 5 10 6.47 l. 17 18.7 
l. o 10 S.64 l. 25 22.2 
2.0 10 5,17. 0.86 16.7 
5.0 10 4,52 l. 05 23.2 

10 10 3.64 0.60 16.7 
so 10 2.40 0.59 24.6 

100 10 2,08 0.68 33.1 
500 10 l. SS 0,45 29.3 

100 000 (U .no 10 2.58 o .31 12.0 
específica) 

.t;J 



Tabla No. 13. Propiedades hematológicas 
de las suspensiones de eritrocitos. 

Determinación n x e:.. 1 D. S.) 

Hemoglobina (g/dl) 33 14.65 + 0.90 -

Hematócrito c. 'l. ) 33 43.78 .+ l. 89 -
V -e M (fl) 33 86.81 + 3.46 -
H c M (pg) 33 30.00 + 5,23 -

VCM Volfimen medio de los hematíes 
individuales. 

HCM Contenido de hemoglobina por he 
matíe. 

CCHM Concentración media de hemogl~ 
bina por 100 ml. 

6.2.2. Estudios de unión. 

6.2.2.1. Curvas de desplazamientos. 

54. 

Las curvas de desplazamientos para cada uno de 

los tres grupos (control y diabéticos insulino-dependien-

te en buen y mal control metabólico) , se muestran en la 

gráfica No. 8 . 

6.2.2.2. Análisis de Scatchard. 

El anilisis de Scatchard para la unión de insu-

lina a su receptor específico en los tres grupos aparecen 
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en la gráfica No. 9 , donde se señala como obtener la má­

xima capacidad de unión (Ro), que nos permite determinar 

el número de receptores por c@lula. 

La gráfica No. 10 muestra la afinidad cdmo fun-

ci6n de la ocupación del receptor, para cada uno de los 

grupos. 

Tabla No. 14 ( + 1 D.S.) 

Determinación Normales IDDM (Buen IDDM (Mal 
control) control) 

Unión específi- 5.57 + l. 65 5.73 + l. 50 6.82 + 1. 70 
ca máxima ( e¡, ) - - -

ID50 (ng/ml) 6.62 + 2.50 6.95 + 2. 7 7 5.97 + L56 - - -
ke (10 8 M-l) 4.51 + 2.25 5.78 + 2.51 5.23 + 2.61 - - -
kf (10 8 M-l) 2.30 + l. 20 3.05 + l. 70 2.60 + 1.39 - - -
Receptores (No.) 365 + 155 310 + 119 400 + 13 s - - -

ke constante de afinidad cuando los receptores están va 
cías. 

kf constante de afinidad cuando los receptores est~n lle 
nos. 

6.2.3. Hemoglobina glucosilada, glucosa e insulina. 

En la tabla No. 15 se muestran los resultados 

obtenidos por grupo en las determinaciones de hemoglobina 

glucosilada, glucosa e insulina. 
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Tabla No. 15 (! 1 D.S.) . 

Determinaci6n Normales IDDM (buen con IDIIM (mal con-
trol) - trol) 

Hemoglobina glu 7.72 + 0.81 10.95 + 0.61 15.93 + 2.07 
cosilada e % ]- - - -

-
Glucosa (mg/dl) 81. 60 365.34 + + 8.25 226.26 + 93.97 72.22 

~ - -

Insulina (µU /ml) 6.26 + 5.72 l. 30 + 4 .11 2. 2 o + 3,84 - - -

• 
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6,2.4, Resultados de correlaci6n. 

No hubó correlación significativa entre la uni6n 

específica máxima y la concentración de insulina plasmáti-

ca ~ = -0.06), Tampoco se encontró correlación entre la 

unión específica máxima con el número de receptores e r 
0.26) y la afinidad (r ~ 0.33). El número de receptores 

correlacionó negativamente con la afinidad (r = -0.64). 

No se encontró correlación entre el número de receptores 

y la concentración de insulina plasmática (r = -0.28). 

Las diferencias significativas entre grupos, se 

calcularon por la ~de Wilks' y se obtuvieron los siguien-

tes resulta.Q.os: 

Hemoglobina glucosilada (%) 

Insulina (}JU/ml} 

ID50 (ng/ml) 

Glucosa (mg/dl) 

Receptores (No.l 

6.2.5. Análisis discriminante. 

p <o. 05 

p <a. os 
p <o. 05 

p-<.0.05 

p<.0.05 

Para seleccionar las variables que determinan 

las diferencias entre los tres grupos en las dcterminacio 

ncs de ~emoglohina glucosilada, insulina, glucosa, radio-
' 

análisis de receptores (porcentaje de unión máxima, IDSO, 
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ke, kf y No. de receptores), se llev6 a cabo uri análisis 

discriminante por pasos, para la selección 

Oles se ~.f{11i6 elcriterio de Wilks (57). 

