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RESUMEHN

La arginasa &3 la enzima gue cataliza la vrsaceién ds
hidralisis de la L - arginina para fermar L -~ erniting y urea. su
principal funcidn y mejor conocida es la gue realiza dentra del
2iclo de la urea. Esta enzima ha sido ampliamente estudiada en el
higadc, pero también existe en tejidos extrahepbtices y su
actividad ha side aseciada <con la regulacien ds multiples
procesos, ya que la ornitina preducte de esta reaccidn particips
en Jdiversas vias metabdlicas. Esta encima ha sids deszscrita en
diferentes tejidos y fluldes humanos en condicilones de salud y
enfermedad., En este trabajoe se detsrmind la actividad de 1la
arginasa e¢n diferentes fracedenes | cabeza, cuerpc y eola ) del
pdncreas humano normal, diabdtico y <con datlo provocade por
alcoholismo, Demestrdndose que la actividad de la arginasa esta
prasaente en el pancreas humana, Ferc gque en condiciones
patolégicas 1la sintesis de esta enzima puede aestar afectada ya
que su actividad es menor en el tejido danadoe.



OBJETIVC:

beterminar la actividad de arginasa en
diferentes reglones de phancreas {cabeza, cuerpc ¥y cola) Yy
correlacionar esta actividad con  la concentracien de A4cido

desoxirribonucleica, protetnas y el contenido de materia orghnica
total.



INTRGDUCCTIOHN:

Las poliaminas son una serie de pequerias molédculas de cadena
linsal de naturaleza nc proteinies, son de baje pesc molecular ¥
se encuentran ampliamente distribuidas en los sistzmas vivientas,
1o que quizd constituye un indicativo de que su presencia 23
asencial para la realizacién de los procesos bdsicos de la
funcidn celular.

La putrescina, espermidina v sspermina constituyen el grupo
de poliaminas que ha sido mar estudiado, aungues existen otras
aminas que han side destacadas en variss sistemaz bisldgicos. (1)
S5¢ ha demostrado en muchos sistemas celulares que las poliaminaz
son necesarias para el crecimiente éptimo, &h ia mayoria de las
celulas esta nacesidad es absoluta.

Las peliaminas  ademas de encontrarse en forma de bases
alifdticas 1ljibres, pueden =existir conjugadas con azucares,
esteroides, fosfclipidos Yy peéptidos, asi como unxdades
subestructurales dentro de numerosas familias de alcaloides.

Las concentracicnes relativas de estas tres poliaminas
varlan mnotablesmente en cdlulas diferentes. Los gprocariontes
tienen nas altas concentracionss de putrescina qua de
espermidina y «carecen de espermina. Tor el contrario los
eucarisntes tienen menores concentraziones de putrescina Y
contienen mds espermidina y espermina. ({2)

La putrescina es el precursor de 1a sintesis de la
epermidina y espermina ; en las ctlulas animales egsta diamina se
obtiene de la ornitina. Por lo tante, la ruta que conduce a 1la
formacién de putrescina en los mamiferos es a travds de la encima
ornitina descarboxilasa ( opC } ( E. €. 4. 1. 1, 17 ). Les
microorganismos y 1les vegetales poseen vias alternas para la
biosintesis de poliaminas. {1, 32)

La ornitina disponible para la bhiosintesis de poliaminas
proviene del plasma, adsmis de aque puede formarse dentre de las
células por la acecidn de arginasa { E. C. 3. 5. 3. 1. }.
Posiblemente es3ta enzima se encuentre presente en tejidos
extrahephticos para facilitar la dispenibilidad de la ornitina
utilizada 2n 1a biosintesis de paliaminas. Debido a esto s» cree
que la arginasa regula la etapa inicial de dicha biosintesis.

Cuando aumenta la sintesis Jd¢ pcliaminas se ha visto gque
tambidn aumenta la actividad de arginasa lo que asegura el
suministro de ornitina.

Entre muchas de las accimnes de las poliaminas, estas pueden
regular la sintesiz de DNA polimeraxa, CHA dependiente, estimular
la transcripcién de RNA y por lc¢ tante favorescer la sintesis de
pretefnas. Ademds de que rrotegen a los Jdecidos nuclefces
estabilizando la estructura secundaria contra 1la
desnaturalizacisin te&rmica y la degradacibtn enczimbtica.

En los mamffercs, incluyende al hombre, la espesrmidina y 1la
espermina estdn presentes en la maycr parte de los tejides en una
zoncentracidn aproximada de 1 md mientras gque la putrescina esta



presente generalmente en concentraciones bajas, excapto en
tejidos gque esthn estimulades al crecimients & gue tisnen un
comportamiento celular preoliferativo como s el case de la
médula. .

campbell { 4 ) ha hechc una descripcidn amplia sobre la
participacién de la poliaminas en relacibn a eventos normales,
dessdrdenas en el crecimiento, enfermedades genkticas y en otras
alteraciones relacionadas con la fisiologfa renal.



GENERALIDADES:
ARGINASA:

La arginasa { L - arginina amidinohidrolasa, E. C. 3. &.
2. 1. ) fue descubierta v descrita por Kesel y Dakin en 1904
(5 ). BEsta enzima se detectd por primera vez en ¢l higade de los
mamiferocs como la enzima terminal del cicioc de la urea, mecanismo
postulado por H. A. Krebs en 15322. ( 5 )

Ademas de la funcibn hepstica, la actividad de 1la
arginasa esta asociada c¢on la regulacidn de diversss procesos
celulares. Esta enzima 35#& encuentrs presente en diferentes
tajidos de mamiferos y en otros sistemas vivientes, lo gue
constituye un indicativo 42 que su presencia €3 esencial para la
realizacidn de procesos bisices de la funcisdn celular.

En 21 hombre se ha demostrade actividad de arginasa en
el rigon { 6 }, placenta { 7 , 8 }, corazdn { & }, sangre ( 10 ),
aritrocitos ( 11 - 16 ), linfocitos y granulccitos leucémicos |
19 }, en lineas de ¢tlulas tumorales en cultive {( 2¢ ), en suerc,
tanto =en  personas sanas ( 21, 22 ) como an pacientes con
enfermedades del higado ( 22, 24 ) y ctros padecimientos diverscs
(2% - 28 ), etec.

La arginasa es la enzima que cataliza la hidrélisis de
la L - arginina & L - ornitina ¥y ursa. 8u funcidiu principal ¥
mejor conocida es la que realiza dsntro del ciclo d= la urea,

La wnaturaleza quimica de la enzima no se conoce
totalmente; su actividad se aumenta o se disminuye en presencia
de algunoes cationes (cofactores), principalmenté coh Ma** . E1
rango de pH dptimo para la arginasa estd entre 9.3 vy 10.0, Es una
enzima 4que hidroliza unisnes C - N no peptidicas y que tiane
afinidad por 21 sustrato L - arginina y no asf por los isémeros
D - arginina y L ~ homocarginina.

La arginasa tiene una estructura oligomidrica, siendo un
tetrhmero que consiste en cuatre mondémercs, cada unoe de los
cunales tiene un peso molecular de 30,000 -~ 40, 000 daltones ¥y Un
ion Mn** intimamente ligado.

La arginasa mejor caracterizada es la de higado
de rata la cual tiene un paeso molacular de 120,000 Daltcnes { 12,
30 ) y un pH éptimo alrededor de 5.5 ( 21 ). La enzima de higado
humans tiene un peso molacular de 147, 000 y su pH dptimo es 9.3
(13 ).

CICLO DE LA UREA:

La formacién de urea, gue tiene lugar en el higade de
los organismos ureotdlicos (los que excretan el nitrégeno
aminico en forma de urea) es catalizada por el mecanismo ciclico
denominado cicio de la urea ( FIGURA 1 ). La ecuacidén global de
este ciclo es:
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FIGURA 1 : cieclo de la urea que muestra las etapas
cjtoplasmica y mitocondrial ( 5 ). .
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A la secuancia de reaccionss del ciclo de la urea se
incorporan dos griupos amino, originalmente derivados de los o =
aminobcidos y una molécula de didtxide de carbonc, madiante este
procesa clcliza gue requiere ATP, se da lugar a la fermacién de
un3 molécula de urea, compueste neutro y ‘ne  téxico gue es
transportado por 1la sangre a los rihonas y execretado por la
orina. -
El ciclo de la urea consiste de cinco pasos regulados
enzimbticamente.

1. - El primer grupo aminoc gue entra en el ciclo de la urea
surge en forma de amonfaco 1libre come ccnsecuencia de la
desaminacidn oxidativa del glutamate en las mitocondrias
hephticas:

+
Ac. glutdmico + NAD (HADP ) + H, O —==--=-- >

Ac. o -cetoglutdrice + NH, + NADP (NADPH } + H+

3

El amonfaco libre es utilizado =ntonces junto con el didxido
de carbono para formar fosfato de carbamile, en una crompleja
reaccidn catalizada por la carbamil fozfato sintetasa (amonfacwo},
presentz en la matriz mitocondrial:

2 ATP + Coz + NHs + H2 Q =~mememee—— + fosfate de carbamilo +
2 ADP + Pi

Se necesitan dos moléculas de ATP para formar cada molécula
de fosfato de carbamilo que interviene en esta reaccidn, la cual
es eszencialmente irreversible. Ests reaccidn, qus requisre al
menos de dos etapas, necesita ds N ~ acetilglutawmato, un
activador alostérico.

