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OBJETIVO

Estudiar ef efecto de L-arginina en ¢l proceso de reparacién de heridas en mucosa bucal en
rata normal y diabética mediante pardmetros bioquimicos especificos, que incluyen la
medicion de la actividad de arginasa, la concentracion de hidroxoprolina, proteinas y DNA
como indicadores de la actividad metabblica.
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INTRODUCCION

Dentro de los aminoacidos considerados semiesenciales para los mamiferos y las aves se
encuentra a la L-arginina (1), cuya importancia radica en la participacion de ésta en procesos
metabdlicos y bioquimicos, entre los que se encuentsan ¢l ciclo de la urea, la compactacion
de DNA al formar parte de histonas y protaminas y la participacion en la sintesis de
proteinas.

Entre otros procesos, la arginina participa directamente en la formacion de tejido
conjuntivo al elaborarse a partir de ella L-prolina y L-hidroxiprolina, aminoacidos
importantes para la sintesis de colageno en los fibroblastos (2). Se ha demostrade que la L-
arginina incrementa el depésito de hidroxiprolina en los sitios especificos de fas heridas.
Seifter et al., adicionaron un suplemento de arginina en la dieta de animales heridos, y esto
dié como resultado un incremento en el deposito de colagena (3).

El efecto de L-arginina en la reparacidn de la mucosa bucal lesionada es desconocido, por
lo que se planted el presente trabajo a fin de investigar sus efectos sobre ia disminucion del
tiempo normal de reparacion.

Se define la mucosa como el revestimiento de las cavidades del cuerpo que se comunica
directa o indirectamente con el exterior y posee una superficie humeda (4). La mucosa
bucal es una continuacion de la piel de los labios, de la mucosa del paladar blando y la
faringe (5); actiia como barrera, transmite sensaciones del exterior (6), ademas de otras
funciones (absorcién, secrecion y actividad masticatoria) (4). Esta compuesta por un epitelio
escamoso estratificado y un tejido conectivo denso subyacente (7). Se clasifica en tres
categorias: mucosa de r imiento, i ia y especializada. La mucosa de
revestimiento incluye entre otros, a los carrillos. La mucosa en esta region se fija a los
masculos mis profundos y es flexible. Presenta un epitelio plano estratificado no
queratinizado; su tejido conectivo esta formado de tejido fibroelastico. El dafio a la mucosa
esta seguido siempre por inflamacién y su respuesta tiene muchas caracteristicas en comiin
con la reparacion en otros sistemas organicos.

La reaccién de los tejidos vivos a cualquier tipo de lesion se denomina inflamacion, que
comprende respuestas vasculares, neurologicas, humorales y celulares en el sitio de la lesion.
Todos los elementos que integran los tejidos conectivos vascularizados participan y por lo
tanto, cuanto mdis complicade sea el tejido, mis complejo sera el cuadro del procese
inflamatorio (8).



Cuando el factor nocivo es superado, le inflamacion cede y el tejido se repara (9). La
reparacién suele involucrar dos fendmenos: 1) la regeneracion que ocurre si el tejido
lesionado es reemplazado por células similares o idénticas y 2) la sustitucion por un estroma
de tejido conectivo que en su etapa permanente constituye una cicatriz. En la mayor parte de
los casos los dos fenémencs contribuyen a [a reparacidn, sin embargo, en unos pocos casos
las heridas de la region bucal curan con formacion de cicatriz (10).

Las enfermedades inflamatorias de la mucosa bucal son influenciadas por varios factores
sistémicos como el estado hormonal y la condicién metabélica. Se ha encontrado que existe

una relacion no lizada entre las eafermedades de la mucosa bucal y la diabetes meilitus
an.
La diabetes meliitus comprende un gsupo heterogénco de condici que se

como hiperglucemia, causada por la deficiencia de insulina. Como resultado de lo anterior,
poca glucosa penetra a las células, lo que ocasiona efectos importantes en los tejidos
muscular, adiposo y hepdtico. Estas alteraciones metabdlicas se asocian con varias
complicaciones y la severidad de éstas se incrementa con la duracion de la enfermedad (12).

A pesar de los grandes avances en el control de los niveles de glucosa, la mayor causa de
mosbilidad y mortalidad en diabetes es el desarrollo de complicaciones crénicas y en mayor
grado las anonmhdades presentadas en el tejido conectivo, las cuales se caracterizan por la

"ac I "o " ia” de el de este tejido en algunos otros sistemas tisulares

3.

Las complicaciones de la reparacion de las heridas llegan a ser un problema de importancia
para muchos diabéticos (3). Se ha estudiado la reparacion de las heridas en los pacientes
diabéticos utilizando heridas incisionales. Estos estudios se han llevado a cabo en animales
con diabetes expenmental (estreptozotocina). Se ha confimado la disminucion en la fuerza
ional y se ha d ado un di so en la produccion de coligena en estos animales

(14,15).

