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£ [NTRODUCCION:
La L-arginina es un aminodcido considerado comec semiesencial para los
mamiferos y las aves Ya que aunque e3 sintetizado por estos
organfsmos, no l¢ producen en cantidades adecuadas, por (o que lo
tienen que ingerir en Ja dieta normal, sobre todo en las etapas
tempranas del desarroilo ‘erincisa'mertie e= huma=ss v s . iecnse
no se o.zle sinhe I +a argirtind con bastante rapidez como para
sostener Ja sintesis de urea y 13 s!ntesis de protelrnas.

La importancia de este amincdcido, se debe a que participa en varios
procesgs bioquimicos, de entre los cuales ¢ encuentra sy
intervencidn directa en el metabclismo de carbohidratos, ya gue se ha
demostrado que este aminodcido estimula ia liberacibn de insulins
tanto en humanos cocmo €n otros mamiferos como Ja rata y »] conejo.

La ruta que sigue !a L-arginina en este proceso es desconocida,., por
lo gque el presente trabajo s8 desarrollo pars poder elucidar dicha
ruta y cuya importancia puede derivar en un tratamiento de |la
diabetes mellltus tipo I! con este aminodcido.

Pensamos gque es muy posibie que !a L-arginina sea metabolizada para
la formacidbn de poliaminas, Qque son factores de crecimiento y su
presencia es necesaria para !a regulacidn de varios procesos como !a
divisidn, proliferacidn y diferenciacidn celuiar; las poliaminas mas
importantes son la putrescina, espermidina y espermina, s¢ sncuentran
ampliamente distribuidas en los sistemas vivientes y se presentan
comae bases alifdticas libres o conjugadas caen carbohidratos,
esteroides, fosfollpidos y péptidos.

AdemAs de ser factores de crecimiento las poliaminas tambi&n ayudan a
la estabilizacidn de membranas celulares y partlculas subcelularss,
ayudan a la astablilizacidn del DNA para evitar su desnaturalizacibdn,
ayudan al empacamianto del DNA en bacteribfagos, estimulan la
sintesis de DNA y RNA, estabilizando a weste tltimo al sar
sintetizado.

En cuanto a otras reacciones metabdlicas so ha demostrado gque las
poliaminas estimulan la Jipbdblisis, incrementan la utilizacidn de
fructosa en espermatozoides, inhiben la agregacibn de plaguetas,
inhiben a Ja ATP'asa y modifican o estimulen Jlas actividades de
enzimas como proteincinasas, fosforilasa, cclincinasa, nucledtide
cinasas etc.

Tanbitn tjene efectos en la sintesis de protelnas ya que ayudan a la
f1jacidn de moldculas de tRNA a ribesomas, estimulan |3 metilacisn de
tRNA, se asocian con Ims ribosomas, ayudan a la blogénesis de
particulas ribosomalaos @ dintervienen en la iniciacién y fidelidad de
la traduccién principalmate.
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2.- GENERALIDADES:
2.1 PANCREAS:

El pancreas es una glandula compuesta, Quée se encuentra situada
paralelamente al estdmago y detrds de &) (figura 1), presentando una
funcidn secretorla enddcrina y exderina de hormonas necesarias para
e! metabolismo @e carbohidratos, llpidos y protelnas. Su estructura
comprende dos tipos principales de tujidos: Los acin!, responsables
de la Bacrecidn exdcrina ¥y los [slotes de Langerhans, responsablecs de
la secrecién endberina; ambos regulan Ja homeostas{s en humanos por
acciones opuestas de sus productos de secrecibn (41).

2.1.1  ACINl: Les acini son grupos de cdlulas que secretan enzimas
digestivas (figura 1) en forma de jugo pancreadtico hacia las
porciones oltas del intestino delgado en respuesta a la presencia del
quimo. La composicidn  de) Jugo pancredtico dependerd de la
composicién y naturaleza del alimento que contenga este.

El jugo pancreatico contiene enzimas que digieren protelnas,
carbohidratos y grasas, ademAn do iones bicarbonato importantes para
fa neutralizacion del guimo Acido proveniente del estémago hacia el
duocdeno. Las principales enzimas presentes en el jugo pancredtico
son:

a) Enzimas proteolliticas:

TRIPS1INA
QUINOTRIPSINA
CARBOX1POLIPEPTIDASA
RIBONUCLEASA
DESOXIR1BONUCLEASA
iNHIBIDOR DE TRIPSINA

b) Enzimas digestivas de Carbohidratos:
=~ AMILASA PANCREATICA
c) Entimas lipldices:

- LIPASA PANCREATICA
- ESTERASA DEL COLESTEROL
- FOSFOLIPASA

Todag las enzimas protecllticas del juge pancredtico son activadas en
el intestino por medio de la enterocinasa secretada por la mucosa
intestinal cuando el ‘quimo entra a@n contacto con Ja mucesa y son
desactivadas por la enzima inhibidor de tripsina.

Los iones bicarbonato y &) agua son secretades principalmenta por las

c#lulas eplteliales de los conductos de 105 acini o por células
aclnaras especiales derivadas de los conductillos.
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CELULA BETA

i
3 a produccidn nas, digestivas « : segregd al {n-
%IstanT POF UR proceso gde ucrulon exgering spersos por la
glandula se Tncue ran los 1slgtes de Linsarﬁins “tcul ro), Tu!

cnntlgnen i las ¢ as Deta, productoras de insulina, la cua
se libera directanente a los capilares sanguineos por un proceso
(48)

ficura 13€1 fl'nsrns se aloja de;u’n del sstomago y su funcidn vrinc"p
5 el @ hormo I

de secresidn endocrina,
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Cuando el phncroacs es ectimulado para secretar volumenss grandes de
jugo pancrohtico, !a concentracidn de iones blcarbonato puede
elevarse hasta valores de 145 maeq/l, que son cinca veces Ia
concentraclién de estos iones en plasma, eso sirve para neutrallizar el
acido dei quimo que lle a] duodeno procedente de! estémago, dando
un pH adecuado para Que actten )ss snzimes provenlientes del jugo
pancrebtico.

Toda esta secrecidn pancredtica wstd reguisda por mecanismos
nerviosos y hormonales, siendo la wmbs ipportante |a regulacidn
hormonal.

La regulacitn nervioss estd ligada a la fase cefhliica y gastrica de
la secrecibn del estbmago, ya que cuando 13- transmiten
sipultaneamente impulscs parasimpaticos a lo largo de los vasog hacla
el phncreas, se libera acetilcolina, qua causa la secrceibdbn de
cantidades aoderadas de enzimac provanisntes de los acinis
pancredticos.

La regulacién hormonal es la que regula principalmente todo el
proceso de |a sscrecién, sfende la horaonas claves: Ia secretina y la
colecistocinina, l1a primera estinula principalmente t!a secrecldn
pancrebtica de concentraciones altss de ion bicarbonato (145 meq/)
aproximadamente) y la segunda estinula la secrecidén de hormonas
pancreAticas exdcrinas; un efecto similar es provecado por ia
gastrina, hormona secretada en la fase ghstrica de la digestion (197,

‘2.1.2 ISLOTES DE LANGERHANS: Entre otras hormonas ecte tejido
secreta hacia la sangre insulina y glucagen principalmente. El
pAncreas dal mser humano tiene casi un mitlén de Ilelotes de
Langerhans, cada uno con 00 um de diAmetro, estando organizados
alrededor de capijares (figura i) donde sus células secretan las
hormonas que producen, dichas hormonas esthn contenidas en granulos
sacretorios,

Las clluiss de los Islotes do Langerhans on general se caracterizan
por Ppresentar un alto grade de compartamentali{zacibn, dado por un
gran contenido de Retlculo Endoplésmicec Rugoso, Aparato de Gelgi y
Polisomas; tambid&n sus mitocondrias son extremadamente paquefias en
comparacidn con las mitocondrias de otras células, ademds de contensr
NUNEros0s cueérpos cercides autof|uorescentes gue contienen enzimas
fipidicas y !isogomales.

También presentan un sistema de microtubulo-microfilamento, &) cual
puede ser observado adyacente a! plasma de la membrana y distribuido
A través del citoplasma; en cultivos de “céfulas monocapa se puede
observar larias uniones de microtubulos que separan columnas lineares
de granulos beta. Los microf{lamentos esthn presentesz como tejido
Junto de 1a membrana y probabiemente ocurran como fibras individuales
en el interjor de la ctlula (19},
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Lot islotes contienen varios tipos de chlulas, las cuales somn:

a) Chlulas Alfa

b) Chlulas Beta

c) Cadlulag Delta

d) Células PP

e) Células C, E y F

Los tres tipos de cblulzs principales son las células alfta, bDeta y
delta, qQue se distinguen entre #1 por Bsu wmorfologla Y SuUB
caracteristicas de coloracioén. A continuacidn se verdn 8 grandes
rasgos estos tipos de cllulas presentas en {os lslotes:

Célujms Alfa: Este tipo de célulss secrstan |sa hormona |lamada
glucagon, cuya funclén ex |Ia de aumentar 1o cencentracidn sangulnea
de glucosa, ya Qque esta hormona provoca #) desdoblamiento del
Zlucbgeno hepAtico y muscular e incrementa la gluconeogénesis, lo que
aumenta grandemente 'a disponibilidad de gluccsa para los otros
organelos del cuwrpo, (41},

En el hombre, Jas células alfs wsthn rodeadas do un saco membranoso y
su distribucidn entre los islotes varia en diferentes especies, por
ejemplo en 1a rata y ratén las células alfa forman un aro en la
periferia del islote, en @l hamster y e! hombre astdn distribuidas en
el islote y en el caballo se wncuentran en ol centro del islote. Las
células alfa comprenden aproximadamente el 20-25 % de la poblacidn de
células en e! islote de mamlforos adultos (9).

Células Bets: Las células beta son las encargadas de sintetizar y
almacenar insulina, la cual! promueve 1a absorcidn en el higado de la
glucosa ingerida almacenfiindose en forma de gluchbgeno, !o anterior se
debe a que esta hormona promueve varios wmecanismos a nivel enzimbtico
que provocan este efecto, Jo cual se verd mds adelante .

Este tipo de cdlulas, tienen un alto gradeo de compartamentalizacisn
la cua) esth dada por los grhnulos secretorios o grAnulos beta, el
Aaparato dg¢ Golgi y &)1 Reticulo Endoplasmico Rugoso; los Grénuios Beta
derivan del Reticule Endopldsmico Rugosoe a travbs del aparato de
Golzl, siendo estos Granulos Beta Iof que contienen y secretan |a
Insulina, (331

Los granulos beta tienen una diferente estructura morfoldgica
dependiendo de 1a especie: en la rata y @l ratén son redondas y
relativamente densos, ¢on un espacio que sapara a los gridnulos de los
$3COs membranosos que los rodean. En las cblulas beta del hombre,
el perro y et murciélago, los granulos tienen perfiles rectangulares
con una matriz cristalina conteniendo !ineas de periodicidad repetida
de aproximadamente S50 A, En e! gato los grAnulos beta se encuentran
en una estructura cristalina densa romboide rodeado peor material
amorfo.

La ctlulas beta, comprenden g! 75-80 % de la poblacién celular en las
islotes en el pancreas humano (9).
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Dalta: Estas céluias constituyen cerca del 10% del total de
ion celular de ics lslotes y 50N las encargadas de secretar
la hormona scomatostatina.

Ecte tipo de cllulas son fdentificsdas por métodos de microscopia
electrénica, wmidiéndose el tamafic de sus grAnulos 6secratores, cuyo
tamafto es de 250-450 nm y con opaclidad electrbnica baja (9).

Ceélulas PP: Las células PP son un tipo de células que B¢ encuentran
@n los islotes en pequefas cantidades y secretan una hormona !lamada
polipéptido pancredtico cuya funciédn se cree fgue o5 la de regular
ciertas funciones gastrointestinales, ya que se ha descubierto que
regula la liberacidn de enzimas digestivas pancrebdticas (40).

Células C, E y F: Ademds da ias céluias descritas anteriormente, 5@
han descrito otros tipos de células cuya funcibn atin es desconocida,
como las células C, E y F, tags cuales también presentan granulos
secretorios, pero en una proporeidn mucho menor o inclusive nula,
como lo ®& el caso de las cklulas C, que no contlenen dichos
granulos, adenks de tener wmitocondrias wmuy pequeflas y huy poca
porcidn de Reticulo Endopliasmico Rugoso (95),

Todos los tipoe celulares descritos anteriormente estin relacionados
muy estrechamente, lograndose con esto la regulacidn directa de la
secrecidn do algunes hormonas por medio de otras tambidn producidas
en los Islotes, como e)] glucagon: gque inhibe Ia secrecidn de
insulina, o ia somatostatina, Ia cual a su vez inhibe la secrecidn
tanto de insulina como de glucagon.
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La Diabeteas HMellfitus es una enfurmedad crénica, que afecta al
metabolisno de carbohidratos, grasas y protelnas, por una daficiencia
en ia gecrecidn dea insulina o en 1a sccidn de la misma, debida a
factores gendticos y/0o amblentales; 1] caracteriza por una
hiperglicexia continua y alteraciones arteriales, vasculares,
nerviosas y hormonales.

Esta enfermedad se divide en diferentes tipos:

1) Tipo | o Diabetes Mel!itus Insullno Dependiente (DMID}
2) Tipo 1| o Diabatez Mell!itug No Insulino Dependiente (DMNID)
3} Otros tipos de Di'-hetes Hellitus

2.2.1 ‘-Diabetes Mellitur Tipo ! o Insulino Dependiente (DMID): La
DHID comienza principaleente en lIa infancia o en la adolescencia,
aunque puede hacer su aparicidén cliinica a cualquier edad C¢(tabla 1),
ya quo sa ha observado también en la vejez aunque con auy poca
frecuencia.