La formacidn de fosfato de carbamilo en 1las mitocondrias,
por esta ruta, estd especializada =n la sintesis de urea. En el
citossl de alounos tejidos, as{i como en bacterias y hongos, el
fcsfato de carbamilo es sintetizado por una reaccidn diferente,
catalizada por otra enzima, la carbamil fosfato sintetasa IT
{glutamina}.

2. - El fosfato de carbamile producido en la mitcrondria
cede des,ues su grupo carbamile a la srnitina, que se forma en el
citoscl, pero gque penetra en la mitocondrla a través de un
siztema de transporte espacificc de¢ la membrana interna. El
oroducto ¢35 la eitrulina.



Fosfato de Carbamilo + ornitina ----~--= ¥ eitrulina + Pi

Esta reaccidn es catalizada por 1la ornitina cartamil
transferasa de la matriz mitocendrial. La citrulina formada
abandona despuds la matriz mitoecendrial, pasands al citosol, en
el que tienen lugar las restantec raacciones del ciclso de la urea,
3. = El segunds grupo aminc nacesario para ls sintesis de
urea llega ahera =n forma de aspartate gue lo adguirid a su vez
del glutamato por acecidn de ls aspartato transaminasa epn el
citeplasma. El grupoe amino del aspartato se condensa
reversiblemente con &l &stomo de carbono carbamflico de 1la
citrulina en pregsncia del ATP, para formar argininosuccinate;
esta reaccidn es catalizada por la arginins succinato sintetasa.

Citrulina + aspartato + ATP =s-crrm== + argininosuccinateo +
AMP + PPI'

El pirofosfato formado en &sta reaccisn queda lhidrolizade
por 1la pirofosfatasa, a fosfato inorgknico, impulsando, de &ste
mode, la reaceidn glebal hacia la derechs,

4. - En la reaccidn siguiente, el argininosuccinato
experimenta una reaccidn de eliminacidn en & , por accidn de la
argininosuccinate liasa para formar arginina libre y fumarato.

Argininosuccinate ------ ~~-3 arginina + fumarate

5, « La arginina formada en ésta reaccidn se transforma en
el precursor inmediato de la urea, mientras que el fumarate
retorna al conjunto de intermediarios del ciclo de los Acidos
tricarboxilicos,

Hasta este punto, 1la secuencia de reaccldn es la
empleada por teodos los organismoz capaces de afectuar la
biosintesis de la arginina. Sin emkbargo, un:icamente los animales
ureotélicos poseen cantidades elevadas de arginasa, la cual
separa la urea de la arginina, reaccidn gue tiene lugar en el
¢itosol: ’

Arginina + H,Q ==e==o=== Ll ornitina + urea
La arginina se sintetica de nueve a partir de 1a

ornitina, por carbamilacién de eosta Wltima a citrulina, a
expensas del fosfato de carbamilo y seguida de la adicieén de un



grupo amino a la citrulina procedente del acido aspdrtico.

Las entimas que catalizan las reacciones suministradorasg
de grupos amino al ciclo de la urea, |{ aspartato transaminasa,
glutamato deshidrogenasa, carbamil feosfato sintetasa y ornitina
carbamil transferasa } se hayan localizadas en las mitocondrias
de la célula hephtica, propersicnando de ests modo una
compartimentacidn muy compleja de las reacriones del catabolismo
de aminodcidos y de la sfntesis de urea entre 21 citosel y las
mitocondrias. Esta separacidn parsce necesaria para lmpedir la
acumulacidn de amonfaco libre an la sangre, el cual s sumamente
téxico para los vertebrades ureotdlicos, particularmente para el
sistema nervioso central.

POLIAMINAS Y METABOLISMO DE CARBOQHIDRATOS:

En los mamiferos la bieosintesis de poliaminas se lleva a
caboe a partir de ornitina, por lo tanto, la ruta que coenduce a la
formacibn de putrescina es a través de la enzima ornitina
descarboxilasa { oDC ).

La ornitina disponible para d4stas reacciones proviene
del plasm&, ademhs de gque puede formarse dentro de las cklulas
por acciédn de la arginasa. Por ezta razbn se ha pensado que 1la
arginasa puede ser una de las enzimas gue vregulan 1la etapa
iniecial en 1a biosintesis de poliaminas, ademds de su
participacidn fisioldgica relacionada con el ciclo de 1la turea,
donde ha sido tradicionalmente estudiada,

La inhikicitn especffica de la biosintesis de poliaminas
puede ser un medio para el control de algunos estados
patoldégicos. Por otra parte, la determinacidén de la concantracidn
de estas aminas en erina y en otres fluidos corporales,
constituye en algunss casos un indicader del estade de salud.

Elgavish, Wallace y colaboradores { 32 ) astudiaron "in
witro" el efecto directo de las poliaminas en las funciones
caracteristicas de membranas emplando come modele vesiculas de
membrana ds células eciliadas renales proximales encontrando que
las poliaminas putrescina, espermidina y espermina, estimulan la
elevacidbn intracelular de 1los niveles de D - glucosa. La
elevacisdn dz la L - glucesa difundida no fue altarada, indicando
con esto gile las poliaminas afectan la actividad del transporte
de D - gliuccsa, antes gue inducir casbios no espezifjcos en las
prepledades lipidicas ée la membrana.

La azpermina fus incorporada dentro del dcido
tricloroacético en la fraccibn insoluble de las protelinas de 1la
membrana de las ctlulas ciliadas. Les rasultades indican que aste
proceso de incorporacidn censiste de per lo menos dos
componentes: un componente Ca'* independiente y otro componente <&’
derendiente, posiblemsnte como r=szultado de la actividad de la
transglutaminasa presente en las cdlulas ciliadas de las membrana
renales aisladas { 22 ).



Muchos estudios recientes han sugerido un posible papel
regulatorio de 1las poliaminas en ¢l proceso ds endocitesis de
ciertas hormenas polipeptidicas. Hay evidencias que sugieren que
la transglutaminasa puede participar en el proceso de
internalizacisn regulado por aminas. Otros estudios han
demostrado que el efecto de las aminas nc &s necesariamente a
nivel de la membrana plasmbtica y gue esto se puede deber a un
z2fecto sobre el proceso intracelular de leos complejos receptores
ligantes ( 32, 33 }.

EX efecte de laz poliaminas sobrs la elevacidn &=
glucesa en las ves{culas de membrana de ceélulas ciliadas renales
de conejo ugadas para &l estudio de Elgavish § 35 ) son
semejantes a los modelos de cievacién reportades en estudios
anteriores. En presencia de putres-ina, espermidina ¢ espérmina,
50 pM 21 rango de elevacidn inicial es significativamsnte
estimulado { FIGURA 2 )} wmientras el equilibrio permanezca
estabilizado, 1o gque indica gus laz poliaminas no provocan
alteracidén en el wvolumen intravesicular 35 ;.

En otros estudics realizades per Elgavish vy suU5
colaboradores { 32 ) s=2 ha demcstrade que las poliaminas
estimulan el tranperte de D - gluccsa y la actividad de ATPasa
en las wvesiculas de membrana ds células ciliadas renales
aisladas. El1 efectc scbre el transpcrte de gluczosa puede ser
debido a un efecto directo de les peliaminas sobre la glucosa
llevada 8 las cklulas ciliadas rsuales o pueds ser e! resultad:
de un eafecto 1indirecto zobre i transporte de glucesa como
consecuencia de la inhibicidn de lce mszanismos de elevazidn del
sodic.

Se ha demostrado que las poliaminaz también estimulan el
transporte de glucosa en las ctlulaxr adiposas { 22, 34 ). s& ha
propuesto que este afecto es el rezultado de la formacibn de Hy, O,
el cual se ha demostrado gue estimula el transporte de la glucosa
en las céklulas adiposas. La rresencta de ila enzima
diaminoxidasa, ques puede utilizar putrescina como sustrato para
produecir H, 0, ha sido demestrada ¢n el rihen de puerco { 32 }.

El hecho de gue las poliaminas estimulen dos funcicnes
aparentemente no relacionadas, transporte d= glucesa y actividagd
de ATPasa, indican que su efzctc puede ser el resultade de
modificaciones mds generales de las propiedades de 1a membrana
{ 32 ).

En la incubacidn de adipocitos de rata con insulina,
espermidina o espermina, s#& sstimula la conversidn de glucosa a
didxido de carbono v se inhikbe la lipdlisis, estos efectos han
s5ido observados cuando las ccnhcentraciones de pcliaminas  wvarian
entre 1 - S0 nM.

cuands 58& utilizan concentraciones elevadas de
espermidina y espermina, el aumento de la oxidacibn de la giucesa
¥ la supresitn de la lipsiisis =scti idéntices a los eafectos
producidos por insulina. S¢ ha reportade que las poliaminas
tampién estimulan el transpcrte de D - glucosa a través de la
membrana { 32, 24 ).