En estudios previos se han confirmado diferencias significativas en condiciones diabéticas
en la mucosa bucal. Entre los hallazgos mis frecuentes se incluyen deshidratacién (23). En
las encias y mucosas s¢ observa cianosis o enrojecimiento de las membranas mucosas con
eritema difuso o parestecia de la mucosa bucal, tumefaccion y sensacion de quemadura de la
mucosa {24), demostrandose con este y otros estudios realizados la presencia de
ajteraciones en el medio bucal en el estado diabético (12).



Debido a la importancia clinica que esto representa, se disefid este estudio pasa investigar
el efecto de L-arginina en la recuperacién de heridas en mucosa bucal en ratas normales y
diabéticas ya que previ se ha d ado que la arginina estimula la sintesis y
liberacion de insulina (16).




CAPITULO 1. GENERALIDADES




1.1 MUCOSA BUCAL

La cavidad oral es un espacio irregular, limitado por los labios, carrillos y paladar.

Sed ina mucosa al r de las cavidades del cuerpo que se comunica directa
o indirectamente con el exterior y posee una superficic himeda.

La boca esté revestida totalmente (excepto la superficie de los dientes) por una membrana
mucosa (4).

La mucosa bucal (membrana mucosa) es una continuacion de la piel de los labios , de la
mucosa del paladar blando y la faringe (5).

Las funciones basicas de la mucosa bucal son esencialmente: actuar como barrera,
transmitir sensaciones procedentes del ambiente exterior (6), ademas de realizar otras
funciones (absorcion, secrecion y actividad masticatoria) (4).

En general aparece como una superficie limeda de color rosado, de intensidad variable
segun la zona, en sectores maviles y en otros fija, lisa, plegada, rugosa o cubierta de papilas
segun la region y en gran parte sembrado de orificios de las glandulas salivales menores
(17). El color de la mucosa bucal depende de tres factores principales: queratinizacion,
vascularizacion y melanina (4).

La mucosa bucal en general estd compuesta por un epitelio escamoso estratificado v un
tejido conectivo relati denso suby (7). E! epitelio escamoso estratificado suffe
queratinizacion total, con formacién de capa comea en las partes de la boca expuestas a
accion mecénica importante {encia, dorso de la lengua y paladar duro). En el resto de la
boca se abserva cierto aplanamiento de las células superficiales, pero éstas se descaman en
gran cantidad sin perder su nucleo, ya que no se desarrolla ningtin estrato cérneo no
granuloso (18).

En algunas regiones de 1a cavidad oral, la mucosa se haya unida directamentc al periostio,
en cambio en otras regiones la mucosa se encuentra separada del mismo por una capa
(submucosa) de lC]ldO conecuvo laxo adlposo [ glandular que contiene imporiantes vasos
sanguineos y nervios. Las g se lizan en la profundidad dej tejido
conectivo y en la submucosa.

Las superficies de todas las regiones de !a cavidad bucal se hallan tapizadas por epitelio
escamoso estratificado, constituido por tres estratos:




* Estrato basal
* Estrato espinoso
* Estato cémeo

El estrato basal se encuentra constituido por célufas epiteliales adyacentes a la membrana
basal, las cuales son de forma cuboidea o <ilindrica y se disponen en una linea uniforme de
una o dos células de espesor; representan [a capa germinativa (6,7).

Por encima del estrato basal se encuentra el estrato ¢spi . Este es relari ancho
y sus células son grandes y poliédricas. Las células de la zona inferior muestran una
considrable actividad mitosica; en la zona media y superior no se ve mitosis en condiciones
normales. Cada célula se encuentra delineada por paredes celulares, se encuentran separadas
brevemente y se relacionan entre ellas mismas mediante puentes intercelulares (4,7). Tienden
a achatarse a medida que se acercan a los estratos superficiales. La zona granulosa se sitha
por encima del estrato espinoso y esta censtituida por células de mayor tamafio y aplanadas
que contienen gran cantidad de granulos (queratinocitos) que ellas mismas elaboran; éstos
han sido {lamados también q hialinos. En esta zona no hay divisién celular.

La zona superficial es queratinizada o comnificada y es denominada estrato cornco. Consta
de una masa de células aplanadas que contienen queratina. Su profundidad varia en la
mucosa bucal dependlendo de la naturaleza del tejido. De acuerdo con la estimulacion por
influencias t ;] se ha d do que esta estimulacién a la mucosa bucal produce
un aumento de queratinizacion (4,6,7) El estrato comeo se caracteriza por la descamacion

de sus elementos celulares,

Tejido conectivo

A la zona de union entre el tejido conectivo y ¢l epitelio se denomina membrana basal que
es parte de Ja sustancia fundamental del tejido conectivo (7). Esta zona constituye la union
del epitelio con los 1ejidos profundos; controla el paso de sustancias hacia dentro y fuera del
epitelio, probablemente ejerciendo una interaccion con éste titimo.