Se 1nicia rapidamente en edades tempranas debido a una predisposicion
gendtica que posiblemente provoca el desarroilo de anticuerpos contra
las cdlulas beta, o su destruccibn por enfaermedades virales, o bien
una degensracidn simple de dichas células (figura 2), ocmasicnandose
con esto una coapleta insuficiencia de iInsulina, teniendo que
tratarse al paciente con dicha hormona, para lograr una funcioén
mstabdliica normal, por lo que se crea una dependencia total de la
insulina, razdn por 1a cual se le llama  Diabetes Insulino
Dependients.

En Ia DMID, los pacientes tienden a estar en o0 debajo de Bu peso

. 1deal al inicic dc l!a enferczedad, llegando & perder peso raplidaments;
Las perscnas con DMID presentan poliuria (eliminacidn excesiva de
orina), polfdipsia (ingestidn excesiva de agum), polifagia (ingestién
exagerada ds alimentos), perdida da peso y astenia (decaimiento
gensral); bioqulaicamente presantan grandes concentraciones de
glucosa sanguinea y ellminacidn de la misaa por la orina, ademas de
cetomcidosis provocada por  una alta concentracién de cuerpos
ceténicos en sangre, que provocan un descenso en el pH en la misma
(tabla 1).

Tambi&n se encuentran altas concentraciones de urea debido a una
elevada oxldaclon de aminodcidos. que 59 acompafih de un i{ncremento en
la gluconeoghnesis; ademds de lo anterlor, si esta enfermedad no es
controlada puede tensr consecuencias graves para los ojos, rifiones y
vasos sangulneos., provocandose atin mAs ia disminucidn de la esperanza
de vida del paciente (48,9,27,5,41).
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2.2.2 Diabetes Nelliitus Tipo 1! o No Insulino Depandiente (DMNID): La
frecuencia de la DHNID es de aproximadamente el BS% de las personas
que presentan Diabetes Melljitus y se debe a dos causas principales:

#) Por una resistencia & ia accidn de la insuline, debldc a una
interaccidn anormwal entre insulina y los receptores de &sta en las
cdlulas blanco o por una disminucidn en el ntmerc de estos en dichas
cdlulas, lo que provoca un decremento en la efectividad de ja accién
de la insulina en el organismo. (figura 2}

b) Tambibn puede deberse a una retativa reducecidn de lta secrecidn de
insulina, causadoc por una reduccidn en el ntmero de cé&lulas beta
productoras de esta hormona.

Se presenta muy frecuentemente en individuos de mediana edad y en la
vejez (tabla 1), aungue al igual gque en la DMID, pueden presentarse
cas0s en edades mis tempranas.

La apariencia de los.islotes en pacientes con Diabetes tipo |] es muy
diferents de la de las personsas que presentan Diabetes tipo | y de
las TECNAE que No P entan algén tipo Diabetes. Log islotes en
un paciente con Diabetes tipo !l son generalmente agrandados, con un
numero {ncrecentado de celulas beta secrotoras de insulfina (41},

Este tipo de diabetes (13 conocida también como insulino
independiente, donde las anormalidades metabdlicas provocadas, como
afecciones en vasos capilares, arteriosclerosls, afecciones del
rifibn, de la visitn y del sistesa nervioso, son me8nos SevVeras y mAs
controlables, a diferencia de la DHID; ade de que @l paciente no
desarrolia cetosis. No obsiante, un diabético de este tipo puede
requerir insutlina en etapas mds avanzadas para corregir 1a
hiperglicenia. En otros casos menos avanzados, el tratamiente puede
ser llevado a cabo con dietas y medicamentos orales, tates como 1l1a
tolbutamida u otras sulfonilureas (27,48,8).

La concentracidtn des insulina en la sangre en estos pacientes puede

ser normal, wlevada o disminuida. La relacitn entre la insulina
plasnbtica la concentracidn de glucosa en los pacientes con DMNID
tiene una forma de Therradura. Con solo ligeras o wmoderadas

elevaciones de la glucosa sangulnea, la concentracidn de insulina es
elesvada, comparada con los niveles en 1os {ndividuos no diabdticos.

A medida que el grado de hiperglicemia i{ncrementa, 1los niveles
circulantes de Insulina en pacientes con diabetes tipo !l regresan a

valores normales y despu#s pasan a valores subnormales. algunos
{nvestigadores hamn utilizado 1a relacibn entre la insulina circulante
y los niveles de glucosa para enfatizar e! hecho de que la

resistoncia a la insulina periférica es el mayor defecto en !a
Diabetes tipo I1l. (a1
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TABLA COMPARATIUA DNTRE La DIABETES TIPO | ¥ YIPO

RBLA L

I &n

CARMCTERISYICA

DIRBETES TIP0 |

DIABETES THPO 1]

# De pertonas con diabetes

Otros Mombres

Edad en la que se
Fresenta

Estado dz salud el
Paciente

Causas

Nigeles 22 Tnsuline

Peso del Paciente

Comp! Ecaciones

Trataniento

. 3
Diabetes lusulino
dependiente
Fiabetes Juvenil

fAntes de los 48 anos

Moderada & Severamente
FIW

Escasa o mula Produccion

de Insulina

Mulo, & pequetas cantidades

Delgado, tendiendo o perder

peso

Cetoacidosis

Insulina,.Bietas contoladas

£ jerciclo.

I
i

8z
Diabetes no Insuline
Dependicnie
Diabetes Madura

Despues de los 48 amos

Muestra pocos sintomss

Resistarcis & In Insulina y
relative o absoluts deficiencia

de esta

Ligeramente disninuida,
Niveles altos

Presentan sobrepeso
generalnente

Coma Hiperglicenico
Mo hay cetoacidosis

Distas, Ejercicio,
ncedicanentos orales.
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2.2.3 Dtros tipos de Diabotec Mellitus: Hientrat las personas con
niveles anormales de glucosa caen dentro o &ntre las dos categorlias
de Diabetes mencionacdas anterformente, existen otros tipos de
anormalidades que deber de ser rencloradas. -

Algunas de estas no son diabetes en si{. pero son estaciones en el
desarrollo de la diabetes, estar se clasifican en las siguientes:

a) Riesg: insrezcriac: fara biabeles: Hay dos categorias que no son

diabetes al| diagndstico, perc pueden representar un riesgo alto para
un desarroilo posterfor de Diatetes mellitus, estas son:

- Anormalidad Previa de Tolerancia de Glucosa (PrevAGT o APTG!:
Formalmente conocida comno prediabetes, esta categoria no presenta
evidencia de wmetabolismo anormal de glucosa, pero presenta uns
tolerancta a glucosa deteriorada o niveles de glucosa sanguinea
elevada, debido o influencisdo por tensicnes, como en las Dersonas
que han tenido elevacliones temporales de Jlos niveles de glucasa
sangulnea durante la gestaci{dn o enfermedad.

- Anormalidad Potencial de Tolerancia a la Glucosa (PotAGT o APGT!:
Conocida como Diabetes Potencial o Prediabetes, y se encuentra en
aguellas personas que no tlenen evidencia de anormaljdades en
glucosa sanguinea, pero que presentan anticuerpos contra isiotes o un
gemelo idéntico o un familiar que presenta diabetes tipo |.

bl Jolerancia Alterada a_la Glucosa (I1GT_o TAG): El diagnbsticc de
ta diabetes estd basada en elevaciones especlficas en los niveles de
glucosa sangulnea, generalmente medidos en una prueba de tolerancia
a la glucosa (PTG): entre los niveles normales de glucosa ¥y los
niveles que son diagndstico de diabetes, hay una zona {ntermedia.
Las personas que se encuentran en esta Zzona, se dice gue presentan
uns Tolerancia Alterada a !» Glucosa, aunque no presentan los
sintomas clldsicos oe la diabetes, pueden estar en un estado de
desarroltlo de ta misma,

Aungue la diabetes se puede presentar, muchos pueden permanecer en
este estado por muchos afios, Yy algunos regresar a estados nermales.
De cualquier manera, las personss que caen dentro de este grupe deben
mantenerse en su peso corporai ideal y atender cualquier sintoma que
sugiera diabetes.

e) Diabetes Mellitue Gesiacional (GDH o DNG): Las mujeres gue
presentan este tipo de Diabetes, no presentan evidencia de un

metabolismo anormal de glucesa durante la gestacibn sungue tienen un

riesges incrementado <tanto para las complicaciones asociadas con
dianbetes durante ia gestacién como para el desarrollo real de
diabetes despuds del parto. S{ desarrolla Diabetes puede ser

inmediatamente o alguneos ahos despuds.
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d3 Disbetes Secundaria: Este tipc de diasbetes es dabido a algunos
procesos que raducen la produccién de insulina o incrementa la
resistencia de insulina, como por ejemplo, puede ser debido a
enfermedad pancrestica, a posibles tumores en pAncreas, por remocidn
quirbtrgica del pAncreas stc. Los pacientes con sste tipo de diabetes
deben ser tratados de igual wanera que los pacientes con diabetes
tipo 1.

e) Diabetes tipo 11!11: En aigunas regiones de los trapicos se
presenta un tipo no comtin de diabetes, que se clasifica como Diabetes
tipo 111 y se le llama diabetes tropical o do desnutricidn., y se
presenta en Areas donda las personas se alimentan con dietas
deficientes en nutrientes esenciates. (27)
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2.2.4 Etiologia do _la Disbetes Mellitys:

Stetan S. Fajans {9) sefal!s las causas principales que provocan la
Diabetes Maollitus, y son las siguientes:

A. Anormalidad de 1a funcitn de 13s células beta determinsda
gendticamente (reconocimiento del estimulo- propagacidn del mensaje -
secrecidn) o por 1a cantidad de &stas células:

i. Respuesta secretoria de insulina retardada y disminuida
a los nutrlentes (glucosa y aminchcidos?.
a) Nteero disminuido de sitios recaptores a glucocsa o 2
aminodcidos en cdlulas betas,
b) Afinidad disminuida de Jos gitios receptores.
c) Respuesta microtubuiar alterada.
d} Intercamblo alterado de cationes,.
e} Anorealidad en ios niveles de AMP clclico.

2, Blosintusis disminuida de insulina.

3. Anormalidades en |a convarsidn de proinsulina a insulina.

4, Sintesis de insulina normal con poca actividad biolbgica.

5. Disminucidn en !a replicacidn de células beta.

6. Susceptibilidad incramentads de las células beta a
tactores ambientales unido al sistema HLA.

B. Factores ambientales gue alteran la integridsd de células beta y
su funcitn,

1. Factores infecclosos (virales).
2. Autoinounfdad (inaunidad antipancrehtics mediada por
cdlulas ¥y antigenos)
3. Obesicdad y Gestacibn,
4., Sigtema nerviose autdbnomo(actividad adrenérgica incrementada)

C. Anormalidades de 13 accibn de 1a insuvlina.
1. lusensibiiidad a insulina endbgena.
a) Liveracidn de insulina con actividad biolbgica alterada.
b) Pocos sitios raceptores de insulina.
c) Interferancia con la unidn de insulina a sus sitijos
receptores { anticuerpos a8 receptores de insulina ).
d) Actividad disminulda de enzimas claves.
D. Anormalidad en la secrecidn de glucagon.
E. Formacién o degradacién anormal de la meabrana basal.

1. Anormaljdad primaria (genkticad.
2. Anormalidad secundaria (insuficiencia de insulinal.
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2.2.5 TRATANIENTO: El trstamiento de }a diabates se aplics de
acuerdo a !a naturaleza de J}a enfermedad y a la eficacia de los
regimenes terapbuticos disponibles, tratando de restaurar Jo mayor
posible la tisiologla del paciente. E) tratamiento para un
diabd&tico, debe de incluir al wenos dos de los sigulentes puntos:

1) Educacidn

2) Ejercicio

3) Dieta

4) Medicamentos orales
5) Insulina

La educacidn de un diabético debe incluir decde el tipo de dieta que
debe de segulr, las dosis de medicamento que debe de utflizar, que
tan seguido debe de administrarse #ste durante el dia, hasta el tipo
de diabetes gque presenta ®! paciente y los efectos que ls causan en
U organismo.

En cuanto al sjerciclo flsico se ha encontrado que mejora el efecto
de otros tratamientos ademds de que reduce los requerimientos de
insulina haclendo a esta mAs efoctiva, probablemente mejorando 13
funcidén de los receptores de insulina.

La dieta se da en forma individual para adaptarse & las necesidades
de cada paciente. Debe ser nutritive y blen equilibrada, teniendo
como meta Ja reduccidn de peso en pacientes obesocs madiante la
disminucidn caldrica, sobre todo en pacientes con DHID

De entre los medicamentos, los hipoglicemiantes arales
tsulfonilureas), son losx que mayor uso tienen ys que estimulan la
produccion de insutina en tos Islotes de Langerhans. La

adainistracidn de sulfoniluress, en el diabético no obeso, restaura
la tase inicial de liberacidn de insulina; no se reccmiendan para
diabeéticos insulino dependjentes, ya que estos mesdicamentos dependen
de la funcibn de las células beta para producir su efecto sobre &!
nivel de glucosa en sangre. Algunos ejenplos de sulfonilureas son
los siguientes: Tolbutamida, Cloropropamida, Acetohexamida etc.

La admini}uaclﬁn de insulina, estdA indicada para los diablticos tipo
1 ¥ para diabéticos tipo 1l en etapas svanzadas.