El mecanismo por el cual la espermidina y la espervinina
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FIGURA 2 : Efecto de las poliaminas sobre la elevacidn A
de la D-glucosa en las vesiculas de membrana de células

ciliadas renales ( 32 ). N



tiehen acciones parecidas a la inzulina no estd muy estudiado,
3in  embarge, e sabe gque no te dabe 2 l1a fuerza isnica de estas
malinulaz, ya gua al somster al misno esztudic a los adipocitez iz
rata, la putresaina ( de fuerza isuica zimilar ) no presenza este
somportamients, por 1o qus 52 cree que la inhibicién de 12
lipblicis  inducida zen epinefrins ¢ teofilina s¢ inhibe per 1las
poeliaminas, =sin embarge cuando se zdministra dibutirial AMPz esta
accitn ne se prsduce { 35 ).
Recisntemente se ha demosstrado jque algunas enzimaz de la
via glucolitica come la hexocinasa, fesfofructocinasa y piruvate
zinasa del sitic de implantacién de la rata son activadas
sigpn-=ficativamente por espermina. Ctras enzimas implicadas en &l
me=abolisme de carbehidrates, ceme la gluccsa 6 -  fesfate
deshidrogenasa, también son meduladas por peliaminas { 35 .

PANCREAS

Las ¢oncentraciones tizulares de poliaminas han side
dsterminadaz en alguneos bryganos, ££ scbe que el pincereas de rata
centiena: 8.32 moles. ds  espermidina [/ g de pesc hlimede =
difarencia del carebrc humane que tnicamente contiszne 0.22.

Funcien 2udbcrina:

: El vancreas [ ESQUEMA 1 } es la princigal fuente de
enzimas {o - amilasa, quimctripzindcence, ete. ) que actdan sobrs
21 . duodene, yeyuno, Y en mencr cantidad en e1 iledfi. En los seres
humanos 1la sfinteszis de enzimasz ekticas es de aproximadame
1¢ g '@e proteina posy 4fa. El pancrzas de rata gue sble contis
0.2 g de preteina en &us tejid Zintetiza cerca de 0.4 g &2
rroetefna  enzimidtica en 24 horas. E1  pdnecreas tambisn secreta
kicarbonats 21 cual neutraliza 2! contenido Acide que 21 estémago
pasa 3l dueodenos. Esto secrecién llzva el pH a un valor de € - 7
zr el duodenc lo cual permits guz las enzimas digestisraz actlien
cor mavor =f£iszacia.

Funcién enddzxrina:

pancreas posee una funcisnh enddéerina gque se lleva a
iszlot2s ‘de Langerhans. Auugue aproximadamente hay un
izlots rapartides por teds el phncreas =01y
alredsdor dal 1%-del zesso total de bste brgano,
baj¢ porventaje, las izlalzs pancrabticos desempsd




ESQUEMA 1:  Fotografia del pa’n_cx:'easy humano.
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un papel importante en el control del metabolismo, ya que ademas
de insulina, producen tres hormonas: Gluecagén, {( una protefna
antagonista de la accidn de la insulina pues eleva los niveles de
glucosa 'en sangre |} polipédptide pancredtico, ( regula la
liberacion de las enzimas digestivas pancreadticas ) ¥
somatostatina { wuna protefna que inhibe la secrecidn de las
hormonas producidas pcor ilos islotes ).

cada islote de Langerhanz aloja aprowimadamente a 3200
células preductoras de hormonas. Mediante la exposicién de cortes
de islctes a anticuerpos espacificcz para cada hormona, reforzada
por el marcaje de estos antiruerpos ¢con tiha moléctila
fluorescente, se ha demostrado gue cada hormona ce sintetiza en
un diferente tipo de célula. Les 1sleotes contienen tres
principales tipos de <cd4lulas, alfa, beta, y delta, que se
distinguen entre si por su morfologfa ¥ sus caracteristicas de
coloracidn. Las cdlulas beta, que constituyen cerca del €0 % del
total secretan insulina directamente a la circutacién sanguinea.
Las células alfa, alrededor de 25 % d=1 total, secretan glucagbn.
Por tltimo las cé&lulas delta, cerca del 10 % del total, secretan
somatostatina. Las células PP secretan una hormona, de funeidn
adn no aclarada, gque se llama polipédptido pancredtico.

Las estrechas interrelaciones entre estos distintos
tipos celulares de los islotes de Langerhanz permiten la
regulacién directa de la secrecidn da algunas de las hormonas por
las otras. Por ejemplo: la insulina inhibe la secrecidn de
glucagdn ¥y la somatostatina inhibe la secrecidn tanto de insulina
como de glucagdbn { 36 ).

Insulina:

En los 1islotes de Langerhans se encuentran las
ctélulas beta, las cuales producen insulina. La insulina afecta el
metabolisme de las grasas y las protefnas casi tanto como el de
los carbohidratos.

La insulina es una pequeria protefna con peso
molaecular de 5808 en el caso de 1a espezie humana. Esta compuesta
por dos cadenas de aminobcidos cenectadas entre s por enlaces
disulfure {una cadena A, gue ccnslste de 21 aminondcidos ¥ una
cadena B, gque zc¢nsta de 30 amino&cides ). Cuande se separan
ambas cadenas de aminohcidos se pisrde la actividad funcional de
la molécula de insulina { 36 ).

BEn 1960, se descubrid el mecanismo de ensamblajis de
ésta protefna. Donald F. Steiner y c¢olaboradores, incubaren
cdlulas <con aminodcides marcades con un isédtopo radiactive. Las
cdlulas incorporaron los aminodcidos en las proteinas, quedande
asi al descublerto por su marcader radicactive. Azl se descubricd
gque la insulina se sintetizaba realmente come fragmente de una



proteina mayor: Proinsulina. Posteriormente se¢ descubrid que los
ribosomas no sintetizaban insulina ni proinsulina sine una
molécula precursora mayer gque la proinsulipa, la cual  fue
dencminada Preproinsulina. . .

El pdncreas humano cenhtiene aproximadamente 200
unidades de insulina y se secretan 50 unidacdes por..dia, por
tanto, poca insulina se almacena y se debe sintetizar con - mucha
rapidez,

Efsctos:

La 1nsu11na tiene tres efectos dentro del metabclismo de
los carbehidratos

1} Aumento =n el metabolismo de la gltcosa.
2} Disminucién de la concentracibn de glucosa apn sangre.
3) Aumento de los depbsitos dz glucbgenc.

En ausencia completa de insulina, el transporte de
glucosa al interior de las células del cuerpe disminuye hasta una
cuarts parte del valor normal.

Accidn Bioldgica:

La insulina aumenta la wutilizacién de glucosa,
facilitando as! =u transporte al interior de 1la c&lula, en
especial 1las de 1eos tejidos adipesc y muscular. Su actividad es
selectiva ya que s¢lo transporta heuwosas y pentosas que tienen la
misma configuracidn en los primeros tres carbonos que la D -
glucosa, La insulina incrementa la velocidad de oxidacidén de 1la
glucosa en 1la «blula en partiszular por la via glucolftica v
aumenta la sintesis de glucbgeno especislmente en higado vy
miisculos esqueléticos. La insulina impide la liberaci&n de
glucosa del higade inhibiendo 3 la enzima intracelular glucosa -3
fosfatasa. El resultado neto de todos los efectos de la insulina,
es disminuir la cencentracibn de glucosa eh sangre.

La insulina promueve la lipogénesis activande la lipasa
ge lipcproteina e impide la 1liptlicis 4inhibiendo 1la 1lipasa
senszible a le& hormona. EI  efecte neto es disminuir 1a
copcentracidn de dcidos libres y triacilgliceroles en el plasma.

La insulina aumenta la velocidad de captacion de K* por
cklulas y por 1o tanto disminuye 1a concentracitn de K® en
sangre

La concentracidn de glucosa en la sangre es el principal
factor gqué controla la liberacidn de insulina. El1 mecanismo que
regula la secrecidn de iasulina también cs sensible a la
concentracisdn de aminodcidos en el plasma.
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DIABETES:

La diabetes es una enfermedad crénica que afecta el
matabolismo de los carbohidrates, de2 1las grasas y de 1las
protefnas. En general se puede decir que la diabetes se debe a la
deficiéncia en 1la accidn o en la secrecidn de la insulina.
Existen varios factores que influyen en la incidencia de 1la
diabetas: Genkticos y Ambientales. { Cuadro 1 } :

H

Factores que la producen:

1) Insulino Dependiente ( Tipo 1 ): Esta resulta de una
severa falta de insulina. E1l bajo nivel de insulina en 21 plasma,
se puede atribuir a una reduccidn en la masa de células beta del
pancreas, gue es caracterfstico de este tipo de diabetés. Se dice
que la probable pérdida de la células beta es debida a: infecciédn
viral, vulngrabilidad genética y auteinmunidad { 37 }.

El modo de aceidn es el siguiente: el virus causa una
infeccion en el pancreas, entonces se libera una reaccidén de
autoinmunizacidén donde 1los antfgen¢s liberados atacan a las
células beta darfadas, ( FIGURA 3 )

2} He Insulino Dependiente { Tipo 2 ): Este tipo no esta
caracterizado per una falta severa de¢ insulina como en la
Insulinc Dependiente. Se han propuesto dos teorfas para explicar
la intolerancia a carbohidratos en este padecimiento:

a) Hay un desarreglo primario en la secrecién de insulina
que hace que sea mhs lenta o insuficiente en relacibnh a 1la
cantidad de insulina en el cuerpc.

b) Hay una anormalidad que consiste en que los tejides
perifkricos no responden &l estimuloc de la insulina. Se ha
sugeridec que la causa de esta anormalidad sea un defecto en el
receptor de glucosa de la células.