El tejido conectivo de la mucosa buca! y del resto del organismo es similar. Estd
compuesto por densas bandas de fibras colagenas y numerosos vasos sanguineos y nervios
(6). Entre los tipos de células presentes en el tejido conectivo se encuentran: mastocitos,
fibroblastos, macrofagos, linfocitos, granulocitos neutrdfilos y plasmocitos (6,19).



Ia célula predominante en el tejido conectivo es el fibroblasto (65% de [a poblacion
celular total). Es una célula grande y estructuralmente ¢s de dos tipos. El primero tiene
forma de estrella, considerado como impartante en a produccion de colagena { ver figura
1), y otros componentes de la matriz. El segundo tipo son menos activas y algunas veces se
denominan fibrocitos, siendo méds pequefios y en forma de uso. Participan en 1a reparacion
tisular {6,19). Normalmente se encuentran distribuidos en el tejido conectivo (7).

El fibroblasto es el principal productor de diversos tipos de fibras halladas en el tejido
conectivo e interviene en la sintesis de la matriz de éste. Ademas posee la capacidad de
digerir y degradar fibras caldgenas, presentes en ¢l tejido conectivo propio (5,6).

Los mastocitos se derivan de precursores de la médula dsea (19), Son grandes, esféricos o
elipticos, responsables de la produccion de cicrtos componentes de la matriz. Producen
sustancias vasoactivas que afectan Ja funcion del sistema microvascular y controlan el flujo
de sangre a través del tejido (5,6).

El macrofago es una célula grande en forma de estrella, derivada de las células de ia linea
de los monocitos sanguineos que se infiltran en el tejido conectivo y se desarrolian en
fagocitosis. Los macrdfagos residentes pueden proliferar y formar macrofagos adicionales.
Contienen muchos lisosomas que ayudan a digerir e} material fagocitado, lo cual demuestra
el importante papel defesivo que desempefian como fagocitos, ayudando a conservar de esta
forma la integridad del tejido conectivo. Para eliminar las particulas extrafias grandes, los
macrofagos se fusionan entre si y forman células gigantes multinucleares (20,6). Participan
en la respuesta inmunolégica. Los macréfagos son numerosos en el tejido conectivo
inflamado.

Las fibras del tefido coneclivo son producto de los fibroblastos {5). Los tipos de fibras
varian en los diferentes Jugares y estructuras.

El tejido conectivo contiene un sistema importante de haces de fibras colagenas,
identificandose al menos 4 tipos distintas de éstas (I, 11 II, 1V).

Existen muchos tipos de colagena, algunos de los cuates forman fibras. Con frecuencia
estas fibras se unen para formar haces de fibras. Una vez formadas las fibrillas colagenas
aumenta su estabilidad, a medida que se desarrolian enlaces cruzados covalentes entre las
moléculas colagenas, con ¢l resultado de una reduccion de la solubilidad del colagena
vinculada a la edad (5,6).
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FIGURA 1. Produccion de enldgena a patir del fibroblasto,



Se distinguen dos upos de fibras reticulares las cuales son quimicamente idénticas a la
C pero més delgadas. Se an con f iz en el tejido embrionario en
desarrollo y alrededor de: las fibras colagenas en <l tejido conectivo maduro. El atro tipo
puede representar una forma inmadura de colagena (6).

Las fibras elasticas, presentes en la mayoria de las regiones de la mucosa, estdn
constituidas por elastina. Son abundantes en las mucosas laxas y moviles de revestimiento.
En las encias se les encuentra junto a los vasos sanguineos.

Las fibras oxitaldnicas aparecen en todas las estructuras del periodonto. Estan compuestas
de elementos fibrilares y amorfos (6).

La matriz es el medio en el cual estan incluidas las células del tejido conectivo y es esencial
para mantener el funcionamiento normal del mismo (5). Es producida por los fibroblastos,
aunque parte de sus p proviene de los itos y de {a sangre.

El epitelio que cubre el tejido conectivo es avascular, pero el tejido conectivo subyacente a
la mucosa oral, se halla extremadamente vascularizade, lo cual explica su color rojo. El
tejido conectivo estd inervado pnncupalmeme por ﬁbras sensitivas, Se ha descrilo presencia

de ter i nerviosas esp das (corpusculos de Mei o de Ruffini,
(errmnacmnes bulbosas de Krause y organos terminales mucocutineos) (6,5,19). Los
principal landulares de la mucosa ora! son las glandulas salivales. Se

encuentran también glandulas sebaceas en la mayor parte de los adultos, situadas en las
mucosas de revestimiento, especialmente a nivel de los carrillos (6).