El procedimiento para la selección de variables, 

se determinó después de incluir: 

Xl, Hemoglobina glucosilada 

XZ, Insulina 

X3, Constante de afinidad cuando el receptor 
está vacío (ke). 

X4, Constante de afinidad cuando el receptor 
está lleno (kf). 

XS, Porcentaje de unión específica máxima 

X6, IDSO 

X7, Dosis de insulina que recibe el paciente 

X8, Duración del padecimiento 

X9 Glucosa 

XlO, Número de receptores. 

Del análisis discriminante se obtuvo una fun-

ción discriminante mediante la cual vamos a conocer la 

influencia que tiene cada variable en la diferenciación 

entre grupos (Tabla No. 16). 

De acuerdo a los coeficientes asociados a las 

variables se observó que las variables que más contribu­

yen a diferenciar entre grupos son: hemoglobina glucosi­

lada, insulina, IDSO, glucosa y número de receptores cu-
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yos coeficientes son: ~0.80719, 0.26919, -0.31080, 

-0.52302 y 0.12658, respectivamente. Al multiplicar éstos 

coeficientes por los valores de cada variable asociada ob 

tuvimos u~a función que es una combinaci6n lineal de las 

cinco características mencionadas anteriormente. 

Tabla No. 16 

Variables Función 

Xl Hemoglobina glucosilada :.0.80119 

X2 Insulina 0.26919 

X6 ID50 -0.31080 

X9 Glucosa -0.52302 

XlO r-.;úmero de receptores 0.12658 

La combinación lineal de las cinco variables 

mencionadas anteriormente es: 

D -0.80719Xl + 0.26019X2 - 0.31080X6 - 0.52302X9 

+ 0.12658Xl0 

El objeto de tal función es que exista una má­

xima separación ~ntre los grupos. En el mapa territorial 

(Gráfica No. 11), vemos que el grupo de pacientes con 

IDDM en mal control metabólico (Grupo No. 3), tiene va-
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lores de D <..O, el grupo de diabéticos insulino-dependien -

te en buen control metab6Jico (Grupo No. 2), tiene valo­

res de n=o y el grupo control (Grupo No. 1) valores de 

D:'.>O. 

En résumen, los tres grupos son distintos y las 

diferencias están dadas por las variables que presentan 

coeficientes más altos. 

Para dar validez a nuestra funci6n discriminan-

te el programa calculo los valores de D para cada uno de 

los individuos de nuestro estudio y de acuerdo con el ma 

pa territorial discriminante los asignó a cada grupo y se 

obtuvieron los siguientes resultados: 

Tabla No. 17 

Grupo No. de 1 2 3 
casos. 

l. Control 13 13 o o 
100% 0% O go 

,. 

2. IDDM (Buen control) 10 o 10 o 
oi 100% 0% 

3. IDDH (Mal control) 10 o 1 9 
0% 10% 90% 

El porcentaje de casos agrupados correctamente 

fué de 96.97'!,. 
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7. DISCUSION DE RESULTADOS 

Para evaluar la cinética de la interacción insu-

lina-receptor en eritrocitos de pacientes con IDDM, se im­

plementó el radioanálisis de receptores. Para ello se ana­

lizó el comportamiento del receptor de insulina mediante 

las variables que de antemano sabíamos que afectan a receE._ 

tares de membrana (2,6) y establecer así nuestras condici~ 

nes de trabajo. Se observó que a diferentes concentracio-

nes de células (Gráfica No. 2), el porcentaje de unión au­

mentó linealmente, lo cual indica que el porcentaje de 

unión de 125 1-Insulina es directamente proporcional a la 

concentración de eritrocitos. 

A 1SºC, temperatura ambiente y 37°C (Gráfica 

No. 3), el comportamiento de las curvas fué irregular por 

lo que se decidió probar a SºC (Gráfica No. 4) con lo que 

b ' . d ., d 125 1 I l' se o servo que el porcentaJe e un1on e - nsu ina 

aumentó lentamente hasta que la interacción hormona-rece~ 

tor alcanzó un equilibrio, efecto que se observó por el 

aplanamiento de la curva, por ello se decidió que SºC fue 

ra la temperatura de trabajo. El tiempo de incubación pudo 

haber sido cualquiera después de las 15 hrs. de incubación 

ya que en éste tiempo se alcanzó el equilibrio de la rea~ 

ci6n, por facilidad de trabajo se escogió el de 24 hrs. 