Existen diferentes preparaciones comerciales de insulina que varlan
con respecto a 1a que se obtiene de la especie animal en cuanto a
pureza y solubilidad, tambidn difteren en el tiempo de inicio y
duracidn deo su efecto bioldgico, ademAs de gQue Ja mayorla de las
preparaciones de insulina contienen impurezas las cuates aumentan ls
inmunogenidad de la insulina por (o que hasts ahera no ha sBido
satisfactorio el resul tado del tratamiento por restitucidn de
fnsulina (27,483,
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2:3 ARGININA:

La L-arginina o scide alfa amino -gama guanidin-valarianico (43), ec
un aminobcido considerado cono semlesencial para !os mamlfercs y las
aves ya que aunque es sintetizedo en estos organismos, no se produce
en cantidades asdecuadas, por lo gue se tiene que ingerir en la dieta
normal, sabre todo en las eatapas tempranas de ! desarrol lo
{principalmente on humanos y ratas}) donde no se pueds sintetizar la
arginina con bastante rapider cormo para sostener la sintesis de urea
(ya que participa activamente en su cicle) y ia sintesis de
protelinas.

E! metabolismo de l1a L-arginina ccurre por dos mecanismos que son
complemegntarios, estos son: .

1) Hidrélisis Enzimhtica, por medio de la enzima arginasa en el clclo
de la urea, que lleva a la formacibn de ornitina y urea.

2) Desaminacidn Oxidativa, procesc por el cual se conserv: el radical
guanidinico ¥ hace posible su utilizacién an la silntesis de
creatina. (43)

La importancia de este aminobcido se debe s que participa en varios
procesos (figura 3} de entre los cuales sa encuentran los slguientes:

En primer lugar este aminodcido participa en e) ciclo de la urea
donde s5e ®limina ®1 amoniaco formado por ia desaminacion de los
aminobcidos, 1a cus) L 1] desechada an 1a orina. Participa
directamente en la formacliédn de tejido conjuntive al elaborarse a
partir de ella L-pro y L~0H pro, aminodcidos importantes para la
sintesis de colagena por los fibroblastos en los tejidos. También es
un aminoAcido glucogénico, es5 decir que estimula 1a gluconeogénesis
vya que es oxidada a glutamato vy este es oxidado a alfa cetogiutarato
que es un intermediario de !a sintesis de novo de glucosa.

Junto con la L-gii ¥ L-met, la L-arginina participa en la sintesis de
creatina, la cyal eF un compuesto clave para el almacenamiento de
grupos fosfatc en forma de fosfocreatina en muUsculo y nervios.

También interviene grandemente €n la compactacidn del DNA ya gque este
aminocdcido forma pari2 de las histonas y protaminas junte con la
lisipa, constituvendo ambos aminodctdos 1a cuarta parte del nbmero
total de restas de aminodcidos en las primeras, siendo las histonas
H3 y H4 las que presentan la mayar cantidad de arginina. La funcidn
de la arginina en las histonas es la de dar uns carga positiva a esta
protelna a pH neutro para que se pueda combinar con el DNA
duplohelicoidal ‘cargado negativamente, dando lugar a complejos DNA-
Histona, los cuales como se sabe §SOn una manera de compactar la
cadena de DNA en ckiulas eucariontes. .
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También se hLa encontrado que la L-arginina interviens en la
estimulacidn ds la produccién de insulina en pancreas normal y en
enfermedades pancredticas donds hay una funcién secretoria remanente
de las células beta comoc &n 12 pancreatitis aguda y en diabetes
stecundaria © en fases iniclales de 1a diabetes Infantl]l (32,45,29).
La respuesta de! pincreas s 13 arginina es dependiente de 1a edad,
eiendo menor a medida que avanza ests, comoc se ha demostrado en
estudios reallzados con ratas de 2 1/2 ¥y 12 meses de edad (8,486).

AdemAs do intervenir en ia estimulacién de 1a produccibn de insulina,
fa L-arginina interviene en la biosintesis de ests hormona., ya que
forma parte de! pbéptido C en 10s residuos ntimero 31,32 ¥y 65 de Ia
cadena primaria de 1a protelna (figura 12 A} los cuales son los
lugares donde ocurre la hidrblisis por tripsinas de! péptido, para
la liberaclidn de 1a insulina de! péptide C en las Gltimas fases de 1a
cintesis de insulina (89).

Otro agpecto de la L-arginina es que interviene en Ja produccidn de
poliaminas como se ha demostrado en estudios realizados con cepas de
E. colf (a,7), ya que por medio de! ciclio de la urea este aminoacido
es hidrolizado por la enzima arginasa formando urea y ornitina, este
titimo aminodcido interviene en la produccidn de poliaminas.

2.3.1 ARGININA Y SU ACCION EN EL PANCREAS: La arginina tiene un
papel muy importante en ia producecién de hormonas endbcrinas
pancredticas, va que se ha demostrado, gue este aminodcido estimula
an mayor © menor grado a las células A, B y D del pancreas en la
liberacidn de sus respectivas hormonas (14,45,486,10). Ue entre estos
tres tipos de células las que mayor responden a 1a estimulacion
con L-arginina son las células bets de los islotes de Langerhans, ya
4que a concentracliones mdximas de 20 mM ia liberac¢idn de insulina en
fatas normales es de 20 ng/ml., en cambio la liberacidén de glucagon
por céiulas alfa al mismo estlmulo de arginina es de 3.4 ng/ml
(22,41,

Esta concentracidn de arginina sa ha probado para Bomatostatina,
producida por las cllulas delts de! pincreas, peroc se ha demostrado
que a una concentracién de 10 mM de arginina, se&@ produce una
liberacitn de somatostatina de 40 pg/ml, una l!iberacidn de insulina
de 18 ng/ml y una liberacidén de glucagon de 2 ng/ml (14},

Esta estimulacidn es dependiente de la dosis administrads (1) y se
potencla al utilizarse D-glucosa en un rango de concentracidn de 3-27
mH (45,48), fructosa a uns concentracidn de 16.7 mM (§17) & potasio 10
mH 14y, stendo la cantidad de insulina libersda dependiente de la
concentracidn de arginina administrada como £ 1] menciond
anteriormente, este efectc puede cobsérvarse en ta figura 6.
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Se cree gque ©! potasio causa la liberacidn de la insulina por una
despolarizacitn de la membrana plasmdtica y abriendo los canales de
caleio, sensibles a2 los cawbios de voltaje, en preasencia de srginina,
@) potasio estimula 1a produccidén de Insulina e inhibe Ia de
glucagon, cerrando posiblemente los canales de calcioc de las células
alfa (7).

La liberacitn de la insulina, tambidn estd relacionada con el Ca 2+,
La estimulacién de la secreclén de insulina por glucosa,
suifonilureas potasio, estd asociado con un aumento en el calcio
citoplAsmico en las células beta pancredticas, estas acclones estén
mediadas por la despolarizecion y flujo del calcio a través de los
canales sensibles a los cambios de voltaje. Ademas e! AMPc al
parecer sensibiliza Ja maguinaria secretoria en la sehal de calcio.
En las cdlulas beta, el aumento de calcio inducide per ja glucosa, es
preacedido por una disminucidbn {nicim]l de este catiétn, lo cual se
atribuye a wuna secuestracién intracelular y a un transporte al
exterior. Esta reduccidn esn el calcio en la célula beta, provoca una
inhibicidn de l1a libaracibn de i{nsulina (23).

La respussta de! pincreas a arginina en el estado diabeético junto con
una potencializacién hiperglicbmica se considera comoc un indicativo
de Ja disminucidén de Ja capacidad secretoria de& insulina por parte
del pancreas. Es muy probable que este aminodcido sea matabelizado
dontro de las ctlulas beta de los fslotes de Langerhans, ya que se ha
demostrado que en islotes transplantados # higado de rata la arginina
también los estimula para la produccidn de insulina. La secrecidn de
insulina estimulada por arginina es de la misma naturaleza que la
provocada por glucosa, ys que también es vif8sica (37, como pusde
observarse en la figura 5.

La gtlucosa 27.7 aoH y la arginina B6mM estimularon la secrecidn de
insulina e&n pancreas de ratas normales. Cuando una infusidén iniclal
de arginina era seguida de una segunda administracién del aminodcido
aproximadamente a ios 50 minutos después de ta primera
administracidn, I!a respuesta de insulina a! aminoclcido fue mucheo
menar que en ia primera infuslbn, perc cuando despubs de la primera
infusidn de arginina, se administraba una dosis de glucosa 27.7 mM 1a
respuesta de insulina a la segunda administracidn de arginina fue
aproximadamente 6 veces mayor., de acuerdo & lo anterior podemos
observar que la gluccsa ejerce un efecto primario en la estimulacidn
de la secrecidmn de insulina por arginina en ratas normales.

En las ratas diabdticas, ta respuesta wsecretoria fue disminuida:
aunque ia respuesta a glucosa fue totalmente disminulda, la respuesta
a arginina sa conservé, aungue de una manera menor; la relacidn de
-espueTta - a glucosa ¥ a arginins, fue del 0.01 v 0.2%
-aspectivamente, esta diferencia de relaclones fue significativa.

Estudios Jin wvitro sugieren que el efecto de la glucosa sobre la
estimulacién de la secrecidn por arginina, puedan involucrar tanto un
{ncremento en la respuesta (V max) y un incremento en la sensibilidad
de la cé&lula beta a la arginina, por ejemplio un decremento de ia
EDSO,
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Se considera que la potenciacion hiperglicémica al! estlmulo de la
arginina, es un indicador de la disminuecidn de la capacidad
secretoria del plncreas. Los resul!tados demuestran que los valores
de EDSO para la primera y Eegunda tase de !a secreciédn de insulina
por arginina son significativamente diferentes uno del otro y gque la
glucosa Incrementa la Vmax de cada fage sin alterar la ED5S0.

Se ha encontrado que la arginina sola provoca Is secrecitn de
insulina y de glucagon, pero en concAntraciones menores la secrecidn
se reduce en un 59 a 79 % de lo que ccurre normalmente cuando o5
acompafiada de glucosa, se cree que l!a arginina en ausencia de glucosa
aumente ¢! catabolismo endbgenoc de lasg dos hormonas como se ha
observado en pAncreas expuesto a diazdxido y sulfonilureas (3).

La respuesta del pancreas a la arginina, en cuanto a l!a produccisn de
{insulina como se dijo anteriormente es bitawica, la primera fase de
secrecion de la hormona se¢ presenta a los tres minutos después de la
adninistracldn de! aminodcido y la sesgunda fase s& ocbservs alrededor
de los trelnta minutos después, como 10 demuestran los estudios
realfzados por Conseli et al (6,

Estudios realizados para medir la concentracidn de insulina en suero.
administrando arginina en diferentes concentraciones han encontrado
que para llegar a un mAximo de secrecitn de insulina en la primera
fage, se necesitan 0.6 g de arginina, que corresponden a un EDSO,
expresado como concentracian de arginina en suero, de aproximadamente
0.6 mmol/1, El EDSO para |la segunda fase de la secrecidn de insulins
por arginina es de 2.7 +/- 0.4 mmol/| en el hombre y 5-6 mmol/! en ta
rata. La marcada diferencia en la EDSO entre la primera y segunds
fase de la liberacibtn de Insulina implica Que la regulacidn de lsas
dos fases por arginina, puede inveolucrar diferentes mecanismos.

El hecho de gue la glucosa no altere la EDSO para la arginina, puede
involucrar un efecto de reabastecimiento de ATP por parte de la
glucosa, el cual es =mAximo a niveles de glucosa de alrededor de 5
mmol /)

Todo lo anterior nos indica que en el hombre la regulacién de las
dos fases de secrecidn de insulina por arginina es diferente, con una
alta sensibilidad a arginina para la primera f{ase que para la
segunda. Ademds de que la hiperglicemia potencisaiiza la secrecibn de
insulina sin alterar significativaments 1a ED50 de !as dos fases de
la secrecidn de [nsulina por arginina <472

Esta respuesta de insulina a arginina disminuye con la edad ¥y esto al
parecer es independiente del secretageogo utilizado, todo esto esta

relacionado -con la edad dei individuo, con 1a reduccidbn de la
actividad de la enzima glicercfosfato deeshidrogenasa (46,8) y al
avance en Ia produccidn del estado diab&ético, como se mencliono

anterlormente, aungque no disminuye 13 produccibn de glucagon. ni adun
en diabéticos (a6).
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De todas las formas de administracisn utlilzadas tintravenosa,
perfusidn fn vivo e §n wvitro y administracioén intraperitoneal), las
Que mejorecs resultados han dado, han sido la técnica de perfusiédn y
la técnica de Inyecc{bn intravenosa (38),

La arginina no solo causa |a |iberacién de Insulina, glucagon
somatostatina »n 1] pancrsas, sino que también a grandes
concentraciones, puede producir grandes dafios en el pancreas, sobre
todo a concentraclones mayores a los 500 mg/100 mg de peso corporal,
entre los dofios que puade causar estd la desorganizacidn progreaiva y
dagenesracién de! reticulo endopldsmico rugose de las células acinares
Y una reduccidn en s] ntmero de zimbégenos, 10 apterior posiblemente
se deba a una accidédn negativa de la arginina wsobre la sintesis de
protelnas, interferlendc con ila produccidn de granulos de zimdgeno,
le cual explica !a reduccidn #n su ntmero.

Tambidn se han cbservado daflos en diverswos organelos como lo son las
membranas granulares, las mitocondrias, En 8] estado final de! dato
pancreAtico provocade por grandes cantidades do arginina se observan
célutas acinares necrétlicas, con signos de dafio celular irrevergible
camo Jo son la picnosis ¥ la cariorrexis de su nliciso (26),

Otro efecto de suma importancia en el dafic pancredtico provocado por
un exceso de arginina, es qQue esta inhibe la sintesis de poliaminas
necesarias para un rdpide crecimlento del los tejidos, lo cual
provoca una inhibicldn de la sintesls de Acidos nucielcos y protelnas
33y,
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2.4 POLIAHINAS:

Las poliaminas eon basces aiitAticas Qqua presentan dos o madg Zrupos
amino, las principales son l!a espermina, espermidina y ia
putrescina, cuyas propiledades se presentan en la tabla 2, ademds de
estas, existen otras poliaminas que son mencs comunes y Que se
encuentran en plantas y wmicroorganismos; estas se presentan on la
tabla 3.