La mucosa bucal difiere en alto grado de una regién a otra. En base a diferencias
regionales, de estructura y funcion (6) se clasifica en tres categorias:

1) Mucosa de revestimiento
2) Mucosa masticatoria
3) Mucosa especializada (Ver cuadro 1)



CUADRO I. Tipos de mucosa bucal y tejidos que la constituyen

Encia
Mucosa Masticatoria
Mucosa del Paladar duro

Piso de la boca
Labios
Carrillos
Mucosa de revestimiento  Paladar Blando
Mucosa alveolar
Superficie ventral de la lengua

Mucosa especializada Dorso de la lengua

Mucosa de revestimiento

~ La mucosa de revestimiento recubre la mayor parte de la cavidad bucal, incluidos los
labios, carrillos, pise de Ja boca, superficie ventral de 1a lengua y paladar blando (6). Tanto
en los labios como en los carrillos se encuentra una submucosa que fija la mucosa a los
miisculos mias profundos, por lo que en estos sectores es flexible y no se halla unida con
firmeza a una estructrua ésea. Esta fijacion impide la formacion de pliegues durante la
masticacion, lo que hace dificil el traumatismo de la mucosa durante este proceso.

La mucosa en estas areas s¢ extiende por ¢l fondo del saco vestibular (6). La superficie
interna de los labios y los carrillos tiene una capa de epitelio bastante gruesa de tipo plano
estratificado no queratinizado. Es el tipo de epitelio caracteristico de las superficies
epiteliales himedas. Las células superficiales de este epitelio estan sometidas al roce,
desprendiéndose de la superficie y siendo sustituidas desde las capas mds profundas (21).

El tejido conectivo de la mucosa de revestimiento esta formado de tejido fibroelastico. Sus
fibras colig y elasticas son més delgadas que las de la dermis. Este tejido es bastante
denso y penetra en ¢l epitelio constituyendo asi las papilas de tejido conestivo. La parte més
profunda se une con la sut , 1a cual iene fibras elasticas planas y gran nimero de
vasos sanguineos, por lo que el tejido conectivo estd altamente vascularizado. Bandas de
tejido fibroelistico penetran a través de la submucosa elastica para unirse con el tejido
fibroelastico que paiia al misculo situado debajo de fa mucosa, la parte més consistente
de la pared de la mejilla.




En la submucosa de los labios y los carrillos, aparecen pequefias glandulas mucosas,
algunas de ellas con unas pocas formas secretorias semilunares de tipo seboso en la parte
interna de la mejilla (18,21).

Mucosa masticatoria

La mucosa masticatoria recubre el paladar duro y la encia, a la cual esta firmemente
adherida (6).

a) Encia. Las encias tienen un epitelio de tipo queratinizado con papilas de tejido
conectivo altas y ricamente vasculanizadas, lo que les confiere el color rosado. El tejido
conectivo contiene gruesas fibras de coldgena, que se continiian con el periostio del alveolo
dentario, puesto que no existe submucosa. No aparecen glandulas (18).

b) Paladar. Esta mucosa cubre la estructura dsea palatina y esta firmemente unida al tejido
conectivo subyacente. Estéd cubierto por un epitelio cornificado con papilas altas. En el
rafepalatino falta la sut . En la parte anterior de la submucosa se encuentra tejido
adiposo y en la parte posterior presenta glandulas mucosas (21,7).

Mucosa especializada

Mucosa del dorso de Ia lengua. La mucosa que recubre la superficie dorsa! de la lengua
esta dividida en dos partes: la que cubre los dos tercios anteriores y la que cubre el tercio
posterior. La primera esta cubierta con pequedias papilas, no asi la mucosa posterier (21).

Tales papilas estan en relacién con una proyecciones del tejido conectivo que dan lugar a
elevaciones del epitelio por encima del nivel general de la superficie lingual.

La mucosa que tecubre la parte posterior contiene numerosas glandulas mucosas. algunas
de las cuales se localizan en la punta y en los bordes de la lengua. La mucosa se halla
firmemente unida al tejido conectivo que rodea a los miisculos sin que exista una submucosa

(6).



Reparacién de Ia mucosa bucal

En la cavidad bucal, la capacidad de reparacion de los tdjidos varia mucho. Se ha
calculado que el epitelio oral se renueva completamente en unof 4 o 6 dias. El dorso de la
lengua posee el potencial regenerativo mas rapido; le siguen|el camillo, el paladar y la
superficie ventral de la lengua, mientras que las encias son [as que mds lentamente se
reparan. El tejido conectivo posee buena capacidad reparadorh. Las heridasde la mucosa
bucal sanan répido y eficazmente (22).