Tanto en los pacientes obesos como durante el
embaraze, la sensibilidad de los tejides hacia la insulina
decrece, pero el padncreas compensa esta situacidn al producir un
exceso de insulina. Por tanhto, si hubiera un defecto en la
produccion de insulina, la obesidad la enmascaré y precipita 1a
diabetes.

Sintomatologia:

El nivel de glucosa sanguinea en 1las personas que
prezentan  diabetesz et anormalmente elevado (hipergiucemia), se
sxecreta una gran cantidad de glucosa en la orina (glucesuria},
ademys la excrecitn de orina ez en grandes cantidades &)
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CLASE

Diabetes

mellitus tipo

I o Diabetes
mellitus insulino-
dependiente (IDDM)

Diabetes
mellitus tipo II

o Diabetes mellitus

no insulino depen-
diente (NIDDM)

"CLASIFICACION = DE LA DIABETES MELLITUS"

CUADRO

TERMINOLOGIA

COMUN

Diabetes Juvenil

o
Diabetes Inestable

Diabetes mellitus
adulta

o
Diabetes estable

I

FACTORES

ASOCIADOS

Presencia de reacciones
de autoinmunidad.
Factores Genéticos y de
medic ambiente.

Factores genéticos y
del medio ambiente.
No hay asociacidn con
antigenos.

Obesidad.

CARACTERISTICAS
CLINICAS

Absoluta ausencia de
insulina. .
Requiere inyeccidn de
insulina para prevenir
cetoacidosis y preser-
var la vida.

Puede aparecer a cual-
quier edad, pero es
mis comin en la juven-
tud.

‘Los niveles de insuli-

na pueden ser normales
elevados y bajos.

Se presenta en la ma-
yoria de lus casos
después de los 40 ahos
Del 60 al %0% de los
pacientes son cbhesos.
Alrededor del 85% de
las personas con
diabetes pertenecen a
este tipo.

Tratamiento: dieta,



"CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS"

CUADRO I

CLASE TERMINOLOGIA

COMUN

OTROS TIPOS:

Diabetes mellitus

Gestacional (GDM) Algunas veces deno-

minada Intolerancia
a la glucosa en el
embarazo.

Diabetes
Secundaria

(38)

FACTORES

CARACTERISTICAS
ASQCIADOS CLINICAS

ejercicio y si es ne-
cesario hipoglicemian-

tes orales

tales como

las sulfonilureas.

Metabolismo de glu-

cosa apormal durante

gl embarazo.

La aparicidn de la

diabetes puede ocurrir Diabetes
inmediatamente después

del nacimiento o varies

afios despuéds.

Enfermedad pancredtica
Enfermedades hormonales

Mellitus.

Similares a la

Inducido por medicamento Diabetes mellitus

Anomalias en el receptor Tipo I.
de insulina.



INFECCICN DEL PANCREAS POR VIRUS

!

DANO DE LAS CELULAS BETA — DIABETES

MELLITUS
L J
RESPUESTA INMUNE CONTRA LAS
CELULAS BETA ALTERADAS
FIGURA 3 ¢ Esquema simplificado para mostrar

interaccidn entre la infeccidn viral y la autoinmunidad. {37)
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volumenes. Tambibn se presenta un aumento gn la sed debido a 1la
pérdida de agua, hay un aumento en el apetito, pardida de peso
muy notoria y debilidad muscular. .

Las personas que tienen diabetes tipo 1 presentan:
poliuria (eliminacibn excesiva de orina), polidipsia (ingestisn
excesiva de agua), polifagia (ingestién exagerada de alimentos),
pérdida de pese Yy astenia (falta d¢ energla). Bioguimicamente
presentan aumento en la concentracitn de glucosa en sahgre 7y
concentraciches elevadas de glucosza en orina. La cetoacidosis
junto con coma puede presentarse en cualquier momento. Esta
cetoaclidosis se debe a la produccitn da cuerpos cetdnicos, e&stos
se forman por una oxidacibdn excesiva & incompleta de los Acidos
grasos en el higade.

En la orina de los diabdticos se encuentran altas
concentraciones de urea, debidec a una elevada oxidacidn de
aminohcidos, gque sé acompana de un incremento en 1a
gluconeogénesis.

En casos graves de diabetes se presenta acidesis
ocasionande un descenso del pH d=2 la sangre. Esta acidosis
proviene de la formacioén de cuerpos cetédnicos, ya que cuando una
molécula de Adcido triglicérico se oxida, se producen 12 #H* en
forma de los dcidos acetecacdtico y beta-hidroxibutirico.

En la diabetes tipo 2 se tienen afecciones en los
pequefios vasos capllares, arteriosclesrcsis, afeccicnes del rinon,
de la wvizién ¥y del gistema nervicss. A pesar de gue estos
pacientes también presentan anormalidades metabodlicas
regularmente son mas ligeras y controlables; casi nunca se
presenta cetoacidosis { 39 ).

Tratamiento:

El tratamiento de la diabetes se aplica de acuerdo a 1la
naturaleza de 13 enfermedad y a ls eficacia de 155 regimenes
disponibles de tratamiento.

La dieta se da en forma individual para adaptarses a 1las
necesidades de cada pacientes. ©Debe ser nutritiva vy bien
equilibrada teniendo como meta la reduccidn de peso en pacisntes
obesoss mediante la disminucibn calérica, También se sugliere la
practica de ejercicio.

Los lhipoglucemientes bucales (sulfenilureas) estimulan
la produccidn de insulina &n los islotes de Langerhans.

La administracién de sulfonilurea en 2l diabétice no
obeso, restaura la fase inicial de liberacidun de 1nsulina. Las
sulfonilureas n¢ se recomiendan psra diabiétices insulinc
dependientes, ya que las sulfonilureas dependen de la funcién de
las cklulas bata para producir su efecto sobres el nivel ds
glucesa an sangre. Ejemplos de las stulfonilureas son:
Tolbutamida, Clorepropamida, Acetchexamida, ete { 40 }.

La administracidn de insulina estd indicada para los
diabéticos tipe 1 y parz diabdticcs tipo 2.



Hizten diferentes preparaciones comerciales de inzulina
que varian con respecto a la que sg okbtiene de 1s zspecie animald
en la pureza y solubilidad, también difieren en 21 tiempo de
inicis> y duracién de su sfecto bioldgics ( aproximadamente 40
formulaciones). La inzulina se vende con cenceéntracicon de 100
unidades / ml { 169 u ) en ampolleata de 106 ml.

La mayorfa de las preparaciones de insulina contienen
impurezas las cuales aumentan la inmunngenidad de la insulina par
1o que hasta ahora no ha sids zatisfactoric el re=znltade del
tratamiente pecr restitucidn de insulina. Ademds de lo .anterior,
2n 1la actualidad no e=s posible rveprnducir por completo el patrén
fisiclégico normal de la secrecisn de insulina hacia la  vens
perta [ 40 ).

EFECT2S DPEL  SUMINIETPO DE ARGININA  SOBRE LA FUNCION
PANCREATICA:

La arginina es 1" aminodcido nutricicnalmente
importante para el crecimientsc d=21 hombre. Fuedes g#r sintetizada
por las ratas, pero no en cantidades suficientes para permitir el
crecimiento nermal. Los microorganismosz kiogintetizan 1la arginins
a partir del glutamato utilizande intermediarios ¥ - acetilades.
{FIGURA 4 )} ( 41

se ha demestrade que la arginina a semejanza del
polipéptido inhibitorio ghstrice { GIP } 25 un fuerte potenciador
de la likeracidn de 1insulina en presancia de altas
concentracicnes de glucosa ( 42 ).

Raymond y colahboradores { 42 ) investigaron los efectos
del GIP en la likeracidn de insulina y glucagén con diferentes
concentraciones de glucosa y arginina en el pancreas perfundide
de rata. Ya con anterioridad ss habfa demostrado ques la glucosa
ejer=ze un efectec opuacto sobre las <sblulas alfs y beta mientras
que la arginina estfmula la likeracidn de insulina vy glucagin.
(PIGURA 5 ) En 2:zta figura se mmestra tambidn gue o] efecto del
GIP scbra las célulaz alfa y kata depende de la concentracibn de
glucosa presente. L&5 experimentes jue manejan csnzentraciones de
glucesa por arriba y por abajo de 5.5 mM indican el efecto
dramhtico de la glucs=za en la accidén del GIP, particularmeéente en
laz células betz. (FISUPAE 6A ¥ 6P |}

£1 GIP produce una rezpussta bifisiza a la insulina en
presencia de elevadoz niveles d2 gluseza { FIGURE B ). Asi come
también una likberacibn de glucagin eztimulada por arginina  {en
presancia de bajas ceoncentraciones dz2 glucosa) ceon un incrementc
ofectivo zonforme aumenta la eoncentracién de arginina ( FIGURA
7).