El pH del medio influye en la interacción hormo 
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na-receptor y esto lo observamos en la gráfica ~o. S don-

de se aprecia que el porcentaje de unión.de 1251-Insulina, 

varía con el pH. Se eligió como pH de trabajo el de 8 Ya 

que a éste valor se tuvó un mayor porcentaje de unión. 

Por el tipo de pacientes que se manejaron (edad 

pediátrh:a), se disminuyó el número de eritrocitos y el 

volúmen final de incubación, a pH 8.0 y temperatura de in­

cubación SºC y tiempo de incubación de 24 hrs. sin que 

ello alterara la unión que se encontró con un número mayor 

de células. Los resultados se muestran en la gráfica No. 6, 

donde se observa que el comportamiento cuando se trabaja 

con un número menor de células, es similar a el de la grá-

fica No. 2, donde se trabajó con un número de células ma-

yor. Con esto se puede ver que aún a bajas concentraciones 

de células el porcentaje de unión cte 125 r-Insulina es direc 

tamente proporcional al número de eritrocitos. El número 
9 de células que se eligió para trabajar fué de 2.0 x 10 , 

con un porcentaje de unión adecuado a la finalidad del es-

tudio. 

Una vez establecidas las condiciones de trabajo 

se realizaron estudios de desplazamientos hasta que las 

curvas, mostraron que puntos eran necesarios (concentra-

ción de insulina estándar ó insulina fría ~5 insulina no 

marcada), para nuestra metodología y se estableció el pr~ 

tocolo que aparece en la tabla No. 2. Las curvas que se 
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obtuvieron se encuentran en la gráfica No. 7, y muestran 

las curvas clásicas de competencia 6 desplazamiento. 

La sensibilidad del método fué de 0,75 ng/ml y 

el área sensible en las gráficas de desplazamientqs en 

papel semilogaritmico fué de 0.5 a 50 ng/ml. 

Se calculó el coeficiente de variaci6n intra e 

intercnsayo del IDSO, que es la concentración de insulina 

estándar que desplaza el 50% de 125 r-Insulina e indica co 

mo varía nuestro método en la zona sensible, esto puede 

ser afectado por un cambio de anticuerpo. Cuando se tiene 

un mismo anticuerpo los coeficientes de variación intra e 

interensayo, no deben variar mucho por lo que constituye 

un parámetro de control de calidad (Tabla No. 10). 

Los coeficientes de variación intra e interensa 

yo son altos pero aceptables (Tabla No, 10-12), si pensa­

mos lo siguiente, en radioinmunoanálisis (RIA), se obtie-

nen coeficientes de variación hasta de 16.8 para angiote~ 

sina (58) y 16.5 para ~-hidroxiprogesterona (59) y aún 

cuando el radioanálisis de receptores trabaja bajo el mis 

mo principio que el RIA, en el primero se trabaja con cé­

lulas y en el se?undo con anticuerpos altamente purifica­

dos lo que hace que sea más preciso, Los coeficientes de 

variación más elevados se tienen cuando hay una alta con­

centración de la hormona, No obstante, es recomendable 

cuando se rlesec evaluar el receptor de insulina en pacie~ 
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tes, que se compare contra un sujeto normal para tener 

así un mejor control, 

Las curvas de desplazamientos (Gráfica No. 8), 

del grupo control, grupo de diabéticos insulino~dependie~ 

te en buen y mal control metabólico, muestran que el por­

centaje de unión de 125 1-Insulina del grupo de pacientes 

con IDDM en mal control metabólico es mayor que el nor­

mal y éste a su vez mayor que el grupo de diabéticos i~ 

sulino-<lependiente en buen control. Sin embargo éstas 

diferencias no fueron estadisticamente significativas. 

El análisis de Scatchard (Gráfica No. 9}, mues-

tra la máxima capacidad de unión para cada grupo, fitil p~ 

ra calcula= el número de receptores, constantes de afini­

dad y porcentaje de ocupación. Además en esta gráfica ve-

mos lo que De Meyts llama cooperatividad negativa (11,12), 

que es un cambio de afinidad del receptor que de una alta 

afinidad pasa a una baja afinidad y que .algunos autores 

atribuyen a la existencia de dos poblaciones diferentes 

de receptores, una con alta afinidad y la otra con baja 

afinidad, 6 bien, según otros autores a una combinación de 

ambos modelos. 