La reparacion en la mucosa después de la accién de un ageste lesivo es mediante unién
primaria. Para ilustrar este proceso se consideran 5 tipos de herjdas bucales, siendo de suma
importancia en Ia mucosa bucal, la preparacion por union primafia:

1) Heridas que se reparan por union primaria
2) Heridas que se reparan por unién secundaria
3} Heridas causadas por extraccion dentaria

4) Trasplante y reimplante de dientes

5) Fractura de maxilares

En las heridas que se reparan por union primaria, la heidal cura sin cicatriz., ya que las
superficies incididas estdn proximas o se an suturadas fir

El primer paso es la & i6n de un coagulo que juntas las partes;
la zona de inflamacion se presenta edematosa y contiene po morfonuclearcs y macrofagos
que remueven los detritos. Los fibroblastos y las yemas caqllmcs se organizan dentro del
coigulo. Las yemas son primeramente solidas, pero pronto se canalizan y aparecen fibras
cola entre los fibrobl E! coigulo es paul lazado por tejida de
granulacién. El epitelio crece sobre la henda yla reparamon S Casi cumpleta En ias dltimas
etapas se observa un progresivo aumento de la cantidad de ¢aligeno y una disminucion det
ndmero de células inflamatorias (22).

Cambios en 1a mucosa bucal por disbetes

La diabetes es comin en nuestro medio. Ocasiona alterdciones en diferentes aparatos y
sistemas del organismo; la cavidad oral no es 1a excepcion [Cohen y cols. 1980; Gusberti y
cols. 1982; Galea y Aganovic, 1986).



Los cambios en la cavidad oral por la diabetes se manifiestan generalmente por
xerostomia, debido a la eliminacion excesiva del liquido por los rifiones (22). Clinicamente
se observa en el paciente dmbeuco deshxdratac:on de la mucosa bucal (23). En fas encias y
mucosas se puede p is o enrojecimi dc las membranas mucosas con
eritema difuso o parestecia en la mucosa bucal faccion y ion de q dura de la

mucosa oral (24).

Efecio de diabetes en la reparacion

La diabetes mellitus esta asociada con un defecto generalizado en el metabolisme del
tejido conectivo ya que los fibroblastos disminuyen fa produccion de colagena. Existen dos
teorias que explican el efecto de reparacion de los diabéticos. De acuerdo con la primera, la
reparacion defectuosa es un efecto secundario de 1a vasculopatia de los vasos pequeiios. La
segunda establece que la reparacion deficiente es causada por problemas metabolicos (11).



1.2 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un trastomo cronico y g lizado del metaboli de los
carbohidratos, grasas y proteinas de origen multifactorial, que se manifiesta en su forma
totalmente desarrollada con hiperglucemia, glucosuria, aumento de la degradacion proteica,
cetosis y acidosis (25).

Esta enfermedad descrita en el afio 70 a.C. por Arateo de Capadocia fue llamada
"diabetes” que en griego significa "discurrir a través de” o "atravezar”. En ¢l siglo XVII fue
Thomas Willis el que agrego el adjetivo "mellitus”, que en griego significa miel. Finalmente
en 1920 Moses Barron postuld la hipotesis de que los islotes de Langerhans segregan una
hormona que regula el metabolismo de carbohidratos (26).

Etiologia
Es importante el papel de los factores de riesgo, aunque no todos son aceptados, ya que

no son la causa directa de la diab en todos los paci $ino en
susceptibles, y éstos son (28):

1. obesidad (28)

2. herencia (29)

3. defecto o dafio a las células B (27)

4. alteraciones en los receptores insulinicos

S. factores de autoinmunidad y sistema HLA (30)
6, senilidad

7. embarazo

8. anticonceptivos hormonales

9. farmacos con efecto hiperglucemiante

10 estrés

1. hibitos dietéticos y deficiencia nutricional
12. infecciones virales (31)

13. condicion econdomica y medio ambiente
14. enfermedades severas

15. susceptibilidad racial

16 otras enfermedades

Clasificacién
El Instituto Nacional de la Salud de los Estados Unidos de Américe, desarrollé (1979) una

clasificacion internacional de 1a diabetes (32,33). La clasificacion comprende los siguientes
grupos:



1) Diabetes meliitus Tipo I (dependiente de insulina)
Se p i en p menores de 20 afios de edad, aunque puede
presentarse a cuaiquner edad. Comprende el 15 al 20% del total de los diabéticos. Por
definicion, sélo se incluyen los sujetos que dependen de forma permanente de insulina para
controlar 1a hiperglucemia. Se caracteriza por un estado insulino-dependiente con tendencia
a la cetosis o a la caquexia que puede llevar a la muerte si no se administra insulina. Se
sospecha una etiologia viral, asi como autoinmune. Su inicio es sibito con polidipeia,
poliuria y polifagia. En los primeros dos afios puede presentarse una mejoria transitoria del
cuadro, sin embargo, ésto es temporal. Los objetivos del tratamiento son: combatir el estado
catabélico, eliminar la glucosuria y alcanzar un estado de normoglucemia pre y postprandial.
El tratamiento tiene como base la dicta, 1a administracién diaria de insulina y ejercicio fisico
(25,34-36).