. Se zabe gue la glucosa interactua con la arginina en las
cklulas alfa y beta. Alguncs reportesz indiecan gue el GIP
intaractua c2n ambas glucnsa y arginina en ambos sitios ( 42 }.
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Glutamato

N = Acetilglutamato

N - Acetil - f - Glutamilfosfatoe

N - Acetilglutamato - } =~ semialdehido

N = Acetilornitina

l

ORNITINA

B FIGURA 4: Biosintesis de la arginina a partir del
glutamato utilizando intermediarios N - acetilades. (41)
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{ ng / 40 min )

Glucagdn

&—-a Control

*——¢ 5 ng / ml de GIP

BUTTOSUT

(utw op / od)

Glucosa ( mM )

FIGURA 5 : Comparacidn del efecto de 1la congentracidn de
glucosa sobre la liberacién de insulina y glucagén
en el pincreas de rats perfundido en presencia
o ausencia de 5 ng / ml de GIP. ( 42 )
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FIGURA 7: Efecto del GIFP {( 5 ng/ ml ) sobre la liberacidn de
insulina y glucagdn en presenciade arginina y glucosa
Cada punto representa el total de hormona liberado

durante infusiones de glucecsa (2.7 mM ) separadas cada
30 minutos y concentraciones variables de arginina en
presencia o ausencia de GIP ( 42 )



En la FIGUERA 8 se observa el efecto de la concentracidn’
de glucssa introduc:ids en el phncrzax de rata - perfundide con
ralacidn al estimulc 221 GIP y la arginina. .

La arginina también sstimula la secrecidn . - de
somatostatina, en forma similar a la glucosa. Pletro v
colakberadores { 44 ! investigarcn 2] sfacte de la insulina sckre
la liberacién de somatostatina en pdncreas de rata aisiado v
periundide bajo condicisnes basales y durants la estimulacisn
cen glucosa o arginina. Loz resultados presentades demzstran gue
la secresién de somatostating timulada per glusesa y arginina
ptitede ser inhibida por un intreménto en la concéntracidn de
insulina sobre las células delta paucrebticas.

Leslle 7 =clakcradores { 44 ) han prepuessto  Jgue la

sematostatina de las 2élulas delta de los islctes pancredtices
inhibe el gluragén pancredtins: v la secrecidn de insulina por un
misme mecanisme paracriro ( 45, 4€ j.Para la realizacidn d= sstos
estudios se uss | [ D - Ala¥® , D - Trp® | zomatortazina (33aj !
un  andlego de la sematestatina para demestrar 21 papel de la
somatostatina pancredtica en la determinacidn de la respuesta dsl
glucagén a agentes estimulantes ccmo arginina y morfina,
encontrdndoss gus  la respussta d=1 glucagdn 2 la arginina se
incrementa <uande 1i somatostatina pancredtiza 3 suprime.
Igualmente, el majoramiento en la secreciin d2 gluscagin oscurre &n
la fis2 del nivel d2 incremsnte kbazzl de insulina ( 47, 48 ). Por
lo que puede parecer que la inhibicidn de la secrecidn basal de
somatsstatina &5 rasponsable de la mzjorfa en ls respussta  del
glucagén a 1la arginina. Porque la arginina acttts Jdirectamente
sobre las células alfa { 45 }.
- De losz aminodcidos que influyen en la secrecidn de
insulina y 9glucagdn la arginina ha sideo el mis frecuentemente
estudiado. Este aminocdcido, =n ausancia de glucosa,
estimula la secrecidn de glucagdén " in vitro " . No se
ha cobservade un efecto consistente sohre la secrecidén de
insuiina. Sin embarge, &n presencis d& glucosa, la arginina es un
potente s=stimilador de la liberacidn de instilina tanto "in vivo"
ceme Min vitre™ { 54 - 59 ).

Estz ha llevado a sugerir que la arginina puede causar
la liberacién de inzulina al facilitar la accibn d= la glucosa.
{ 54, 58, 80 }.

Gerich y sus colaboradzres ( €0 j ademis de probar lo
antericr trataren de  dilucidar 1oz mecanismos  a través de los
cualas la glucosa la arginina afesectan la funcitn de las ckliulas
alfiz y beta, emp ido para £31s  phncreas de  rata  perfundido,
obteniende resultald:zrz similarez 2 los reportadcs  en otros
sistemas. Azl <Jcore y Randle { 81 ) usaron fracciones de
padncreas de c¢onsjo, Otros investigadores utilizande segmentes de
pdncreas e islectes aislades de rata han confirmae lo anterier.

Loz efectos de la glucesa scbre la seecrscidn de glucagsn
sch parecidos o  l1os obeservado: "in vive® en el hombre y en
los perros, asf como en estudics "in vitro® enpleando la
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FIGURA 8 : Efecto del GIP { 5 ng / ml ) sobre el total de insulina
y glucagdn liberado durante infusiones de Arginina
(20 mM) cada 30 minutos y concentraciones variables
de glucosa. [ 42 ).
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téznica de ‘pancreas perfundide 1la ecual indics que las
cdiulas alfa pancredticas son bastantes reactivas a la
glucosa [ 62 - &5 ). ’

Aungue un gran mimero de investigadores han confirmado
gque 1la arginina es capaz de estimular la liberacidén de insulina
en ausencia de glucosa, otras investigadores han fallads en
demostrar estos efectos, esto  se atribuye al uso de
cencentraciones subestimulatorias ds arginina y sistemas de
incubacién =stdticos los cuales pueden ser poco sensibles para
detectar bajss niveles de insulina liberada en el- pAncreas
aislade de rata y perfundidc ( B2 - 3C ).

Aunjue la glucesa y la arginina puede rada uno afectar
1a secra¢itn de insulina por mhs de un  mecanisme { &0, €8, 57 }
ests falta de competencla sugiers gue la glucosa y la arginina
ne actdan en sitios recpetores similares sobre las células beta.

GSerich y colaberadores (| 65 ) demostraron gue 1la
arginina es un estimulador extremadamente potente de la secrecitn
de glucagbdn. Este respuesta del glucagén a la arginina puede ser
representativa de la respuesta Z2e 1las cé&lulas alfa a 1loz
aminocscidos en general. Se sugiere tambkién que la glucosa y la
arginina acttian via diferentes mecanismos en las cklulas alfa, ya
gque es muy obvio el hecho de gque la gluccsa inhila la secrecibn
de glucagsn mientras la arginina lo a2stimula.

Alba - Roth y colaboradores (| 69 )} realizarén estudios
acerca del posible efecto estimulante de la arginina sobre la
secrecidn de la hormona del crecimiento, por una supresién de la
secrecidn de somatostatina enddgena.los resultados indican gue la
arginina administrada con GHRH ( factor liberador hipotaldmico de
la hormona del creximiento ) provoct los mhs altos niveles de
hormona de crecimiente ( GH ) en sueroc mé&s que una estimulacidn
maxima a dosis de GHEH o0 arginina scla. Esto permite concluir
que los efectos de la estimulacién de la arginina son mediados
por la supresidn en la secrecidn de somatostatina enddgena ( 68

).

Weir y colaboradores ( 71 ) realizardn estudios en
pancreas aislade perfundido de psrro cen exclusisn ducdenal para
examinar la producciin de hormonas de islotes en respuasta a
arginina, glucagén exdgene e insulina. o©Observandose que el
glucagdén exdédgeno estimula la secrecidn de somatostatina e
insulina en forma bifdsica mientras gue la arginina tiene un
efecte similar sobre el glucagén, somatostatina y polipdrtido
pancredtico. E1 fracaso de la arginina para provocar una
respuesta ds la insulina puede probablemente ser atribuido a 1las
kajas concentracicnes de glucose del tejide perfundido, peotgue en
otros estudios smpleando tejide perfundido con altas
cancentraclones de glucosa, se encentrs una liberacibn bifasica.
La demostracién 32 gque ciertas cklulas de islotes pueden ser
influenciadas por preductos de secrecisdn de otrasz celulas de
islotzz aumenta la pesikilidad 3= jue meocanismos paracrinoer
complejos puedan ser operativos dentro de les islotes. Es c¢latc
que sstas cuatre hormonas { glucagin, insulisa, sematostatina
poliptztido pancrahtic> ) son likeradsrs rapidamente en respuestc
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a la arginina, aunque las interrelaciones e implicaciones precisas
en €l metabolisme de nutrientes tecdavfa no han sido elucidada
{ 70, 71 }.

Existen varias vias metabdélicas gque utilizan otnitina,
producte d2 la reaccidn catalizada por arginasa entre ellas la
sintesis de glutamato, preolina y peliaminas. Dada la impertancia
que tiene la ornitina para la %Hiosintesis de& poliaminas se
propuso este estudis para determinzr le actividad de arginasa en
2l tejido pancredtico humane compavandose la actividad de =ssta
2nzima en tejido normal con la actividad en el tejido pancredtico
afectado por alguna patologlia. %ajo la hipbdte=zis de que 1la
actividad de arginasa es menor en €l pancreas de Individuos c¢cn-
alglin  dano pancreltice comparada ccn la del tejido 'pancrehtize
normal.
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MATERTIATL ¥ METODGO £

MATERIAL BIQLOGICO

Se =2mplearon fraccicnes de pdancresas humans (cabeza,
cuerpe Yy cela) obtenidos de autopsias Qe pacientes gque nc
presentakan dano panhereitico { controless ), de pacientes con
diabetes mellitus tipo II asf cnmo de pacientes <con dans
@ancredtice  por  alcohelismo. El tismpo entre la defuncisn del
patiente vy .la toma de 12 muestra fue en promedic de 8 h para
tadas  laz muest Estas fuerorn preoporcionadaz porr el Servicie
de Patzlogla &el Hespital 4z Especialidades del <Cantto MAdico
Nasisnal,

MATERIAL QUIMICO:

3e utilizardn los reactives heceszarios .- para ---la:
determinacidn de arginasa, protefnas, peso senn, DNA, alfa-
amilasa y triacilglicersles. : ’

METSDO:

- Procedimiento experimental:

Se analizarbdn 10 muestras de pancreas humanc
normal, 2 nmuestras de phncreas humano diabético ¥y 2 muestras de
phncress dahado per alcohelismo.