En la gráfi~a No, lU, se observa como disminuye 

la afinidad de los ·receptores, conforme aumenta la ocupa­

ci6n de éstos, de forma tal que el grupo de diabéticos en 
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mal control metabólico tiene mayor. afinidad que el grupo 

de diabéticos en buen control y estos grupos a su vez tie­

nen mayor afinidad que el grupo control. Estas diferencias 

no fueron estadísticamente significativas, 

A diferencia de lo reportado por otros autores 

(43,44) no se encontró correlación entre la concentración 

de insulina y el porc~ntaje de unión lo que concuerda con 

los halla::gos ce Fantus (35). Tampoco hubo correlación en­

tre la insulina y el nfimero de receptores, lo cual contra­

dice lo reportado por diversos autores (29,43) y concuer­

da con los resultados de Pedersen (45) y Fantus (35). Con 

base a éstos resultados podemos especular que la insulina 

no regula ni el nfimero de receptores, ni la afinidad del 

receptor, ya que no hubó correlación entre la insulina y 

la afinidad. 

Por otra parte, no se encontró correlación entre 

la unión máxima específica y el grado de control metab61i 

co (hemoglobina glucosilada}. Pero si hubo diferencias 

significativas en cuanto al número de receptores (p<.0.05) 

cuando se analizó por grupos de forma tal que para el gr!:!_ 

po control el número de receptores fu@ de 365 ~ 155, para 

el grupo de diabéticos insulino-dependiente en buen con~ 

trol metabólico fué de 310 ~ 119 y para el grupo en mal 

control de 400 + 135. Así el número de receptores parece 

depender del grado de control metabólico del paciente, 



70. 

Las variables que diferencían nuestros tres gru­

pos son la hemoglobina glucosilada, insulina, IDSO, gluco­

sa y número de receptores, de acuerdo a el análisis disc~i 

minante. Esto i'ndica que de los estudios de unión, el ID59 

y el número de receptores son útiles para clasificar a un 

nuevo paciente diabético dentro de un grupo, ya sea en el 

de buen 6 mal con trol metaból:i'co, sin embargo, los parám~ 

tros de elección siguen siendo la hemoglobina glucosilada 

yf6 la glucosa sanguínea. 

En el mapa discriminante (Gráfica No, 111 obser-

vamos que el valor de D en los pacientes en buen control 

metabólico (Grupo No. 21 es más cercano al valor de D del 

grupo control (Grupo No. 1) y que e 1 valor de D para el .. 
grupo de pacientes con IDDN en mal control (Grupo No. 3) 

se aleja del valor de D del grupo normal. 

• 
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8. CONCLUSIOMES 

8. l, Aún cuando el eritrocito no es .célula. olanco de la 

insulina posee receptores específicos para esta hor­

mona. 

8. 2. La uni6n de insulina a eri·trocitos humanos (recepto­

res) de.pende de la concentraci6n de eritrocitos, tem 

peratura, tiempo de incubaci6n y pH. 

8.3. En base a los coeficientes de variaci6n podemos afi~ 

mar que el método de radioanálisis de receptores de 

insulina es confiable y reproducible, 

8.4. La sensibilidad del método es de 0.75 ng/ml y la zona 

sensible de la curva es de O. 5 .... 50 ng/ml. 

8.5. En el grupo de pacientes con IDDM hay diferencias es 

tadísticamente significativas (p<.,0.051, en el núme­

ro de receptores, dependiendo del grado de control 

metabólico, 

8,6, Las variables que diferencian entre los tres grupos 

son la hemoglobina glucosilada, la insulina, el IDSG, 

la glucosa y el número de receptores, 

8,7, No se encontró correlaci6n entre niveles de insulina 

y glucosa en sangre con el nGmero de receptores, De 

acuerdo a ello se concluye que ni la insulina, ni la 
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~glucosa regulan el .número de receptores de insulina 

en el eritrocito humano~· 

s. 8. El número de receptores promedio por ·~ritf~~ito 

encontrado en nuestros .tres g!~;,os ·f~~ J~·~~~· + 

139. 

S.~. La aplicaci6n clínica del método de radioanálisis de 

receptores de insulina, apoyada por el análisis dis~ 

criminante indica que junto con la hemoglobina gluc~ 

silada, puede se un parámetro útil para valorar el 

grado de control metabólico en pacientes diabéticos 

insulina-dependiente. 

8.10. La determinaci6n de hemoglobina glucosilada es el m~ 
... 

jor parámetro de control metab6lico del paciente con 

IDDM. 

8.11. De acuerdo a la ecuación y mapa territorial discrimi 

minantes, el valor de D para el grupo de diabéticos 

insulina-dependiente en buen control metabólico está 

más próximo al valor de D del grupo control, que el 

valor de D para el grupo de diabéticos insulino·de~ 

pendiente en mal control metabólico. Con lo que se 

concluye que el grupo de pacientes con ¡DDM en buen 

control tiene valores de hemoglobina glucosilada, 

glucosa, insulina, IDSO y nfimero de receptores más 
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cercanos al gr.upó. control qué. el -grupo de pac~entes 

diabéficós. i~suliho-~~;endiente 'en mal control meta.­

bólico; 
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