2) Diabetes mellitus Tipo II (no dependiente de insulina)

Se desarrolla después de la 4a. década correspondiendo al 80% de la poblacion diabética.
Es frecuente que haya obesidad. Su inicio es lente, pudiendo cursar asintomatica por afios o
mostrar discreta progresion, solo eventualmente conduce al desarrollo de cetoacidosis
diabética. Pueden existir complicaciones tales como, la macro y microangiopatia, neuropatia
y cataratas. Los niveles de insulina pueden ser bajos, normales o clevados aunque es mas
frecuente encontrar insulopenia moderada. La prevalencia de la enfermedad aumenta con la
edad y el grado de obesidad; existe mayor susceptibilidad genética que en la diabetes tipo 1.
Los pacientes no necesitan insulina exégena para corregir la hipergiucemia, la cual mejora al
disminuir de peso. Cuando algin factor etiologico interviene, 12 hiperglucemia se controla
oon dieta e hipogl orales. En alg casos los paci yanor den a este

i convirtiéndose en insulino dep Para lograr los objetivos terapéuticos
de la diabetes tipo 11, se tiene la dieta, el ejercicio y los hipoglucemiantes orales. La dieta
debe tener 0.8 g/kg/dia de proteinas, 50% de calorias, entre las que se incluyen
carhohidratos y 30%. El aporte cal6rico varia de acuerdo con la edad, peso y ejercicio, el
cual depende de 1a condicion fisica del paci Por lo general se controlan adecuadamente
con dieta y ejercicio, pero cuando no se consigue se pueden utilizar hipoglucemiantes orales,
entre fos que se encuentran las sulfonilureas que aumenta la produccion de insulina, con
incremento en ¢l nimero de receptores y disminuyen la produccion hepética de glucosa, Los
hipoglucemiantes se seleccionan de acuerdo a la edad, estado cardiovascular, insuficiencia
hepética y renal, embarazo o lactancia, alergia a las sulfonitureas y estrés (ver figura 2) (34-
36).

e
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3) Diabetes mellitus secundaria

Esta variedad es rara y se relaciona con defectos e interferencias que causan alteraciones
en el metabolismo de carbohidratos y se pueden agrupar de la siguiente manera:

a) destruccion hepatica

b) exceso de hormonas "antagdnicas” a [a insulina

) sindromes genéticos

d) farmacos que pueden causar diabetes o intolerancia a los carbohidratos

e) anormalidades a los recep de la insulina (36)

4) Diabetes gestacional

Esto es cuando 1a enfermedad es descubierta durante el Se asocia con alta
morbi-mortalidad fetal, neonatal y matema. Después del parto, Ia intolerancia a los
carbohidratos desaparece y en un plazo de 5 a 10 ailos, el 30% de las pacientes desarrolian
diabetes. Su tralamiento no difiere de Ia diabetes sin embarazo. Cuando no se ha logrado el
control de la glucemia se emplea la insulina valorando Ja edad gestacional. La dosis inicial de
insulina es alrededor de 15 unidades y se usa la de accion intermedia iniciando con una dosis
finica y después fraccionando Ja dosis inicial (36-38).

5) Intolerancia a los carbohidratos

Se aplica cuando los niveles de glucemia en la curva de tolerancia a la glucosa estén entre
el limite de los normales y los considerados diabéticos. Del 1 at 5% desarrrollan diabetes por
afio. General cursan asi aticos y la intol ia desaparece al disminuir de peso en
forma espontanea (39).

6) Antecedentes de intolerancia a carbohidratos

Se aplica a aquellas personas que en alguna ocasidn presentaron intolerancia, pero
actualmente presentan una curva de tolerancia a la glucosa normal (40).

PR

7) Potencialidad o alto riesto de desarrollar intol ia a los carb

Estos pacientes nunca han pi {o intolerancia a carbohid sin embargo, presentan

un riesgo 4 veces mayor para desarroliarla.



Metabolismo normal de 1a glucosa

Los carbohidratos (azicares, almidones y celulosa) son aldehidos o cetonas con férmula
empirica (CHzO)n. Se clasifican en moncsacaridos o azlcares, oligosacaridos y
polisacaridos. La mayor parte de los azicares que aparecen en la naturaleza, tales como
ribosa, glucosa y fructuosa son de la serie D.