Las muestras de pancreas { perfectamente
identificada cada percitn ) se colecaron =n frascoz de 15 ml  gue
contenian un amortiguador de fosfatos 0.05 M pH = 7.2 al momento
d2 realizarse la antopsia, procedisnde inmediatamente despubks a
congalarlos hasta =21 moment~ de ger procesada la muestra
{ 36 - 72 h .

- Frocesanianto:

Cada fraccidn de pdncreas se colocé en solucién
salina 3.2 % con €l objete de e2liminar coagules y tejido
consctive, Una ver realizada eszt:z cpsricidn =ze zxlachk la fraceiln
sobrs un papel filtrs para eliminar 21 exceso de agua ¥y se pezd.

El t2jido se hnmugenizb con un  homegsnizador del
tip:s Potter - <f£lvehjen en 2 ml @&e cseluzidn salina., Bl
homog2nizade = dividld en = fracciones patas hacer lars
diferentes determinociones bioguimicasz:
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|

ISDlucibn SalinEA]

|

Homogeneizado
alfa - amilasa*

N\
{equipo de reactivos

Triacilglicercles*
{equipo de reactivos
Ciba Corning. Gilford} “iba Corning. Gilford
. {77) { 79)

Protefnas®* DNA¥ Peso

{Lowry { 73 )) |[KGiles y Myers
(74 1)

* Ver Apéndice.
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RESULTADOS:

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenides de
las actividades de arginasa, alfa - amilasa y la concentracibn de
triacilglicéridos d: las diferentes fracciones de pancr2as humano
normal { cabecza, cuerpa y <¢ocla ).

Los valores de las determinaciznes de DNA, protefnas y

peso 3éco se presentan en la tabls I. 4

&n la figura 9 se presenta la comparacién de 1la
actividad de arginasa expresada en nmoles urea / mg proteina. min
an las diferentes fraccicnes del phncreas normal y afentado por
diahetes mellitus o pancreatitisz causada por alecholismo.

En la figura 18 se presenta la comparacidn gde la
concsntracibn de protefnas exprezada como mg preotefna / mg pesc
sezc en los diferentzr tejidos pancrebticos estudiados.

En la figura 11 se compara la concentracidn de DNA
expresada como mg DNAL / mg pesoc seco.

En la figura 12 == compara la concentracidn de
triacilyglickridos endbgenos exprecadox en funcien 4sl contenido
de peso seco. La actividad de alfs - amilasa endbgena de 1las
diferentes fracciones tisulares se muestra en la figura 13 y se
expresa como U / mg de protefna.

con los resultados de la actividad de arginasa en ol
pancreas humano obtenidos en el lakcratorio se establecierbn dos
takblas comparande la actividad de la enzima gue se obtuvo en el
pancreas humano con la reportada en la literatura para diferentes
tejidos de rata tales como el higado, intestino delgade, rifon,
pancreas, pulmén, timo y cerebro { tabla 3 ) y humanos { higado,
fibroblastos, rifon y eritrocitos } { tabla 4 ) en los cuales 1la
actividad d= la enzima ya habfa sido demostrada.

En 1la figura 14 s# presentan las wvariaciones de 1la
actividad de 1la arginasa con respecte a la edad en el tejido
pancredtico humano normal.
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FRACCION DE
TEJ1IDO

Cabeza

Cuerpo

Cola

"VALQRES Df DIFERENTES PARAMETROS BIOQUIMICOS
EN TEJIDO PANCREATICO HUMANO"

(TABLA I)
4 EXPE- ARGINASA E TRIACILGLICERIDOS ALFA-AMILASA
RIMENTOS (nmoles urea/mg proteina/min ) ( mg / mg pesc seco) {U / mg prot)
10 29.73 +12.84 i : y 0.043. + .0.032 == 0.206 + 0.09
“10 25,32 +:10.,43 ¢ ST 032 e
10 25.57 % 9.19° 0.040 £ 0.027 1 0.265 % 0.14
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FRACCION
DE TEJIDO

Cabeza

Cuerpo

Cola

"VALORES DE DIFERENTES PARAMETROS BIOQUIMICOS

§ EXPE-
RIMENTOS

10

EN TEJIDO PANCREATICO HUMANO"

(TABLA 2 )

PROTEINAS PROTEINAS
(mg prot/mg p.s.) (mg prot/
mg p. h.) mg p.s.}) mg p.h.)

0.648 + 0.16

0:529. ¢

0.100+ 0.035

0.087+70.033

DNA DNA PESO
(mg DNA/ ( mg DNA/

0.060% 0.015 7.83 X
10

+ 3.01%
= o

0.058% 0.019 §.41X107,
3.96 %107

0.16 0:082 & 0.026 ' 0.048%0.011 7.37%10 .,

4.2.57X10

SECO
ng p. s./
mg p.h.

0.153 +.0.03

©0.137+°0.04

0.148+0.04



"COMPARACION DE LA acprvipap DE ARGINASA EN PANCREAS HUMANO Y 'DIFERENTES TEJIDOS DE RATA"

( TABLA 3 )

FRACCION DE § EXPERI- - e -
TEJIDO MENTOS ACTIVIDAD DE‘ARG;NA§5 (prioles de urea / g de tejido)

Pancreas Humano:

Cabeza 10
Cuerpo 10
Cola 10
Promedio 10
Rata: = g
nigado 5 669 +. 37
Intestino
Delgado 3 75+ 8
Riflon 5 42+ 3
Pancreas 3 24 + 3
Pulmdn 3 2.5vt 1
Timo 3 0,9+ 0,3
Cerebro s o 0.8 0}]7”7
* (82) .
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FRACCION DE
TEJIDO

Pancreas:
Cabeza

Cuerpo

Cola

Higado*
Pibroblastos*
Rinon*

Eritrocitos*

* (83)

"ACTIVIDAD DE ARGINASA EN DIFERENTES TEJIDOS HUMANOS®

- { TABLA 4 )
# EXPERI~
ACTIVIDAD DE ARGINASA

"FNTGS ) {nmoles urea/mg prot.hr)

e 1783.86

10 1519.51

10 1534,57

8 - 58,120,20

5 82

7 3620

4 . 3470

34

DESVIACION ESTANDAR

"

+

"

+

"+

£

770.94

625.98
551,54

33,850
44

860
1030




FIGURA 9:




FIGURA 10: -
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DISCUSION D E RESULTADOS:

En el hombre 1la actividad de arginasa ha sido
ampliamente estudiada en el hfgado, fibroblastos y rinon { 82 .
A la arginasa ampliamente distribuida en diferentes tejidos (25)
extrahepdticos se 1le atribuye 1la funcidn de facilitar la
disponibilidad de ornitina para la biosintesis de poliamininas,
esto parece especialmente atractivo ya que estas moléculas
policatibnicas tienen un papel clave en el crecimiento de cklulas
y de tejidos.

En este eéstudid se demostrd la presencia de arginasa en
el tejido pancredticec humano y se compard esta actividad cen 1la
del higado, rifon y eritrocitos reportada por otros autores ( 23
). &Se observd que la actividad de arginasa es menor en el tejido
pancreatico con respecto a los otros tejidos, lo que nos permite
sugerir una posible relacién entre el papel funcicnal de 1la
anzima en el metabolismo celular Yy sus caracteristicas
moleculares en diferentes tejides, ya gque ha sido reportado gque
las arginasas de higado y rifon tienen propiedades diferentes
relacionadas con la funcidn del tejide { 83 ).

La actividad de arginasa también ha sido estudiada en
diferentes tejidos de animales, particularmente en la rata donde
la actividad ha sido descrita en intestino delgade ( 80 ), pulmén
y cerebro ( 22 ), tiroides, bLaze, corazén, piel, mtsculo
esquelbtico, glandula mamaria lactante { 81 ), titero, etc.

Harri y colaboradores { 82 ) demostrardn que Ia
actividad de arginasa e&n el pancreas de rata macho de 90 dfas de
edad es de 24 L3 imoles de urea / g de tejido lo que

comparado con los resultados obtenides en este estudio en el que
se ha utilizado phncreas humanc normal refleja una actividad
similar reportada como 27.77 & 4.43 moles de urea / g de
tejide siendo este ¢! promedio de las tres fracciones del
pdncreas estudiadas.

Los resultados obtenidos ho miestran variacidn
significativa en la actividad d2 arginasa en cada una de las
fracciones del pdncreas ( cabeza, cuerpo y cela ) ( tabla 1 ). Lo
gue indica que a pesar de que =n la cola del pancreas se localiza
el mayor ntmero de islotes de Langerhans la existencia de doz’
tipos de islctes ( 84 ) cuya distribucién no es homegénea permite
que la actividad de 13 enzima se manifieste de manera similar en
tode el tejido. Los islotes tipo I qus son agregados centrales de
celulas beta estan rodeados por célulac ulfa y delta, provienen
invariablemente de la cola, cuerpo y de la parte posterior de la
zabeza del pdncreas ( parte dorsal o espldnica ). Los 1islotes
tipe II =enstituides por células del polipdptido pancredtico ( pp
}  se ensuentran en lugar de las células alfa y se lecalizan en
la parte media e inferior de 1la cabeza |{ regidn pancredtica
ventral ¢ duodenal ).