Las poiiaminas son factores de crecimiento ¥y Su presencia es
necesaria para Ja regulacidén de varios procesos como 15 divisién,
proliferacidn y diferencimcidn celular; s pncuentran anmpliamente
distribuidas en los sistepas vivientes y estAn presentec como bases
alifAticas libres o conjugadas con carbohidratos, esteroides,
fosfollpidos y peptidos,

Ademds de ser factores de crecimiento las poliaminas también ayudan a
la estabilizaci®én de membranas celulares y particulas subcelulares,
ayudan a la estabilizacidn del DNA para evitar su desnaturalizacién,
ayudan al! oempacamiento del DNA en bacteribdfagos, estimulan la
sintesis de DNA y RNA y estabilizan &l RNA recibn sintetizado.

En base a su estructura quimica, se ha sugerido desde hace mucho que
las poliaminas pueden contribuir a l1a neutralizacidn de 1a carga
negativa de la cadena de DNA ya que a pH fisfoldgico la putrescina,
espormidina y @spermina son protonadas, presentando dos, tres vy
cuatro cargas positivas respectivamente.

Debido a su carga positiva, las poliaminas se unen a Acidos nucleicos
y otros compuestos celulares cargados negativamente, por ejemplo la
distribucién de¢ !a carga en la molécula de espermina provoca que esta
se una fuertemente a» dos grupecs fosfato on cada vuelta de la doble
hétice del DNA, tegulando la abertura del zurco formade por las dos
hélices ¢(36), comp se pusde observar en la figura 6, FPor lo tanto la
@spermina estabiliza la doble hélice uniendo sus dos hebras.

Se ha encontrado que las pollaminas causan mayores distorsiones en la
forma B usual dal DNA, incluyends transiciones de las formas A ¥y 2 ,
estos cambios en Ja conformacién del DNA pueden tener importantes
efectos en las funciones do los &acides nucleicos como lo es la
condensacldn de Ja cromatina, !a regulacidn transcripcional y la
recombinacidn del DNA ademds de la interacciédn DNA-protelna en |a
célula ¢20,12),

Las poliaminas tambi®n establilizan otras estructuras de doble hé&lice
como on las raices y vueltas presentes en rRNA y mRNA, ademis de que
estabilizan la conformacidn del! tRNA a través de !a unidn en sitios
especificos, es5tas, interacciones puedsn ser la base para Bus
efectos estimulatorios en la slntesis de DNA, RNA y sintesis de
protelnas (207,
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1a8LA 2 o+ PROPIEDADES DE LAS POLIARINAS ESPERRINA, ESPERAIDINA PUIRESCINA
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flqura (42t fodelos de Ja dinamica malecular de la interaccidn espermina-DNA:
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En cuanto a otras reacciones metabdlicas se ha demostrado que. Ias
poliaminas estimulan 13 Llipdlisis, incrementan la utilizacién de
fructosa en espermatozoides, inhiben Jla agregacidn de plaguetas,
inhiben a la ATP'asa y modifican o estimulan las actividades de
enzimas comso proteincinasas, fosforilasa, colincinasa, nuciedtido
cinasss etc.

Tamblén tienen etecros en |la silntesis oe protelnas ya que ayudan a la
tijacién de molbculas de tRNA a ribosomas, estimulan la metilacidn de
tRHNA, se asocian con los ribosomas, ayudan & la biocgénesis de
particulas riboscmales e intervienen en 1a iniclacién y fidelidad de
la traducclén principalmete.

La espermina y putrescina £8 encuentran comlUnmente en todos los
organismos y la espermina estd presente practicamente en todos Jos
organismos eucariontes, generalmente en cantidades del orden de los
milimoles. Las concentraciones de las poliaminas varlan de acverdo a
la vtapa del cicleo de crecipiento ceiular en €l Que Fe encuentre la
célula (figura 7) y )a induccldn de 1a ornitina degcarboxilasa que es
una enzima clave en !a biosintesis de poliaminas, &8s unc de los
primeros eventos en la  proliferacibn celular, por io gque las
poliaminas intracelulares, generalmente aumentan antes de que
incrementen los niveles de DNA, RNA o proteinas

2.4,1 Biosintesis de las poliaminas: La ruta generalmente ccnocicda
para la biosintesis de poliaminas es la que se presenta en la figura
8.

Se ha sugerido que la arginasa, gQue ot una enzima presente en una
mayor concentracién por el ciclo de la urea, @estd presente para
asegurar |la disponibitidad de !a wornitina para la biosintesis de
poliaminas , por lo tanto se considera que !a descarboxilacién de la
arginina por medioco de ls arginasa €s @l primer paso para la
biosintesis de poliaminas.

La ornitina estd presente en el plasma de donde es tomada y puede ser
también formada dentro de la céilula a partir de la arginina por medio
de 1a arginasa comec se menciond anteriormente.

En los mamlferos y otros tipos celulares e! paso limitante de la
biosintesis de las poliamines es la descarboxilacidn de Is ornitina
para formar putrescina, paso que es reguiado por la enzima ornitina
descarboxilasa la actividad de asta enzima aumenta en la tase § de la
mitosis sobre todo en linfocitos T (357,

La conversidn de ornitina a putrescina estd regulada por uma gran
variedad de estlmulos celulares, como el crecimiento cetular (35).
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BIOSINTESIS E INTERCON VERSION DE POLIAMINAS

Iigure & (35}
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En un paso comtn a2 la mayoria de todos ios organismos la espermidina
se forma a partir de la putrescina por la adicién de un grupo amino

donado por la S-adenesilmetionina, reacclan catalizada por la
aminopropiltransferasa espermidina sintasa. La adicidn de un segundo
grupo aminopropilo a |I» espermidina torma a la espermina, eEts
reaccidn estd catalizada por la awminopropllitransferasa esperminsg
sintasa. El ETrupo donadar de! grupo aminopropilo es la S~
adenosilmetionina que ok primero descarboxilada peor ia S-

adenosilmetionina descarboxilasa,

La sintesis de wespermidina y ecEpermina es dependiente de Ia
disponibilidad del donador del Erupo aminopropila.
Se ha encontrado que en plantss como la L. satfvus, e} compuesto
donador del grupo aminopropileo =n la bicsintesis de espermidina es
el L-aspArticc-B-gemialdehido.

En las células de los mamiferocs Iz espermina y espermidina pueden
sor transformadas de nuevo s putrescina como &9 muestras en la figura
8, e! primer paso es la acetllacién de un grupo aminopropilo de la
espermina, la reaccidn ag catalizada por la enzjima
esperoidina/espernina N-acetiltransferasa, para dar N-acetilespermins
el cual es de nuevo degradada por !a poliamina oxidass para tormar
espermidina ¥y el aldehldo 3 acetamidopropanal, comc se muestra en la
figura 9.

La esparmidins es tambié&n acetilada pocr 13 misma transferass ia n-
acetilespermidina asl formada puede ser degradada por la poliamina
oxldasa para formar putrescina y acetamidopropanal. La putrescina
puede entonces sar reciclada o metabolizsda a gama aminobutlirieco como
se muestra en la figura 10,

Las cuatro enzimas que regulan ja ruta del metabolismo de las
poliaminas son:

1) La Arginasa

2) La Ornitina Descarboxilasa

3) La S-adenosi{lmetionina Descarboxilasa

4) La espermidina/espermina N-acetiltransferasa

1 La arginasa es una enzima gue se encuentra abundantemante en el
higado de animales urotélicos y en cenores cantidades en el rihdn,
testiculc, bazo, mamas en pericdo de lactancia, etc; en los animales
la arginasa se encuentra en la fraccidn soluble del citoplasma y en
dfversas ettructuras celylares como las mitocondrias, lisosomas,
aparato de Golgi ¥ posiblemente en el nucleo de la célula,

Et peso molecular de la Arginasa es de 138000 y es estabilicada por

diversos cofactores como magnesio, cobalto y nliguel; el zine y
algunos aminodcidos bisicos como la lisina, ornitina y serina, la
desestabilizan; su pH oGptimo de accion esta entre 9.8 y 10 en

presencia de magnesio © cobalto, cuando se hace una mezcla de a&Etos
dos iones el pH bptimc es de B.5 a 3.
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La actividad de esta enzima depende de Ja presencia de un cofactor
como e} magnesio y solo presenta actividad cuando el sustrato
presenta wun grupo guanidinico con un radical amonioc libre y wun
carboxilo agociado a un grupo amonio o hidroxilo en alfa, ademis de
que tiene que haber cierta separaclén entre el primero ae! segundo;
los compuestos que cuaplen estas condiciones son la arginina, Jla
canavanina, la cupleina y la monobenzol! arginina,

2} La Ornitina Descarboxilasa tODC) (L-ornitina carboxi-liasa. EC
4.1.1,17) (5), es un dimere cuyo Km es de 75 uM, requiere piridoxal,
Yy S@ encuentra tanto en el nacleo como el citoplasma, sungue decpuds
de que se induce su accldn 1a meyor parte de la actividad es
citoplssmica, representa aproximadamente 1 parte en 6 v 10’ de la
protelna soluble an e! higado de la rata normal, La induccién de su
actividad es al parecer un acompafiamjiento universal de ta
estimulacién del crecimiento celular, su actividad es reducida en
presencia de putrescina y otras poliaminas (35).

La inhibici{én de ja ODC sin la administracidn de pollaminas, lleva a
detener la bioslntesis del DNA y la proliferacidbn celular. La
actividad de ta ODC puede ser inducida por varios tipos de hormonas
¥ su induccidn es asociada con el inicio del crecimiento celular: se
ha demostrado que el factor de crecimiento de los nervios, el tactor
de crecimiento dérmico y la insulina inducen la actividad de una
matera directa de la ODC en varios tipos celutares, I3 sccitn de
esta hormona wsta mediada por aminodcidos como la asparagina en
concentraciones de 2 a & umcl por mg de protelna, sobre todo en ta
fnduccidn de la actividad de la ODC por la insulina donde se ha
descublertc que hay un gran sinergismo entre estas dos sustancias
para inducir su actividad, ya gque sin este aminoadcido la insulina no
puede realizar esta accidn.

La actividad de 13 ODC es inducida por un némero limitado de
aninoAcidos que estAn relacionadcs por su reactividad primaria con
1os sistemas de transportes de aminodcido A y N estos, aminobdcidos
500 transportados  al interior de 1a e¢dlula por mMecanismos
transportadores depandientes del sodio (5).

3) La S-adenosil! metionina Descarboxilasa del higado de la rata
tiene un Km de S0 uM, es activada por |a presencia de Putrescina,
aunque se ha engontrado en astudios realizados con E coli que esta
enzima &5 activada por Mg, Ca y Mn, su actividad es inhibida por su
producto, la S-adencsilmetionina descarboxilasa y por el metilgtioxal

bils-guwanidilhidrazona, que es un analoge estructural de 1a
espermidina, a diferenclia de la [Ornitina Descarboxilasa (0ODC) no se
conoce algun itnhibidor especifico para esta enzima, la aplicacién de

poliaminas exSgenas lileva a la reduccidn de la S-adenosi! metionina
descarboxlilasa, y la reducciin en !a cantidad de poliaminas lleva a
un aumento en la bicsintesis de la enzima,
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4) La espermidina‘espermina MN-acetiltransferasa es una enzims
cltosdlica, que se ha aisiado del higasdo de la rata, cuyo peso
molecular (M) es de 115,000, se encuenhtra formada por dos subunidades
de 60,000 cada una, Actta sobre Ia espermidina para formar
exclusivamente N-acetilespermidina.

La espermina es acetilada pars dar N-acetilespermina que puede ser
posteriormente acetilada por esta eanzima para dar N1, NL2-
diacetilespermina aunque este compuesto no se ha detoctado in vivo.
La enzima e altamente especifica & un grupo aminopropilo unide a un
grupo asmino secundario,

La sintesis de ests enzima puede ser inducida por una umplia variedad
de estioulos toxicos, hormonas, poliaminas exbgenas y algunos
analogos sintbticos as] como factorps del crecimiento presentes en al
SUBTO.

Estas tres Oltimas enzimas estdn caracterizadas por su vida media muy
corta {(del orden de 'l hora o menos) y @] incremento en su actividad
¢s5 dependiente tanto de la biosintesis de las enzimas, como de la
reduccién en el rango al cual! la enzima es degradada.

Las rutas secundarias o terminales del metabolismo de las poliaminas
saon desconocidas aungque se han realizado varlos intentos para aclarar
lo antarior, como por sjemplo se sabe Que las "chalonas™, que son
reguladores especificos del crecimiento de los tejidos, disminuyen a
nedida que avanza Ja edad de) individuo, esta y otras evidencias
indican un posible papel de las poliaminas, lo cual lleva a sugerir
que tas chalonas pueden =ser polianminas oxidadas que rapida vy
reversiblemente se unan a protelnas debido a que poseen grupos amino
cargados positivamente ¥y un grupo carbonfilo en wuna molécula
relativamente pequefa, aunque esto no se ha demostrado plenamente.

E! metabolismo incrementado de las poliaminas en los tejidos en
crecimiento ha llevado a considerar el uso de polfaminas como
marcadores de tumores o© como Indices de terapias para este mal,
aunque estoc no se ha podido llevar a la prActica a nivel de clinica
debido en parte a problemas metodoldgicos, ademas do que la medicidn
de poliaminos en la orina no proporciona indicaciones especlficas de
ia presencia de tumores wmalignos, aungue recientemente se ha
demostrado que en pacientes qus han sufrido un transplante de cora:zbn
presentan cambios en las polilaminas urinarias sobre todo en sus
derivados acetilados, por lo tanto lJos derivados acetllados de las
poliaminas pueden prevenir situacliones de rechazo.