Los disacaridos estdn constituidos por 2 monosacdridos unidos por un enlace covalente.
Los polisacaridos conticnen muchas unidades de monosaciridos unidas por un eniace
glucosidico y algunos funcionan como formas de reserva de carbohidratos.

La glucosa es abundante en la naturaleza y esta libre en algunos alimentos. S6lo tiene
estructura de anillo de piranosa y forma parte de polisacaridos como almidon y glucogeno.
La glucosa es ¢l aziicar que se encuentra normalmente en 1a sangre y desde el punto de vista
médico es importante como fuente de alimentacion intravenosa,

Aspecto bioquimico

Los niveles de glucosa se mantienen relativamente constantes por las acciones del higado
en la captacion o liberacion de glucosa. En el higado la glucosa se convierte en glicosa 6-
fostato, intermediario clave en una serie de rutas metabélicas diferentes:

a) formacion de glucdgeno,

b) metabolismo via glucolisis

¢) oxidacién mediante fa desviacion de la ghicosa

d) liberacion a la sangre en forma de glucosa libre por Ia accion de la glucosa 6-fosfatasa

Glucdlisis

Es el proceso mediante el que la molécula de glucosa se degrada enzimaticamente a través
de una secuencia de reacciones para liberar 2 moléculas de piruvato (ver figura 3)

Una vez que la glucosa es convertida en glucosa 6-fosfato puede ser transformada en

lucogeno por al i en la célula de la cual ya no puede salir. La glucosa que no
ha sido convertida en glucégeno, pasa desde el higado por la circulacidn general, hasta los
tejidos donde puede ser oxidads, almacenada como glucogeno muscular o convertida en
grasa y depositada como tal (41).
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Regulaciin hormona) del metabolismo de la glucosa
Insulina

Es una proteina segregada por las células B de los islotes de Langerhans, siendo l2
hormona principal que controla el metabolismo de los carbohidratos (ver figura 4) (41). La
insulina se secreta como respuesta a un aumento de la concentracién de la glucosa y
aminoicidos en la sangre (44). Su misién consiste en controlar el transporte de la glucosa
desde el torrente sanguineo hasta las células donde es oxidada (42).

La insulina es una pequefia proteina de peso molecular de 5808 compuesta por dos
cadenas de aminodcides conectadas entre si por enlaces disulfuro (ver figura 5 )(43).

Cuando se secreta esta hormona hacia 1a sangre, circula casi por completo en forma libre,
suffiendo una semidesintegracion plasmatica que dura solo 6 minutos, de manera que se
elimina de la circulacion en un plazo de 10 a 15 minutos, Salvo por la parte de insulina que
se combina con los receptores de fa célula blanco, el resto se degrada, sobre todo en el
higado y en menor grado en el rifidn.

Para iniciar sus efectos sobre 1a célula blanco, la insulina se fija primero a la proteina
receptora la cual activa al receptor que inica los efectos de Ta insulina. Los receptores
activados excitan levemente al sistema AMPciclico o segundo mensajero, que estimula las
vias enziméticas que inician las acciones conocidas de la insulina (ver figura 6 y 7) (43).

La glucosa que pasa a la sangre causa secrecion rapida , que a su vez, determina la
captacion, el almacenamiento y el uso de 12 misma por todos los tejidos del organismo, pero
en especial, el higado, misculos y tejido graso.

Uno de los efectos mas importantes de la insulina consiste en que 1a glucosa absorbida se

casi de inmediato en el higado en forma de glucdgeno. Cuando no se dispone de
insulina y 1a concentracion de glucosa en sangre comienza a disminuir, el glucOgeno hepidtico
es dividido de nuevo en glucosa que se libera otra vez a la sangre evitando que 1a glucemia
disminuya excesivamente (43).

Elmecanismo por el cual la insulina causa la captacion y depésito de glucosa en el higado
incluye:

a) inhibicidn de la fosforilass, la cual causa el desdoblamiento hepitico del glucdgeno en
glucosa,
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FIGURA 5. Secuencia en ¢l procesamiento de insulina.



Sintesis Transporle R Action bieldgicn
{ohncreas) {sangre) feglia periférical

Segundo
mensajero

Insulina

Sintesis
de protenas

Receptor

~" Aclivado
Efector .

Inactvado /

FIGURA 6. Mecanisino de accion de la insulina.



9lucagdn-adrenalina
INSUling oo - .y prcehon

adenilziclisa

sinfatasa
inactiva

oluctigeno

sinletasa
activa

K0

glucdgeno
elemental
uridindifosfato-
glucosa
FPa
uP glucosa-1-P

.} 9lucosa-5-
. © -} loslatasa .
Qlucosa 47_<-_ §IUC0526-P e gluciilisis

fa ”zﬂ

glucosa

FIGURA 7 Vias enzimiticas de la insulina.



b) aumento de la captacion de glucosa de la sangre por células hepaticas al incrementar la
actividad de |a enzima glucocinasa que causa la fosforilacion inicial de la glucosa. Una vez
fosforilada la glucosa es atrapada dentro de las células hepaticas.