Al comparar la actividad de arginasa del tejide
pancreadtico de individuyos cor dapc pancrebtico causado por
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‘alcoholiswo con 1la actividad del tejido pancredtico normal se
observa actividad menor de esta enzima en el tejide dadado, 1o
que puede ser debido a una inhibicién en la sintesis de DNA
¥ consecuentemente de proteinas ( FIGURA & - 13 ).

Otros estudios que se han realizado en pacientes con
este padecimiente han demostrado una franca reduccidn en la
funcisn  endderina, documentada por el porcentaje de prevalencla
de diabetes mellitus o por curvas repetidas de tolerancia a la
glucosa, por lo gue conviene investigar regularmente glucemia en
este tipo de pacientes.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que 1la
fraccion del phncreas en la gue hay una notoria disminucibn tanto
de la actividad de arginasa como del resto de 1los parametros
biogquimicos es la cola del phncreas. Esto puede atribuirse a una
destruccién parcial de los islotes de Langerhans vya que
histoldgicamente predomina la fibrosis irregular con destruccién
y peérdida permanente del barencquima exdcrinc cuando se presenta
un dario pancredtico provocado por alcoholismo,

Cuande hay wuna falta de insulina se observa gque el
metabolismo de las grasas se estfimula y la sfntesis de protefnas
disminuye, como consecuencia de esto, su almacenamiento se
detiene y aumenta su catabolismoe. La estimulacidn en el
metabolismo de las grasas se manifiesta como causa de la
hidrélisis de los triacilglicérides almacenados, lo gque produce
liberacidén de grandes cantidades de dcidos grasos y glicercl a la
sangre circulante. Esto se controla mediante la administracién de
insulina o bhien de alghn agente gue estimule su produccidn
{ hipoglicemiantes }.

En este estudio se observd que en el caso del pancreas
diabético la actividad de arginasa se encuentra incrementada con
respecto a los valores reportados para el tejido pancredtico
normal. Esto puede atribuirse at uso de sulfonilureas come
agentes hipoglicemiantes orales para el control de la diabetes.
Estudios "in wvivo" Jel efecto de las sulfonilureas en sujetos
diabéticos no insuline dependientes ( 85 ) son diffciles de
interpretar, ya que como cualquier droga su efecto directo no
puede ser separado de los efectos secundarios mediadecs via un
incremento en la secrecisdn de insulina o mejorandoc el contrel
metabdlico.

Estas drogas reducen la glucosa en sangre por un atumento
en 1la liberacién de insulina endbgena, esto se debe a un efecto
directo sobre los islctes pancreaticos.

Debido a que las sulfonilureas son potentes
estimuladores de la secrecidn de insulina adembhs de mejerar 1la
sintesis de &cidos grasos ne esterificades "in vitro"

aparentemente independiente a la insulina se puede pensar dque
pueden asstar afectando la actividad de arginasa ya que se ha
demostrado que puede estar relacionada entre otras funciones con
la biosIntesis de poliaminas cuya presencia ha sido también
asociada con la produccidn de insulina.
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También en el caso de las muestras de pancreas diabétice
se observd que hay una ligera disminucidn en la concentracidén de
DNA ¥ proteinas con respecto al pancreas normal esto pueds
atribuirse a que cuaunde lps niveles de dinsulina no son los
adecvados hay una disminuweldbn en la sintesir de proteinas
aumentando 21 cataboslismo de las mizmag

Los triacilglicdrides medidos =n el pancreas diabética
presantan un aumahto con respectc al pdncreas humano normal 1lo
que puede atribuirse a que gparentemente las sulfoniluveas
aumentan 1la sfntesis de Acidos grasos no esterificados es  deseiv
provocan una estimulacidn en el metabolismo de las grasas.

La alfa - amilasa medids en las fracciones de pdncreas
diabttice también presenta un  incremento 291 raspecte al
pancreas noermal, esto pusde atvribuirsze a una estimulacién an
genteral de la actividad ehzimit:ca del tejide debida a las drogas
administradas para mantener el cotitrcl metabélico.

cuando la actividad de arginaszs se compara coniorme a la
edad, s& observa un ligero aumentc de la actividad eatre leos 20 y
30 afos, posteriarmente la actividad disminuye y permanece sin
cambios importantes despuds de esta edad. Este puede explicarse
ya que la actividad de arginasa se afecta por secreciones
hormcnales las cuales ineremenntan la actividad de esta entima
siendo la actividad hormonal en esta edad todavia elevada { 85 ).

43



CONCLUSIOCHNES:,

1.- La disminucién de la 1eeividad de arglnasa “en’lel Ytejide. -
pancredtico daiade puede atribuirse s una-liber qidn aumentada:de’
la enzima en el suero. . - : TR

2.- El1 aumento en la actividad  de arginésé”'en el ‘tejide
Pancrebtico afectade por diabhates puede.  relacionarsze’ ccn el
efacto de hipoglicemiantes.

3.~ La actividad de arginasa encontrada 2n el pdncreas humano
puede estar relacionada entre otra:z funciones con la biosfintesis
de poliaminas suya pr2sencia ha zido axociada cen 1z produccibn
Ge insuvlina.

4,~ La cuantificacidn de la actjvidad de arginasa en suero se
pedria emplear come un apeye para el diagudstico y prondstico de
enfermedades pancredticas.
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APENDICE:
TECNICAS PRACTICADAS EM EL LABORATORIO:

PROTEINAS:

FUHNDAMENTO:

pesde gque fue propusstd el uso del reactive de Folin
para la determinacién de proteinas, se han reportado gran ntmero
de modificaciones analiticas en sl procedimiento de uso de este
reactivo. El Reactivo de Folin presenta cisrtas peculiaridades vy
limitacioneas, se¢ ha esrudiade con relacibn a3 efectos &n
variaciones de pH, tismpe de reaceiln, concentracisn de reactivas
y sustancias gue intterfieren. Las reaczciones a las que se debe el
color final atribuible a presencia de proteina son: a ) reacciédn
cen el cobre en alcali y & ) reduccibn del reactive
fosfomolibdico ~ fesfstungstico por ls protefna tratada con cobre

REACTIVOS:
Reactive A:
Carbonate de Sodies al 2%
Tartrato doble de sedis y potasic
Hidrdxido de Sodie 0.1 M

Reactive B:
selycidn de sulfato de Cobre Pentahidrapado al 0.5%

Reactivo ¢
Mezclar 50 volumenes del Reactive A en 1 voltmen de
Reactivo B. Al momento de usarse.

Reactive Dt
Reactivoe de Folin - Ciocalteu {diluide)

Solucibn Esthndar de Albtmina Bovina 0.2 mg / ml
APARATOS:

vortex.
celorimetro.
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- TECHICA:
. 8e . colocan 100 al del homogenizado de pincreas con . 6.5
ml de hid-bxido de sodio” 1 N. Se¢ cclienta en bane a 37°C durantsa
30 min, Posteriorments se centrifuga. Se diluye ! sobrenadant:
¢htenida 1':- 10. Se toma una alfeuota de 2¢0 pl completando a 500
}1 zon agua.
- Se adicionan 2 ml de reacutivo €, s& mezcla en el vértex
y se deja repesar 10 minutoes. Finalmente se adicicnan 0.2 ml  del
- reactivo D, sa mezcla y se deja reposar 20 minutcs. Leer en =1
celorimetro a 530 nm.

DNA:

FUNDAMENTO:

Muchos tejidos contiehen bajas concentraciones de DNA y
en ' ciertas circunstancias es necesario utilizar un metode
sensihkle para su dsterminacien.

En 1956 Burton propusc iuna modificacidn al métode
utilizadc hastas entonces pecr Dische la modificacibdn consistis  en
usar difenilamina en una mezcla 2s 4cido acéticc y sulffirico, En
la reaccion se adicicha acetaldsh{d:s permitiendo ¢l desarrollo ds
calor. Este metodo es 35 veces m&s sensible gue el original de
Dische.

Posteriormente el Métede de Burton fue modificado
haciendole autn mds sensible. En este mdtcde medificade el
acetaldehfde debe agregarse aislado al final y no incorporade a
la mezcla de reactivos, 1o gue permite disminuir la absorbancia
del blaneco hasta una tercera varvte del métodc original. La
adicién de 4cido sulftirico es innecssaria ya que la muestra de
tejido s3e encuentra en HClOy; M, lo Jue simplifica el mdtodo
prcduciende un  mayor degarrelle de color., Eg  esencial gque 1a
difenilamina sea preparada al momento, La sensibilidad del método
¢& casi duplicada al aumentar la <ccntentracidn de difenilamina de
2 al 4 % .

REACTIVOS:

Reactivo A:
Acide Pearcliérice - M

reactive B:
Acetaldehido 1.5 mg / ml

Reactive < .
rifenilamina 4 % { 400 mg / 10 ml Ac. Acético }
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’ Solucién Estandar de DHA: sclucidn - isoténica  de DNA
dilufda 1 : 10 con el reactive A. { 1 mg / ml }.