Otras aplicaciones de las poliaminas es =! usc de andlogos de esta o
inhibidores de su biosintesis para utilizarse en quimioterapias de
cAncer, E! descubrimiento de que los productos de oxidacidn de la
espermina o espermidina pueden matar parasitos {ntraeritroclitices sin
dafar al glébulc rojo abre nuevas perspectivas para un mayor uso de
las poliaminas en el tratamiento de enfermedades. (35)
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Al iguat que 1a L-arginina, las poliaminas & concentracionss
inapropiadas son citotdaicas, ya que 59 ha observado que al exponer a
células de E. coli a2 altas concentraciones de poliaminas, se inhibe
!a bios!ntesis de protelnas, esto al parecer so debe a que las

pollaminas a altas concentraciones reemplazan al! ion magnesio en
sitios especificos en los ribosomas de las células, provocando que 8l
ribosoma pierda su estructura activa, En E. Coll se sabe que tanto

la bdiosintesis y motabolismo d poliaminas westsén pars prevanir una
acumulacidn intracelular téxica de astas.

En el caso de células animales no tc6 ©std muy sepuro del papel
citotdxico de las poliaminas ya que dichas células presentan unas
onzima 1llamada poliamira oxidasa que actUa sobre eepermina vy
espermidina formando acrolelna, el cual es un compuesilo muy tbxico
para las ecdlulas y wenmpascars cualquier efacto tbxico de las
pellaminas. Las poliaminas son degradadas en las células animales
primerc por una acetilaci&n seguida de una oxidacién.

Una =anera muy importante en Ias células eucariontes de prevenir la
sobreproduccidn de poliaminas es la regulacidn negativa de la ODC por
poliapinas, Un mecaniswo adicional de regulaciétn negativa de ODC por
poliaminas parece ser através de !a regulacion de la estabjlidad de
ta protelna (36).

2.4,.2 Relaciébn de las Poliaminas en !a produccién de Insulina y
Netabolismo de Carbohidratos: La incubacitn de adipocitos de rata
con Insulina, wespermidina o esperaina, estimula la conversidn de
glucosa a C02, esto se presenta a concentraciones de pollaminas entre
t-50 uM, aunque no s5¢ sabe por que mecanismo se produce esto, se sabe
que esto no se debe a la fuerza ijonica de eslas moliéculas (30).

E] grupo de Elgavish demostr® Qque estas moléculas estimulaban el
transporte de D-glucasa an células ciliadas renales, asto
probablesonte se¢ debe a la inhibicidn de la via Na /H por espermina
esticulando as! e} mecanismo Simport de D-glucosa y Na. Se ha
demostrado reocientemente que algunas enzimas de |a via giucolltica
como  la hexogcinasa, fosfofructocinasa y piruvate cinasa son
activadas grandemante por esparmina (24).

Por medio de estudios de respirometrla se demostrd que la esperamina y
espermidina son capaces de activar la conversidn de D-glucosa a €02,
siendo la estimulacidn esencialmente {déntica a |a producida por
fnsulina en células jntactas. El grupo de Hougaard localizd altas
concentraciones de espermidina espermina en células productoras de
insulina por medio da fluorescencia eitogquimica (46).

La elevada concentracién de espermidina en el pAncreas y su relacidn

con L-arg es un indicic de que las poliaminac estdn implicadas en
parte con ¢! metabolismo de carbohidratos ¥ 1ipidos.
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En la tabla 4 se muestra la concentracién de poliaminas en el
pancreas de rata y ratén, seghn los estudios de Hougaard et a! en
1886,

Se han encontrado poliaminas en las cblulas productoras de Insulina y
#® ha ehcontratto que la biosintesis de in vitro de peollaminas es
estimulada por la glucasa. La glucosa es el mayor estimulo para la
liberacién ode insulina asl como para la estinulacion de la
replicacidn de los islotes. La sintesis do protelnas en los islotes
de Langerhans es estimulada también por !a glucosa a concentraclones
fisiolégicas, a diferencia de otras ctlulas.

Se sabe gue las poliaminas =on importantes para la blostintesis da
protelnas y para la divisidn celular. Ademds los sustratos para las
transglutaminasas presentes en las células beta han sido postuladas
como de gran importancia para la !iberacitén de la hormona. Por lo
tanto la estimulacidn de sinteeis de poliaminas por glucosa puede
estar relacionada a alguno de estos tres mecanismosx.

La glucosa estimula |a blosintesis de poliaminas noc solo desde ta
ornitina, sino tambliédn desde la putrescina, por lo tante es posible
que la glucosa afecte la actividad o cantidad tanto de l!a ornitina
descarboxilasa y enzimas gue intervengan en la biosintesis de
poliaminas [1-1.1.] la S-adenosilmetionildescarboxilasa, espermidina
sintetasa o espermina sintasa. No se sabe 5§ la glucecea ejerce un
efecto regulatoric de Ia bicstintesis de pollaminas de una manera
directa o indirecta, Ademds no se puede excluir que las poliaminas o
sus derivados puedan ser liberados de 105 islotes celulares como
mensajeros intracelulares o ciberninas (cybernins).

Lo anterlor es5ta soportado por Jos hallazgos en 105 experimentos
reallzados en modlos hidrolizados degpubs de 24~72 horas de
incubaclién con concentraciones nanomolares de espermidina ¥
espermina. en tales medios la relacioen espermidina/espermina fue 3-6
veces mayor que en !os {slotes

Tambi&n se ha encontrado gue aproximadamente e! 5X de la putrescina
as transformada a gama-aminobutirato, s5e ha descubierto este
compuesto en las células beta del pancreas adewmds de la enzima
glutamato descarboxi{lasa, enzima responsable de la producclén de
gama-aminobutirato.

Es por lo tanto posible que en las células productoras de insulina
exista la ruta del glutamato descarboxilasa y la ruta de la
putrescina para la formacidn de! gama-aminobutirato.

Estudios ciloquimicos muestran que Ja mayorla de las polfaminas estan
restringidas al citoplasma de las células productoras de& insgulina,
par lo tanto la evidencia sedala un papel! de la poliaminas en la
liberacién de insutina medf{ada por transglutaminasas ] como
mensajeros intracelulares (21,
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tabla &t ¢oncentraciones de unrmhn: ¥ REPATMING en pancreas total ¢ islotes wisladas
e rata' y raton.
{24
£ di i a6
n (mo”r.wmal 'r':u.) (m”ﬂ"io"#m.: E!nmﬂlnvﬂnminu
LIL8) Islotes ) 12,90, a.é1te.0
Pancreas Total 3 22.6%2.4 24218, 44
Raten tsiotes ] 20.455.6 12,250 1.75%0.43
Panceeas Tota! 3 WA 3.24%0.% ?.4002.8
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La incubacitin de celulas adiposas con insulina, espermidina o
espereina estinuld 1a convorsién de glucosa s bioxido de carbono e
inhibiy ta 1ipdlisis, Los efectos de tas poliaminas fueron
observados en un rango de concentracidn de 1 a 50 uM. a altas
concentracliones de espermina espermidina la oxidacitn aumentads de
glucosa y la Lipdblisis suprimida fueron esencialmente idénticas a loe
sfectos mAximos producldos por insulins, La putrescina no presentd

prapiedades somejantes a la insulina, ]l rango de utilizacidn de
glucosa no fue incrementado por insulina o© espermina cuando 1a
concentracidn de gluccsa fue wmayer a 30 mM. Las observaciones

anteriores sugisren Qque en las c&lulas adiposas las poliaminas al
igual que 1a insulina inhiben la lipblisis suprimiendo los niveles de
AHPc y facilitando el transporte de glucosa.

E]l mecanigmoc de accién de las polisminas respecto a lo antetior es
desconocido, psro no parece ser una funcidn de ia fuerza jonizar de
las poliaminas, ¥ya que la putrescina a fuerzas ionicas equivalentes
fue inactiva. a bajas concentracicnes de glucosa 13 espermidina y la
ingsulina aumentaron la utllizacidn de glucosa.

Se ha encontrado que las polliaminas puedan influenciar
significativamente Ias wmembranas blologicas, ademds da que hay
evidancia de quo pueden ecntabilizar las enzimas asociadas con la
wembrana de] retigulo endoplésmico rugoso (3Q)

La blosintesis de insulina en @1 phncreas se ha demostrado por los
estudlios realizados por Jean Morrisset y Ouhida Benrezzak, gquienes
encontraron que a) estiaviar el pAncreas de ratas con caeruleina, Que

es un anidlogo de la colecistequinina los niveles de putrescina,
espermidina y aspermina (1] incrementaron a9, 63 ¥ 50 »
respectivaments & Yas 12 y 96 horas despuds de! tratamiento, los

rangos en al incremente tanto del pesa dal pancreas como del
contenido de DNA fueron correlacionados positivamente coTn el
¢ontenido total de espermidina y esperminai estos datos sugieren Que
las poliaminas estaAn relacionadas con el crecimiento pancreatico.

E! contenido de espermina, espermidina y espermina !ncrementaron
progresivanente a medida que ia célula atravesabs por la fase Gl de
la mitosis, @l incremento fue observado primero para la putrescina,
lo cual coincidld con los incrementos observados en 1as protelnas
el contenido de RNA, asl como con la iniclacidn de Ia fase 5 de la
witosls caracterizada por un incremente en la sintesis de DNA, los
cambios en la concentracidn de espermidina y espermina fueron
obgervados solo cuande l!a concentracidn de DNA llegd a su madximo, de
acuerdo a lo anterlor se puede concluir que las poliaminas juegan un
papel muy importante en el crecimiento del pancreas (37),

Se ha demostrado que laos poliamimas estimulan el transporte da D-
glucosa ¥y la actividad de ta ATPasa en las membranas. E| efecto an
el transporte de glucosa puede ser debido a un efecto directo de las
poliaminas en los acarreadores de glucosa de laF membranas © puede
sar un efecto indirecto en el transporte de glucosa como resultado de
“1a {nhiblcidn de los mecanismos de la toma.de sodio (113},
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2:5_INSULINA,

2.5.1 Funcidn:

La funcién principal de la Insulina, consiste en controlar el
transporte de I»s glucoss desde o1 torrenta sangulneo hesta lag
cédlulas, donde es oxidada; se le conoce como una hormona regulada ya
que responde al estlmulo de la glucosa.

La insulina tiene efector en?

3! Hetabolismo de carbohidratos.
2} Metabolismo de protelnas.
3) Metabolismo de lipidos.

1) Efecto de insulina en @] metabolismo de carbohidratos: Uno de los
efactos ads {#mportantes de la insulina o5 el de la absorcian de la
glucosa en w] higado para almacenarla en forms de glucdgeno, el cual
es vtilizado en tiempos de ayuno para- liberar Jla glucosa al
organismo, manteniendo la glucemia.

Los mecanismos que estimula 1la insulina en el wmetabolismo de
carbohidratos, son los sigulentes:

a) Inhibici®én de la tosforilasa: Lo cual impide Ia destruccién del
glucdgeno; l!a fosforilasa es una enzima gue causa el cesdoblamiento
hepatico del glucbgeno en glucosa.

b) Incrementa la actividad de la glucocinasa, Jlograndose con esto
que 1a captagidn de glucosa presente en la sangre por las células,
aumante; la glucocinasa causa la fosforilacidn inicial de la glucosa

&! entrar a 1a chélula legrandose con esto retenerla, ya que la
glucosa fosfoarilada no puede difundir a través de la membrana
plasmatica,

e) Aumenta 1a actividad de la fosfofructocinasa y la gluedgeno
sintetasa, que son enzimas que promueven la sintesis de glucbgeno: la
primera causa la segunda mrtapa de fosforilacidn de la molécula de
glucosa y la segunda se encarga de la polimerizacidn de las unidades
de glucosa para elaborar el glucbgeno.

Por medio de estos mecanismos, la concentracidn de gluchbgena en g}

higado puede aumentar hasta un 5 - 6 % de la masa hepatica, la falta
de 1nsulina provocar& una disminucidn © anulacidn de todos los
efecgtos, dando paso a la glucogendblisis, lograndose una degradacidn

del glucdbgeno aimacenado para mantener la glucemia,

La insulina detiene la gluconeogdnesis por inhibicién de la actividad
y cantidad de las enzimas necesarias para ello, parte de este efecto
se debe a que la insulina disminuye la liberacitn de aminodcidos en
tejidos extrahepdtices como el musculo, reduvciende la disponibilidad
de los precursores necesarios para la gluconeogtnesis (34),
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La tnsulina tiene etecto directo en la membrana de la célula muscular
facilitando el transporte de glucosa, ya que sa ha observado qua la
hormona estimula [a difusitn de glucosa uniendose a una proteina
receptora especifica, aumentando de 15-20 wveces el transporte de
glucosa a) interfor de la cblula nuscular en reposo, ademds de gue
posiblemente meodi{fique la permeabliidad de la merbrana 4 la giucosa
ayudando a2l efectc de absorcibn.

En cerebro, la insulina no tiene ningin efecto ya que las neuronas
son muy permeables a Is glucosa.

by Efvecto de Insulina en el HNetabolismo de 1As Grasas: La
insulina al ayudar a 1a {introducecidn de i3 glucosa dentro do |3
c&lula, provoca varjos mecanismos que llevan al! depbsito de grasas en
e! tejido adiposo, de l1os cuales uno &5 @l aumento de la utilizaclon

da glucosa por los tejldos del organismo, lograndose con esto
"ahorrar grasa™; también la insulina promueve la sintesis de acidos
grasos en las chlutas hephticas, wutilizando glucosa, los &cidos

grasos lintetlzadus.':an transportados y depos!tados comc grasa en el
tejido adiposo posterformente.

Los mecanismos por los cuales la hormona incrementa la s!ntesis de
4cidos grasos en el hlgado son los Biguientes:

1 La insulina {ncrementa el transporte de glucosa p |as células
hepaticas para la sintesi{s de glucdgeno en la cétuita, al aumentar de
un 5 a 6% la concentracidn de este en el hlgado , se inhibe por si

misma la sintesis de glucdgeno, por lo que toda !a glucosa restante
que queda en ia célula es utilizada parn la formacldn de grasa,
transformandose por la via glucollitica en piruvato, y este a su vez
en Acetil CoA del cual se sintetizan &cidos grasos

2) Cuando se utilizan cantidades elevadas de glucosa para energla,
se forma un exceso de iones isocitrato por el ciclo del acido
eltrico, que tionen efecto directo en la activacidn de la
acetilcoenzima A carboxilasa, necesaria para iniciar la primera etapa
de 1a sintesis de Acidos gracos gue serdn utllizados dantro del
propio hlgado para sintetizar triglicéridos necesarios para la
tormacibn de las !ipoprotelnas y forma com@n de almacenamiento de
grasa.

La insulina tiene en gran parte e! mismo efecto en las células
adiposas que en las hepaticas para la slntesis de acidos grasos,
aungue la cantidad de Acidos grasos sintetizados por esta via es muy
bsja., ya que para este roceco s0lo se utiliza la décima parte de la
glucosa gque se transp al higadec.

an La insulina activa a i®» lipass de lss lipoprotelnas del tejido
adiposo, que desdobla de nuevo 3 los triglicéridos convirtibéndolos en
&cidos grasos, este fendmeno es indispensable para que las células
adipoesas abserban a los Acidos grasos y Jos puedan almacenar de nuevo
en forma de Lrigliceridos.
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Otros dos efectos que tiene ia insulina pars e! almacenamiento de
grasas en las células adiposas son:

- ks insulina inhibe Ia accidn de la lipasp hormoncsensible, enzima
que causa !a hidrblisis de los triglickridos en las células de grasa,
inhibi#&ndose por 1o tanto la iiberacitn de dcidos grasos » l2 sangre.

= La insulina promueve sl transporte de glucosa al interlor de las
células de grasma de la wmisma forma que en las célulus ousculares.
Parto da esta glucosa se utiliza para Ia sintesis de acidos gErasos.

Durante e) desdoblamiento glucolitico para realizar este praoceso, s&
forman grandes cantidades de alfa glicerofosfato, que proparciona el
glicerol que se une a los Acidos grasos para formar triglicéridos,
que 59 depositan en las c2lulas adiposas.

De aduerdo con 1o anterfor, cuando no se dispone de insulina para
promover la entrada de glucosa & las cblulps de grasa, se §nhibe ©
bloquea en forma considerable e! depdsito de grasas.

3) Efecto de Ia Insulina en el Metsbolismo de las Protelnas y en el
Cracimlento: Cuando se disponhen de cantidsdes excesivas de
nutrientes en Ia sangre circulante, cemo por ejemplc después de unpa
comida, adeofs de los carbohidratos Yy grasas en Jos tejidos,
también se almacenan proteinas, accidn sobre la cual la insullns
juega un papel muy impertante. Los mecaniEmes que se  han
descubierto, por los cuales im insulina ayuda al metabolismo de las
proteinas son tos sigufentes:

a) Lr {nsulina causa el transporte activo de muchos aminodcidos al
interior de Ias <cllulag. Los aminodcldos que passn con mayor
intensidad, son: 1a valina, leucina, isoleuctina, tirosina
fent!lalalnina. En consecuencia., la insulina comparte con 1a hormona
de! crecimiento Ia capacidad de aumentar Ia captacidn de aminoacidos
por las cé#lulas.

B) La insulina actta en !a slntesis de proteinas incrementando ia
entrega de emergis pars dicha sintesis, ademds de que tiene efecto
directo on los ribosomss ya gque Ee¢ ha encontrado que la insulina
ayuda a sumpentar el nltmerc de estos en la sintesis de proteinas,
ademhs de que mwmejora la unidn de los ribesomas a1 B-RNA (34)
aupentande la eficlencia de la traduccidn.

¢} Durante un periodo prolongade la insulina también aumenta la
transcripcidn del! DNA en los nticleos celulares, formando asl,
mayores cantidades de RNA. Incrementa 1a formacisin de nuevo de DNA @
incliusc la reproduccidn de la c&lula. Tedos estos efectos, promueven
atn mhs la sintesis de protelnas. i

d) La insulina también {nhibe el catabolismo de la protelnas y por lo
tanto la liberaciétn de aminocacidos de las células, sobre todo de
aminobdcidos glucogdnicos. Posiblemente este hecho depende de clerta
capacidad de 1a insulina para disminuir Ja degradacidn normal de
protelnas por los lisosomas.

Pagina - 41



La mayoria de los aminokcidos gluconeogbnlicos 1{beradas de s
destruccibn ds las protelnas, como un resultado de una insuficiencia
de insulina y una diabetes no ceontroladas, entran 3 |a ruta de la
gluconeogtnesis via piruvato., wl piruvato eas transformado &
fosfoonolpiruvato por la acciédn secusncia! de Ias enzimag piruvato
carboxilasa (PC) y fosfoenolpiruvato carboxlcinasa (PEPCK), que son
dos enzimas claves en |a regulaclion de la gluconecgénesis, Las
actividades de estas dos enzimas se incrementan en la diabetes. Se
ha demestrade que |3 insulina reduce la actividad de estas enzimas en
@i hlgado, pero sclo en un 16 % (34).

La deficiencia de insulina no produce una seslevacidn en la actividad
de estas enzimas, pero se sabe que los glucocorticoides inducen
grandes incrementos en Ja activided de la PEPCK (342,

En un sstado diabético hay un catabol!ismo aumentado de protelnas y
&lntesis Jdisminuida de estas, una actividad incrementada de la
glucosa~6-fosfatasa y fructosa-1,6-difosfatasa (34)

Estudios realizadas con glicerol marcado demuestran que la insulina
cambla la direccidn de utilizacidn del glicerol! marecado, de slntesis
de glucosa a sintesis de protelnas . La ruta PC-PEPCK no participa
en la transferencia deo! carbono marcado del glicerol en la ruta de
la gluconeogénesis ni en la ruta de la biosintesis de protelnas. Lo
anterior noE pruebas que J1a insulina controla la gluconeogénesis
estinulando la slntesis de protelnas (34).

El efecto inmediato de ia insulina an el blegueo da la
glucconeogénesis es el de dirigir e! flujo de sustrato, como lo son
los aminocdcidos glucogénicos, através de la sintesis de protelnas y
no e! de bloquear la actividad de la PC ¥ la PEPCK. (34)

a) En el higacdo la insulina deprime la gluconeogbnesis al disminuir
la actividad de las enzimas que !a fomentan, como la PC y la PEPCK,
pero solo lo hace en aproximadamente wn 10 X, como se menciond
anteriormente. Como l!os sustratos utilizados para la sintesis de
glucosa por Ja gluconeogénesis son 105 aminodcidos plasmdticos esta
supresidn de la pgluconeogénesis conserva. a los aminodcidos en las
reservas de protelnas del! cuerpo.

Por lo tanto la insulina fomenta !a formacidn de proteinas y tamblén
impide su degradacisn, lo cual ayuda grandementse al crecimiento del
organismo; af! parecer la hormona del crecimiento y la insulina
funciona de manera sinérgica para promover &ste, realizando cada una
su funcidn especlfica por separado.
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2.5.2 Bioslntesis_de 15 Insulina:

La insulina es una protelna compuesta por dos cadenas de aminodcidos,
llamadas A y B (ftigura 119, conectadas entre sl por enlaces
disulfuro, <on estructura terciaria y cuya ruptura provoca que E&
plerda fa actividad funcional de esta hormcna.

La Llnsulina, es produclda por las c&lulas beta de los islotes de

Langerhans a partir de |a preproinsulina, por un aoecanismo de
slntesis de protelnas ordinario, el cual comienza en e! nbiclao, con
la activacién de un gen presente en e! DNA, que determina la

composiclidén de 1a preproinsulina, transcriblendose en Ja banda de
otro Acido nucleico, &1 RNA que origina y procesa a su vez el RNAm,
que se exporta al citoplasma celular, sirviendo como molde para la
sintesi{s do la proteina en los ribosomas, los cuales son Organelos
encargados de unir los aminobclidos, que van a formar parte do las
protelnas, siguiendo una secuencia ectablecida por el RNAm (figure
13).

Los ribosomas que producen la preproinsuline se encuentran anclados
en el exterfor da una red compleja de =sacos saplanados que Eo8
distribuyen por el citoplasma, los cuales se van englobando unos en
otros de tal manera que la red se transforma en una bolsa !lena de
cireunvalaciones, & @ste compiejo se le llama Reticulo Endopldsmice,
y en la zona de este reticulo donde se encuentran los ribosomas, se
le !lmama Retlculo Endoplasmice Rugoso.

Al ser sintetizada la prepreinsulina en este zona, la protelna pasa
degsde e} ribosoma, a través de ia membrans del RER (52, La
preproinsulina, tiene un fuerte caracter hidrofdbico dado por las
extensiones N-terminales l!as cumles se piensa promueven !3 asociacibn
de los ribosomas con la wembrana de! reticulo endoplasmico, lo que
lleva a una descarga vectorial a través de ia membrana dentro del
espacio de la cisterna del reticulo endoplasmico (9),

En cuanto &sta alcanza e]| Jumen o porcidén interior del RER (figura
13), la presecuencia es degradada por proteasas sintetizadas también
por los ribosomas, quedando proinsulina, como !o demuestran estudios
realizados con métodos autorradiogrdficos, ya que se ha encontrado
que transcurridos cinco wminutes despuds de! marcaje con aminolcidos
radioactives, la mayorla de las moléculas rtadioactivas se encuentran
en et RER: por cromatografla se puede observar que la molécula
predominante es la proinsulina, esto indica que la preproinsulina se
rompe apenas se ha formado, dando lugar a la proinsulina.

La hidrdllisis enzimdtica de la preproinsulina deja en e! interior del
RER a l1a proinsulina, que es una Rolécula gque agrupa las cadenas de
aminoacidicas de la insulina A ¥y B, y un péptido de unidn |lamade
péptido C, que engarza el final de una cadena con el principio de la
otra, este péptido se separa de Ja molécula original torméndose Ia
insulina (57,
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h'usl 12 /s Estructury de 12 rulnluhna humand
105 amrnodcidos marcados circulos punteadas son las ronas de union con o) peptido €.

fisura 12 81 Estructura del peptide €,
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BIOSINTESIS DE INSULINA
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La proinsulina sufre en el interior del retlcuio endopldsmicc , un
procesc de acomodamiento Yy oxidacidn de grupos sulfidrilo de las
cistelnas presentss en ! lugar 7 y 19 de la cadena B, y log lugares
72 y 85 de la cadens A de ia woldcula de prolnsulina, para formmr
puentes de disulfuro que van a dar 1a actividad y conformacidn
caracteristica de la molécula de insulina

Al realizarse todos estos pasos y la sintesis de otras protelnas camo
%on algunas proteasas, va a2 haber un flujo uniforae de pequefias
vesiculas procedentes de)] reticulo endopldsmico. portadoras de una
gran variedad de todas estas protelnas de sinteals reciente hacia los
shculos del aparato do Geoigl (figura 13) en un proceso que reguisere
de aproximadamente da 20 minutos (9).

El aparato de Golgi presenta dos tipos de grinuloss Los grAnulos de
secresidn recubiertos, que tienen una caps de filamentos gue recubre
S8 membrana externa, los cuales estdn formados de una protelna
1lamada “"clatrina™, que estdk relacionada con movimientos de |a
membrana sobre todo con la gemacidn de fragmentos de membrana.

El segundo tipo de gradnulos., que son 1los mdc abundantes y se
ancuentran dispersos por todo el citoplasma de la célula beta, son
los granulos "no recubiertos™, !lamados ®»5! porque no presentan 12
capa de clatrina y provienen de |Ilos grénulos cubiertos, estos
grinulcs dan lugar a los |lamados grdnulos beta.

Cuando llegan las ves!cutas del RER (anterlormente mencionadas) a los
sdculos del aparato de Goligi, ostas ss fusionan con la membrana del
sdculo que astd mds préximo a! RER (este lado del sAculo se le llama
cara cis o cisterna ¢is), la transferencia protéica de una cisterna
del aparto de Golgi = Ia siguiente se realiza por medio de
microveslculas, similares a las qus transportan las protelnas del RER
al polo cis de los saculos del aparato de Golgi.

Las microveslculas surgen por gemacién del extremo de una cisterna,
viajfan a la siguiente y se fusionan con olla, este procesoc se¢ replte
hasta que @ alcanza @] palo trans, donde las cisternas van a emitir
unas yemas O extromidades dilatadas que 1levan filamentos de clatrina
¥y en las cuales llega & apreciarse un contenido denso de protelnas;
estas invaginaciones dan lugar a los grénujos de secresion
recubiertos.

Por medio de medicliones con autorradiografia Yy técnicas de
microscopla electrdnica se ha descubierto que la transformaciédn de
proinsulina en {nsulina se realiza especificamente en los granulos de
secrecidn recubiertos del aparato de Golgi (5}, La transformacidn de
preinsulina a insulina se comporta como umna reaccidn de primer orden
¥y s5¢ lleva aproximadamente en una hora par. un tipo de tripsina y por
una carboxipeptidasa la cual es neceegaria para resover los rasiduos
C-terminales resultantes de la tuptura por la tripsina (9.
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La proinsulina se une a unos receptores presentes en !a cara interna
de la membrana del aparato de Goigi, lo0s cuales van a transportar a
Ia hormona hasta las cisternas de! polo trans. Almacenada alll ta
proinsulina, 8] extremo dilatado de Ias cisterna es estrangula hagta
convertirse en un grhnulo de secrecién recubrierto.