TECNICA: : T
Colocar en 0.9 ml de HClO4 0.010 M 100 nl de
homogeneizade; este se centrifugs 10 minutos a 3000 rpm. Separar
el sobrenadante y al precipitado se le agrega 0.5 ml HClQ, 1 M,
Incubar 30 minutos a 70 ° €. Centrifugar, Tomar una alfcucta de
200 pl ¥y completar a 500 pl ccn &l reactivo A. Adicionar 20
pl del reactivo B y postericrmente 500 pl de reactive ¢. Incubar
18 hrs a 27°C. Leer a 600 nm,

PESO SECO:

FUNDAMENTO:

El método consiste en  hager reaccienar muestras
" biloldgicas con una solucidn Acida de dicromate de potasio ¥
anseguida determinar la densidad éptica a ££0 nm del producte
foermade.

El método es insensible a compuestos inorganices y, por
lo tanto, puede ser aplicado a homogeneizados de tejides
preparados eh solucioneg inorginircas. La finica Jd=zventaja del
método es que parecs gue el dicremato resacciona especificamente
con grupos gque contienen carbone y, rer lo tanto,la participacidn
del nitrdgeno u otros elementos enla composicibn del material
biolbgico darkn propeorciconalment:s menor absorbancia.

REACTIVOS:

Reactivo A:

1 g de dicromato de potasio se colcca en 50 ml de
beido sulfiiricc concentrado. Calentar a 70°C., Se presara. antes de
usarse.

Solucidn Bstandar de Manosa o Manitoel 2 mg / nl.

APARATOS:
Parrilla Eléctrica.
Colorimetro.
vbrtex.

TECNICA:

Tomar 50 pl de homogeneizado los cuales se diluyen en
950 ul de agua. Posteriormente se adicionan 2 ml del reactive . A
frio.’ se mezsla y se enfria ( se puede enfriar al chorrec del agua
). Leer a 66C nm,
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ARGINASA:

FUNDAMENTO:

La actividad de arginasa se ha eztablecido par
mediciones de: a) una disminuecidn de iz conzentracisn de
arginina, Db) un incremsnto en ls concentracisn de ornitina o ¢}
incrementc eon la concentracibn de ursza. Muchos d2 ¢stds mbtodes
tan side desarrsiladoes por Righethti ¢ colaboradzres ( 75 ),
quienes han hecho wnotar qgue zolc algunos procedimientss san
tit1les pava medir la actividad de arginssa en extractss de tejide
U  homogeneizades. El médtoade ques emplaa tiosemicarbarzida -
diacetilmonoxima -~ wurea { TDMY } es un métede rapid
determinar activijad de arginazs en  tsiide hemczsznzizads, La
aparicidn el color en este médtcdo dende se determina la cauntidad
de urea dopende del tiempc de <alentamientc y de la temperatura.
aungue &3 tiempe raguerids parz la agaricisn mhuimas del oalar  es
dependiente de la temperatura, la iantensidad de la reaccibn
diaminuye cenforme  aumenta 2} tiempo  ds ~3leutaniente 2
temperaturas cercanas a 35°C. Lo gue indica gue el producto #s
afectade por la temperatura.

REACTIVOS:
Eeactivo A:
Diacetilmonoxima 3.5 ml
Tiosemicarbazida ¢, Q35 g
e, bB. p. 25 ml

Reactivo B: L ST
0.1 ml FeCi, 0.12 M -en: H:PQ-' -~ 56.7%
100 ml Htsch gl 20% . el . .

Solucidn Estandar de Urea 15"

ugr/owl

APARATOS c
Parrilla Eléctrica.
colorimetra. .

TEINICA:

Colocar ZOO.yl de hemecgeneizade cn 2.5 wl de bufier |
Mnel, 9.002 M, Tris HTl 0.04 M, s0l. sslina 0.9% '} . Calentar &
§5 ° ¢ durante 1 hr para activar a 1a emzima. ¢eontrifugar a 32000
rpm . Diluir 1 : 10, Toamar 5.9 w1l ¥ adiejensy .1 ml de una
mezela Arg 9.4 M} o~ Gly ¢ ©.!F H ) . Incukar a 37 ° ¢, 18
minnecs. Posteridormente incradusir tubas €n  agua hirviendo
zor 7 winutos. Centrifugar. Tomar uwna alicucta de 200 ul
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completar’ a1 ml con’aﬁua. Adicionar 1 ml del reaective A, .2 “ml
del reactive B ¥ calentar 25 minutcs a '95°C. Enfriar 'y leer a 530

T onm.

ALFA - AMILASA:

FUNDAHENTO:

La o« - amilasa cataliza la hidreélisiz de la p -
nitrofenil maltcheptaesa blequzads PMPG7 bloguessds ). El grupe
bicqueador de la PNPG7 inmuniza el sustrate contra ia
dsscomposicibn por medio de las Zo= enzimas, auxiliarss qus
contiene el resactivo, pero ne por la alfa-amilasa. Una de 1las
enzimas auxiliares, la glucoamilass, hidroliza los rroaductos  de
la reaccidn de la amilasa ¥y eotra, la maltasa { « - ylucosidasa },
zataliza la liberacidn del p - nicrofenilate ( PHP ). El1 indiece
de produccién de PNP, observadd a 405 nm, es propoercional a la
actividad de la amilasa en la muestra.

PNPG?Y %= _amilasa PNPG3  + maltotstracsa
PHPG3 aluzoamilasa ,PHNPG1 + glucosa
PNPGI maltasa PHP + gluccsa
REACTIVOS: L
Juago de reactive GILFORD para determinacién

cuantitativa de « - amilasa.

APARATCS:
Espectrcfotémetro UNICAM SP - 1800
Baio de 27°C.

TECNICA:®

.~ Ajustar el espectrofotdmetro a cero con agua
destilada o dezionizada. Leer a 428 nm.

2.- Afadir 0.040 ml de agua ¢ muastra problema a los
tubkes de enszaye.

3.- Adicionar con pigeta 1 ml de reastive a cada uno e

3 tubos de ensayn. Mezclar y permilir que se lleve a cabo 1z

reaccidn.

4.~ Despuss de un pericdo Ze 1 minuto de incubacidn a 37
"2 an la cubeta, anotar la abserbancia { A, } ¥ hacer una lectura

}

cada 15 segqundns furante un minutoe | A
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CALCULOS: |

. La  actividad de la «~ amilasa puede expresarse usands
la - Unidad  Internacional gue se dzfine como la cantidad de la
enzima que: cataliza la tragsformacidn de 1 pmol de sustrate por
mint<o bajo condicicnes definidas,

) . As/min ¢ 10 1.0 o
- Lactividad = = A/min*2921
-~ amilasa. (U/L} (8.9 x 10°) » 1 +0.04 7

%

ponde:

A = incrementeo en atsorbancia a 405 nm.o "3
‘8.9 % 10% = absorbancia moélar ge: PHF a uos nm' ¥ ‘37° c (B 9x10
Tlitresizmel™ LemT )¢
18 % = factor de conversion de meles a p moles
1 = recorrids de la luz en em - TR e
1.04 = volumen total de reaccion en ml
0.04 = volumen de la muestra en.ml

TRIACILGLICEROLES:

FUNDAMENTO:

El glicerol producido por hidrdlisis encimitica <=
triacilgliceroles es fosforilado por adenosinatrifosfatasa (ATP}
para producir 1 - glicerofosfato y ADDP en la reaccidn catalizada
por glicerccanasa { GK ). La glicevofosfato - deshidrogenasa { G

1 - PDH ) cataliza la oxidacidn del 1 -~ glicerofostato en
presencia de nicotinamida adenina dinucledtido { NADT j para
preducir NADH que &5 usado para reduecir la anilina del cloruro da
2 = tetrazolio { iodefenil - p ) - 3 - (nitrefenil - p ) - § -
fenil (INT) a formazan en la resccién catalizads por diaforasa.
El formazan absorbe la luz a 500 nm. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracién de glicerscl y por 1le
tanto, a la concentracisn de triacilglicersles. El procedimient:c
de <ensayo de triacilglicerales { color 3 de Gilford es una
modificacién de la metodologia de Wahlsfeld. ( 77 )

Triacilglicercles __Lipaga , glicarol + Aclides Grasos
Glicerol + ATP__ . K. , !t - Glicerofosfate 1 ADP

g0



1 .- alicerofésfato w naptiia - : o7 Fusfats - de
: Tl . higroxiacetzud v onLIH

“ALTIVDS

Cduege

g inaZisy
..uautn::txvq de iri o .

APARATDS'

. Especcrofotdme:m :
w7 © Bahe -~.ds 37 .
TECNTCA: . : -
. 1.~ Ajustar el ='-e=ct:rcfot:dm..-trc. a ‘28ro ‘cen - agua
destilrda 2 decicnisada. Leer a S6¢ am.
Z.- Adicilohar con px::.t—ta 1 mi de reactive a tubosz de
ensay» adecuadamente marcadoes. .
2.~ A intervalces regulates de tiempo anadir 0.61 wl 23
agia, <alibrador, <« a la mue d=vconscida o =~ada tubke - ce
enszaye. Mezclav bien y controlar =! tiempo de rveaccidn,
4.- Lear ls ibsorbancis er2 antes de 30
minutos, a temperatura amhiznte {
CALCULOS:
A dese - A bl
Tcneent. Triacilgli- = YoCenr. del.calibra~

roles A cal _  ADbl dor.
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