Se ha descubierto en los granulos de secrecidn de 1a hiptflisis: ACTH
e insulina. asto indica gue, ademds de las células beta, hay otras
ctlulas equipadas también con receptores que mgrupan las protelnas en
los grénulos secretores, 1o que sugiere que un receptor puede
reconocer varias protelnas reguladoras.

La produccién de insuiina a partir de proinsulina en los griAnules
recubiertos requiere de la separacidon del péptido de unitn o péptido
€. En consecuencia por cada molbcula de insulina que se sintetiza se
genera otra molbécula de péptide C, transportado con aquella en los
granulos de secrecibn recubiertos. a través de los sdculos de Golgi.

Se ha encontrado Jla exi{stencia de un gradiente de acidifiecacién
progresiva entre los grawnulos recubiertos y los grdnulos sin
recubrir, el cual se halla en relacién inversa con la cantidac de
insul ina presente en dichos grAnulos. Sugiere que la acidificacidn
del interior de los granulos recubiertos es un factor importante a@n
la activacidén de las proteasas. Cilerto nfimero de molbculas alcalinas
como e! cloruro de amonio, Qua ¢ acumulan en los grénules ¥
neutralizan el ph Acido, inhiben la ruptura de la proinsulina.

Junto con el péptido C y una pequefia cantidad de proinsulina sin
romper ia insullna se aloacena en gradnvios sin recubrir y maduros,
dispuesta para su secrecifn en respuesta a un estimulo apropiado. En
1a ruta hacia la membrana celular donde s& produce la secrecidn,
algunos granulos se fusionaran con lisosomas, que podrian
considerarse Ilos basureros celulares. Esto conlleva la total
degradacidn de la insulina en estos grinulos,

Conforme aef granu)o secretor ilega a! limite celular, la membrana del
saculo se fusiona con la membrana celular, rodeada de capilares que
lisgan a! torrente sangulneo, en estos capilares se secreta la
insulina liberAndola a |a sangre, a este proceso se le |laoa
amiocitosis (397,

Esta hormona es liberada al! torrente sangulneo provocade por un
aumento en la glicemia, la liberacidn de )la hormona se acompafa junto
con una liberacién de 2Zn, cuya funclién es5 la de acomplejar las
moléculas de insulina formando un hexdmerc osmdticamente inactivo ¥
una forma cristal!ina bioczuimicametne estabte (8); para iniciar sus
efectos sobre las células blanco, la .insulina se 11}a en protelnas
receptoras de |la membrana, activando al recepter que inicia Jos
efectos de la insulina ( los mecanismos de este efecto aftn son
desconocidos). Pero lo que s! se sabe es que los receptores activados
excitan a) sistema de AMP ciclico, €1 cual se piensa es un segundo
mensajerc para fomentar algunos de los efectos de la insulina (40).
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MATERIAL BIOLOGICO:

Para la realizacidén de los experiwentos se utilizaron 40 ratas Long
Evans de 280 - 360 g de peso, tas cuales se dividieron en cuatro
grupos de diez cada uno, los phncreas otenidos de estas ratas
tuvieron un peso promedio de 1.2721 +/- 0.2065 g.

MATERIAL QUINICG y APARATOS ANALIT!ICOS:

Se utflizaron }os reactivos necesarios psara ls determinacidn de
arginasa, protetnas, pesc seco, ‘urea basal, glucoEa en suero ¥
poliaminas (ver corolario de tkcnicas).

Para la cuantificacion de poliaminas se wutitizé un aparato de
Cromatografia Lligquida de Alta Resolucidn (HPLC) marca Waters
Associates Inc (143, con una columna C-18. con un tamafo de particula
de 10 micras, &t de catalogo 50334, de la marca Merck .

Fara |a lectura de !as técnicas colorimé@tricas aplicadas, se utilizé
un colorimetro de [a marca Science Essentlals, modelo P-1.

METODO:

Se formaron los siguientss grupos de rat

GRUPO 13> RATA NORMAL CONTROL

GRUPO 2) RATA NORMAL TRATADA CON SDLUCIDN DE ARGININA Y GLUCDSA
GRUPOC 3) RATA DIABETICA CONTROL

GRUPU &> RATA DIABETICA TRATADA CON SOLUCION DE ARGININA Y GLUCOSA

La diabetesx en Ioe grupog 2 ¥y & s indujo Inyvectando aloxana a una
concetracidn de 120 mg/kg de peso disuelta en solucidn salina.

+ Al grupo ! s2 Je adainistrd por via intraperitoneal solucién
salina, la wmisma wutiljzada para disolver la L-arginina y la D-
glucosa.

+ A}l grupo 2 se le administré por vim Intrapsritoneal! 1 ml de una
solucidn de L-arginina 10 mM y glucosa 3.3 aM.

+ Al grupo 3 se 1o administré por via intraperitoneal solucion

sal ina, ta misma wutilizada pars disolver lta L-arginina » la D~
glucosa.
+ Al grupo 4 se |e administrd por via intraperitoneal 1 ml de una

solucidn de L-arginina 10 mM y glucosa 3.3 all,

Fagina - 49



Degpubs de un periodo da 20 minutos (5,21) se procedid z anasteslar
a ias ratas vtilizando quatalar y droperidol, para extraer sangre via
bifurcacldn de |m aorta y phncreas.

La sangre fue recolectada en tubos de ensaye y se dejd coagular
aproximadagsente unos 20 minutos, deuspuds de @ste tiempo se procedid a
centrifugar a 3000 rpm durants IS5 minutos para separar @) codgulo del
suero, despubs do los 15 minutes se detuvo la centrifugacidn y se
colectaron ias musstiras de suero p ia cuantificacidn Linmadliata de
glucosa.

Las muestras de pAncreas fueron recolectades sn solucidn salina al
0.9% con el objeto de lavar 3 la gldndula y eliminar todo resto de
sangre posible, posteriormente se procedid & eliminar el excesoc de
agua colocando a 1a glandula sobre un papal filtro, acto seguido se
ptocedid a pesar 8! bdrgano

Los pdncreas as) tratados fueron entonces homogenlizados en solucién
salina a2l 0.9% , y a e¢ada homogenizado ss le reslizaron las
siguientes determinacions

1) PES0O SECD 4) UREA BASAL
23 ACTLVIPAD DE ARGINASA $) GLUCOSA EN SUERQ (METODD GDD-FAP)}

(MERK)

3} PROTEINAS (METODO DE LOWRY)
&) CUANTIFICACION DE POLIAMINAS POR
HPLC

En la figura 14 se presentan 1os pasos realizados para el tratamianto
de ‘las muestras
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tigura t4: DIAGRAMA DE FLUJO

EATA NORMAL cnu'rnm.l lnn'm Nonnm_l [RATA uur«,nm.J
TRaTARIENTO | »
ALOXANA
RATA DIABETICA

T
ADMON INTRAPERITONEAL ADMON, INTRAPERITONEAL
1 ml SOL. SALINA 0.9 3 1 ml SOL. L-ARG 1OmM
NaCl D-GLU 2.2 mM
L |
L ANESTESIAR
r
SN w— -
TE (ThACC IO F‘QNCREF\SJ EXTRACCION BANGRE
- T {(Via arteria femoral)
l—;‘-'nrr:REAé}
[
HDHUG:Y‘IZHFJ
R CENTRIFUGNAC ION

EII*I‘v:.:,J UREA EARSAL Y GLUCZOSA EN S'JEF(’.?"
F

e

FRREFARACION DE LA MUCE(Fer)
f AR HELE '

T
DD - —
POFERITiON DR FOLIAMINAS
i FOR HFLD

* arosana 100 mc/iu de pese
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4) RESULYADOS:

En las figuras 14 a 22 se presentan ios espectros de !os estandares

da las polianinas y las muestras de cada grupo mhe representativec.

En ta tabla 5 y figurs 23, se preseantan !os resultados de giucosa
suaro de rata, de todos {Os gErupos.

El 13 tabla 6 y figura 24, se presentan ios valores de la cantjdad
proteinas presentes en el pAncreas de 10s animales estudiados.

La tabla 7 y figurs 25 presentan 1ok valores obtenidos con
medicjbn de actividad de arginasa.

Los resultados de la determinacién de la urea bass! estidn escritos
la tabla 8 y figura 26.

As! mismo se pueden observar los resultados de la cuantificacién
poliaminas por HPLC en la tabla 8 y en las figuras 27 a 30.
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figurs 13
ESTANVR DE ESPERMING

0. = 788 poiral

¥ ®=:7.35aln
AREA = 482378
o
~
. A . ®
~
élrurl 16

ESTAOVR DE ESPERRIDING
CONG, = 7808 pmol/i)
R =5.63 nin

AR = 1475188
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ESPECIFCE DEE

L

NRS CDﬁHElFXCiMS POF WELC
% en A ?R
LUnke € {E

ESTAMDAR DE PUTRESCIMA

CONC, = 788 pmol/nl
TR =4.48 nin

AREA - 2519308

Y

1&1“!"

ME2CLA DE POLIANINAS
CONC, = 708 pmol/al

TR MITRESCIN = 4.61 win
TR ESPERMIDIMNA= 6.82 ain
. TR ESPIRAIM

L

= 7.48 win |
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E£SPECTIROS NAS RE l (3] R [h1} iﬂ GRUPDS £5TUDIADOS POR WPLC
R el
[ OKaR Lﬂlﬁ‘l

fieurs 19
o |

NTRESCING, TR = 2,97 ain
AREA = 2857008

ESPEIDING, TR = 6.82 nin
5 = 1684788

BMENIN, TR = 2,49 ain
AREA = 181718

figura 28
R 2

PMTRESCIMG, 18 = 4.29
AREA = 476288

ESPEMIIDING, TR = 6.8
AREA = 522348

ESPERING, TR = 2.48
AREA = 45237
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ESPECIROS Mas REFEgEEE§§S%Y:EE i:?oggfgzggiss§éuDlﬁnﬂi POR HPLC

figurs 21
CRPS 3

PUTRESCING, TR = £.26 min
AREA = 4544008

ESPEMMIDIM, TR = 6.80 nln
AIEA = 73648

ESPEM(IMN, TR = 7.53 ain
AR = 71545

I

f1gura 22
CAUPO 4

PUTRESCING, TR = 4.12
AREA = 1331988

= ESPERMIDING TR = §.84

AREA = 64255

ISPERMIM, TR = 7.%
AREA - 1882

“Tap
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NIVELES DE POLIAMINAS

EN PANCREAS (nmol/mg prot)
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5) DISCUSION DE RESULTADOS:

Como se puede observar en Ja tabla 5 hay una diferencia significativa
entre |las medias de los valores grupes & - 3, 2 - 3, | - 4y 2 - 4,
to cual nos corrobora el estado diabético de los grupes 3 y aj
aunque 1as diferencias entre los grupos control, con sus rectpectivaos
grupos tratados con L-arginina no son significativas, se puede
apreciar un Jigere aumento de la glucosa &n suero en aestos Oltimos,
lo cual puede ser deblido a que an la solucidn de L-arginina tambian
hubo glucosa en una concentracibn dae 3.3 mM.

Otra posible explicacibn pars esto es5 que |a administracién de L-
arginina eleve lJigeramente los valores de glucosa en suere, como se
ha demostrado en sstudics realizados por Menchini et al (32), gquienes
egtudiaron la respuests del péptido C a2 la estimulacidn por arginins
en nifos diabéticos, encontrando qQue al administrar L-arginina por
via intravenoss i0E niveles cde glucosa en sangre aumentaron de 75 +/-
6 mg/dl a 100 +/- 9 mg/d! despubs de 30 minutos, posterjormente a los
60 minutos los niveles de glucosa regresaron al valor Inicial; Lo
anterior no solo so ha ocbservado en este sstudio, sino gue también ha
sido observado por otros investigadores como Solomon (45, van
Haeften (47) y Nogosk{ (38).

En cuanto a jos resultados obtenidos en la determinacidn de proteinas
podemos observar una diferencia significativa de medjias entre Ilos
grupos 1-4, 2-4 y 3-4, y una diterencia no significativa entre los
grupos 1-2, §-3 y 2-~3.

Podemos ver que ml grupo 4 es o] Gue presenta la mayor cantidad de
proteinas, comparandolo con Jos dewnds grupos, o cual nos da un
indiele del daho pancredtico, lo antericr B5e puede explicar ci
recordazos que @] grupo 4 es el grupo de ratas diabbdticas tratadas
can arginina, por 1o que podemos decir que al administrar un
aminoAcido semiesencial como lo es la L-arginina en un organisme coh
un estado patclégico como la diabetes, en 1a que hay un dano directo
gsobre w! tejido pancredtico, este va a tender a recobrar y sustitutr
&} telide danado, aumentando la sintesis de protelnas . incluyendo a
la. insulina. También podemos decir gue este aminodcido puede ser un
aminpldeido limitante para la produccidn de protelnas pancredticss ya
que en Jlos dos grupos tratados con L-arginina Jlos niveles de
protelnas aumentaron aungquea en al grupo 2 el aumentc no fue
significativo comparads con el grupo 1 control.

En cuante al grupo 3 de animales Jdjabéticos, vemos que no tiene
diferencia sigrnificstiva alguna con e! grupo 1 contro!, de hecho los
valores son practicamente iguales, se ' esperaba para el grupo 3 un
valor disminuido de protelnas, posiblemente esto se deba a3l corto
tiempo de Ja manjfestacién de la diabetes en la rata (96 horas? por
lo que algtn cambio en l1a deficiencia de produccidn de protelinas
todavia no es muy evidente a este tiempo; también es posible que en
el grupo 3 efectivamente Ja slntesis de proteinas esté alterada, y se
encuentre en un process de sintesis incrementada para mantensr la
homeostasis, per lo que no se presents un efecto notorio dafino
durante la diabetes.
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Para la actividad de Arginasa obtuvimos una diferencis significativa
entre los grupos 1-3, 2-3 y 2-4 , es5to nos indica que el tratamiento
fue etectivo en el sentido de que e! aminoAcido se metaboliza en los
dos grupos tratados, Ilo anterior se corrobora también con los datos
de urea basal, donda lot valeres de ures se incrumentan desde cero,
hasta valores cercanos a los 11 pmol/mg de proteina en los grupos
tratados con e! aminghcido.

Se puede observar una ligera disminucibn no significativa en el grupo
3 comparado con el grupo 1, esta pequefs disminuclibn puede estar
relacionada con @l estado patoidgico del phkncreas, ya que sl grupo 3
s el grupo diabdtico control. )

E! grupo 4 hay un ligero incremento en |s actividad de arginasa,no
significativo también, comparndo con e! grupo ! y que contrasta con
la respuesta del grupe 2, por lo que #5 posibie que en el grupo 4 el
papel de la arginina sea @) de mantener en niveles basales la
actividad de arginasa., ya que como &e puede ver en ®l grupo 3 esta
actividad disminuye ligeramente: observando y comparando la respuesta
del grupo 2 con la del grupo 4 podemos decir que el estado diabético
también afecta al metaboliemo de la L-arginina.

Como podemos observar en s figura 28 los valores da urea basal
aumentan muy significativamente desde cero hasta valores de
sproximadamente 10 pmot/mg de protelna, esto es un gran indicio para
@]l soguimiento del metabolismo de !a arginina hacia 1a produccién de
poliaminas, y2 gue un aumentc en la cantidad de urea, automdticamente
indica un aumento en la cantidad de ornitina, precursor de ‘las
poliaminas, por 1o que es muy probable que este aminocdcido esté
increzentado en los dor Erupes tratados con arginina.

Sigulendo con Jlas poliaminas, obFervamos un comportamiento @muy
especial de estos compuestes:

Comenzando con putrescina. podemos ver Qque presenta en Ics gErupos
tratados con el aminod: d2. i{ncrementos no significativos comparado
con los controles, e]l comportamiento que sigue esta poliamina es
similar al comportamiento en la actividad de arginasa, como se puede
apreclar cuando se compara la figura ‘25 con la figura 28, por lo que
ta arginina puede estar siendo metabolizada para !a formacidn de
poliaminas en los grupos tratados ¢on arginina.

En cuanio 23 la espermina ¥ espermidina puede observarse gue
dismindyen graduaimente su concentracién cuando se &cministra
arginina, aungue para la espermina esta disminuclién no fue
signiticativa e5 notorio que existe una ligera reduccidn en la
concentracian de egta potiamina.
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Fosiblemente una explicacidn para ekte comportamiento de las
poliaminas es que lag células se encuentren an 1a fase S de]
crecimfento mitosico comc 1o demuestramn los resultados del andlisis
de la concentracidn de protelnas en pincreas (figura 24), en esta
tase |a actividad de la DODC se encuentra incrementada (36), per lo
que los niveles de putrescina en vusta etapa deben de ser elevades, lo
cual explica el incremento de putrescina en las muestras tratadas;

Se ha demostrado en varias ecspecies gque una estimutacién vagal
produce iliberacién de insulina y glucagon a4y, si esto lo
relaclonamos con el hecho de que en el pancreas la putrescina se
transfores en gama amincbutirato (21,35) podemos decir que al
transforzarso la putrescinaz a este neurotransmisor es posiblie que se
estimule Ia liberacidn cde insulina por el nervio vago. .

Lo anterior puede ser una de lls- explicaciones del porque l!a L-
arginina esimula 1a !iberacidn de {nsulina en ! péAncreas

Al encontrarce la célula en fate S, e! DNA tiene gue desplegarse y
abrirse para que se lleve a cabo la replicacidbn, lo anterior no lo
podria hacer si hubiera espermina presentes en grandes cantidades,
como s ha demostrado en estudiocs realizades con E. coli donde se ha
observado que administrando dosis altas de esta poliamina se detiene
la sintesis de proteilnas y |a duplicacibn del DNA (36), por lo que es
posible que en estos momentos de la fase S la espermina presente sea
interconvertida a putrescina (figurar)irute de las poliaminas),
pogterioreente cuando esta fase termine, toda la putrescina acumvlada
por las dos rutas mencionadas puede ser utilizada para ta formacién
de esperaina lo cual darla lugar & una estabilizacién del DNA
replicado al finalizar la fase S de ceintesisc del clclo celular, esto
se corrobora con el hecho de gue en la fase de crecimientc G1 la
espermina y espermidina incrementan sus concentraciones (36): lo
anterlor explica e! porque de |a disminucidn en la concentracién de
espermina y esperaidina.
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8 CONCLUSIONES :

De acuerdo con las evidenclas encontradas en este trabajo y con las
teferencias consultadas, podemos concluir lo siguiente:

1t La L-arginipa er netabolirada en el pAncreas llegands a ia
blosintesis de pollaminas.

2) La ruta metabdlica de L-arginina conduce a la biosintesis de
putrescina

3) La disaminucidn de l!a concentracién de espermina y espermiding
puede deberse a un efecto protector hacia e}7 DNA, para que pueda
haber wun proceso de replicacién adecuado en !a slintesis de protefnsrs.

4) El metabolismo de Ja L-arginina eg disminuido en condiciones Jde
disbetes experimental.

$! En condiciones de diabetes, la& L-argfnina tiende & recuperar la
funcidén pancredtica.
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7} CORGLARIO:

TECNICAS UTILIZADAS EN LABGRATORIO
PROTEINAS: Método de Folin

FUNDANENTO: Pesde que fue propuesto @l uso del reactivo de Folin
para la determinacidn de proteinas, se han reportado gran nbtaerc de
moditicaciones analliticas en el procedimiento del uso de este
reactivo. El reactivo de Folin presenta grandes peculiaricades y
aigunas limitaciones, se ha estudiado con relacidn » wvfectos en
variaclones de pH, tiempo de reacciédn, concentrascibn de reactivor y
sustancia que interfieren, Las reacciones a las que se debe el color
final atribuible a Ia presencia do protelna son: A} reaccibn con e!
cobre @n alcali Y B reduccidn de) Teactivo fosfomolibdico-
fosfotungstico por la protelina tratada con cobre.

REACTIVOSs
Reactivo A: Carbonato de sodio al 2%
Tartrato doble de sodio y potasic
Hidroxido de sodio C.1 N
Reactive Bi Solucitn de sulfato de cobre pentahidratado
al 0.5 %
Reactivo C: Mezclar 50 volumenes de reactivo A en un

volumen de reactivo B, se prepara al momento
de usarse.

Reactivo de Folin - Clocalteau (diluido en agua 1:2)?

Solucidn Estandar de Albumina bovina 0.2 mg/m)
APARATOS Vortex mixer y coeloerlmetro

TECNICA: Se colocan 100 ul de! homogenizado de pAncreas con 0.5 ml
de hidréxide de sodio 1IN. Se callenta en bafio a 37 °C durantes 30
minutos, Posteriormente se centtifuga. se diluye ®] sobrenadante
obtenido 1:10 Se toma una alicuota de 200 ul completando con agua a
500 ul.

Se adicionan 2 m! de resctivo C, se mezcla an ! vortex mixer ¥ se
deja reposar diez minutos. Finaimente se adicionan 0.2 ml de)
reactiva D se mezcla y so deja reposar 20 minutos. Leer en el
colorimetro a 530 nm
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PESO SECO:
FUNDAHENTO:

El mdtodo consiste en hacer reacclonar muestras blolégicas con una
solucldn &cida de dicromato de potasio y enssguida doterminar la
densidad &ptica a 860 nm de! producto formado.

El mnétodo es {nsensible a compusstos {inorginicos y por Jo tanto,
puede Eer aplicado a homogeni zados de tejidos preparados en
soluciones incorgdnicas. La f:nica desventaja de! mbétodo ®»s gue wi
dicromato reacciona espacificamente con grupos que contienen carbono
y por lo tanto la participacidn del nitrdgenos u otros elementos en
la composicidtn del material bioldgico daran proporcicnalmente menor
absorbancla.

REACTIVOS:

Reactivo A: i1g de dicromato de potasio se coloca en 50
ml de Acido sulféirico concentrado. Calentar a 70 C.

Se prepara al momento de usarse

Solucibtn Estandar de Manosa o Manitol 2 mg/m!

AFARATOS :

Parrilla Eléctrica
Colorimetro
Vortex HMixar

TECNICA;

Se toman 50 ul de homogenizado, en caso de muestras de pancreas, §o
toman 10 u!, los cuales se aforan a iml. Posteriormente se adicionan
2 ml del reactivo A frio, Se mezcla y 58 deja reaccionar por

aproximadamente 10 minutos, posteriormente se enfria y s lee a &60
na.
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ACTIVIDAD DE ARGINASA y UREA BASAL:

FUNDAMENTO ¢ La actividad de arginasa s ha establecidoc por
medi{ciones de: A} Una disminucidn de (a concuntracién de arginina,
B) un incrementoc wn Ia concentracidn de ornitina o €) increaento en
la concentracidn de urea. Huchos de estos mnbtodos han sido
desarrollados por Gihettl y colaboradores (75 de maricei) quienes han
hecho notar que solo algunos procedimientos son titilies para medir 13
actividad de arginagsa en extractos de tejido u homogenizados. La
aparlicién de color en este método donde ®e determina la cantidad de
urea depende de! tiempo de calentamiento ¥ de la temperatura. Aungue
e! tiempo requerido para la aparicidn mhxina del color es dependiente
de !a temperatura, la intensidad de la reaccidén disminuye conforme
aumenta e! tismpo de catentamiento a tsmpuraturas cercanag a 85 C.
Lo que Indica que el producto es afectado por s tesperatura.

REACTIVDS: Reactivo A: diacetilmonoxima ald% 3.5 nl

Ticsemicarbazida 0.005 g

c.b.t 25 mt
Reactivo B: ©.1 ml FeCl] O©0.12 H en H PO al 56.7 %
a3 3 4
100 =1 H SO al 20 %

Solucisn Estandar de Urea 15 ugsml

APARATOS: Parrilla eldctrica, Colorimetro

TECNICA: Colocar 200 ul de homogenizado en 0.5 ml de buffer {MnC]
0.002 M, Tris MC! 0.004 N, scl.salina 0.9%). Calentar a 55 C durante
1 hr para activar a la enzima., Centrifugar a 300 rpm. Diluir 1:10.
Tomar 0.9 ml y adiclonar 0.1 ml de una solucién de Arg (0.4 M) - Gly
10,15 My, Incubar a 37 € 15 minutog. Posteriormentes {ntroducir los
tubos en agua hirvidndo por 7 minutos, Centritugar, tomar una
alicuota de 200 ul, completar a 1 ml con agua. Adicionar 1 ml del
reactivo A, 2 ml del reactivo y calentar 25 minutos a 95 C. Enfriar
teer a S30Q nm.

Para !a determinacidén de urea basal se siguen los mismos pasos, sclo

que 56 omite el de la activacidn ot la enzima con el butfer MnCl-Tris
HC1
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DETERMINACION DE POLIANINAS:

FUNDAHENTOS: Las poliaminas son bases aliflticas que se presentan en
las ctlulas eucariontes unidas covalentemente a &cidos nucleicos, por
lo que pueden ser removidas de wectox compuestos por medioc de una
hidrdlisis acida Jigera.

Estos compuestos, despubc de un proceso de lavados en e! tejido
hidrelizado, son derivados para &u cuantificacidn por medic de
Cromatografia tiquida de alta Regplucidn (HPLC), al derivado
generalmente utilizado para la cuantificacibn de las poliaminas es el
derivado dabsilado, y ®e obtleane haciendo reaccicnar » las
poliaminas con cloruro de dabsilo en condicicnes totalments anhidras
ya que de lo contrarig @) compuesto al! momento de formarse es
hidrolizado.

REACTIVOS: Solucitn de HCI & N
Solucidn de HCI ©0.05 N
Estuche de reactives para dabsilacidbn, marca Beckman
Tetrah{dorfurano grado HPLC

Agua degmin2ralizada y libre de compuestcs orginicos

APARATOS: Centrifugs
Vortex nixer
Columna €18 radial pak- nova pak de 4 u, Millipore &
Columna C18 de 10 u, Li Chrsob, Herck
Cromatbgrafo Ligquido de Atta Resolucidn (HPLC)Y

TECNICA: Tomar 1 ml de homogenjzado de pancreas y agregarlie 10 ul
de HCl 6N s incubar durante 1 hora a 37 C, depués de este tiempo
centrifugar & 3000 rpm 15 minutos, rocolectar o] sobrenadante ¥
realizar tres enjuagues con & gua destilada al precipitado,
centrifugando en cada uno de los enjuagues, evaporar a sequaedad el
sobrenadante a 60-70 € en calor H&medo recuperar el residuo con 500
ul)] de HC) 0.05 N, centrifugar este a 3000 rpm 15 minutos; tomar una
mlicuota de 10 ul! del scbrenadante evaporar a sequedad en ampolletas
parza & ml, agregar 20 ut del reactivo #3 y 40 ul del reactlvo #4 dal
estuche de reattivecs para dabsilacidn, sellar la ampolleta y calentar
a 70 C durante 12 minutos, enfriar 5 minutos, abrir la ampolleta y
aforar a 500 ul con e! buffer 85 del estuche para dabsilacidn, tomar
una alleuota de 10 ul e inyectar!a al aparato de HPLC previamente
preparado ¢ fase m&vil: THF grado HPLC)( detector ajustado a una
longitud de onda 425 nm ).
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