<) aumento de Ja actividad de enzimas que promueven la sintesis de glucdgeno
(fosfofructocinasa y glucogeno sintetasa).

Lo anterior puede aumentar la cantidad de glucogeno en ef higado hasta incrementar en un
5-6% su masa total.

Cuando la gluicemia comienza a disminuir hasta un valor bajo, el higado libera glucosa a la
sangre circulante ocurriendo fos siguientes fengmenos:

1) el pancreas disminuye la secrecion de insulina y por fo tanto se detiene el deposito de
glucégeno.

2) La falta de insulina activa la enzima fosforilasa que desdobla el glucégeno en fosfato de
glucosa, el cual es i do por ia fosf glucosa en glucosa libre y de esta forma se
difunde a la sangre (43).

La insulina también promueve Ja conversion de glucosa hepatica en dcidos grasos gue son
posteriormente transportados y depositados como grasa. Ademas inhibe la gluconeogénesis
por dos razones: disminuye }a liberacidn de aminoécidos de! miisculo y tejido extrahepaticos
y reduce Ja actividad de enzimas hepaticas necesarias para tal fin. La insulina promueve el
transporte de glucosa a las células musculares.

La insulina fomenta fa formacion de proteinas y también impide su degradacion. Algunos
de los hechos que comprende son:

a) causa ¢! transporte activo de muchos aminodcidos al interior de las células.

b) tiene efecto directo en los ribosomas para aumentar 1a traduccion def RNA 3}
formando en consecuencia nuevas proteinas.

¢) durante un periodo prolongado de insulina, aumenta [a transcripcion de} DNA v asi
forma mayores cantidades de RNA.

d) la insulina inhibe el catabolismo de las proteinas disminuyendo [a degradacion por los
fisosomas (43).
La insulina estimula ef crecimiento del cucrpo y de las glandulas salivales y endocrinas ya

que se incrementa 1a sintesis de RNA, promoviendo Ja sintesis de enzimas v proteinas
estructurales (45).

La accidn hipoglicemiante de la insulina es equilibrada por Ja accion de fas hormonas del
16bulo anterior de la hipifisis y de {a corteza suprarrenal. La hormona de} crecimiemo
estimula fa secrecién de insulina, pero un exceso causa hipergiucemia.



Metabolismo Anormal de Ia Glucosa

El di ) per de Ia 1ol ia a la glucosa es causado por alteraciones del
mentabolismo non'nal dela mxsma Hay disminucion de ia utilizacion hepatica y tisular de la
glucosa, ademis, la gl is hepatica y la neog! énesis a partir de proteinas y

dcidos grasos estan aumemadas (ver ﬁgum 8) (41).

Los criterios del National Diabetes Data Group para diagnosticar di se p a
continuacion:

* Glucosa plasmatica en ayunas: mayor de 140 mg/dl por lo menos en dos ocasiones.

* Prueba de la tolerancia a la glucosa oral (1.75 g de glucosa/ kg de peso corporal:
miximo 75 g )

a. diabetes mellitus: glucosa plasmatica mayor o igual a 200 mg/d! a las dos horas y en
otro punto mds en la prueba.
b. tolerancia a la glucosa alterada: glucosa plasmatica entre 140 y 200 mg/dl a las dos
horas y mayor de 200 mg/d| entre la hora cero y dos horas.
c. diabetes gestacional: dos o mis valores mayores de;
ayunas - 105 mg/d]
1 hora - 190 mg/dl
2 horas - 165 mg/d!
3 horas - 145 mg/dl
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1.3 INFLAMACION

La lesion de las células suscita una reaccion protectora inmediata de los tejidos vecinos
llamada inflamacion. Es uno de los procesos patologicos més frecuentes que se encuentran
en medicina (25).

Se define como la reaccion de los tejidos vivos a todas las formas de lesion: comprende
respuestas vasculares, neurologicas, humorales y celulares en el sitio de la lesion (8).

;3 a

Durante mucho tiempo se 9 que la i se izaba por cuatro signos:
“calor”, “tumor®, “"rubor” y “dolor” (46). Se atribuye erréneamente a Galeno un quinto
signo: "pérdida de la funcién" (46), debiéndose a Magno el descubrimiento de origen de tal
signo (Rudolf Virchow) (47). Solo después que John Hunter establecid que el proceso
inflamatorio es de caracter protector (25), otros adel d aron que hos tipos de
inflamacion no comparten todos los signos "clisicos” (48).

Cualquiera que sea la causa, las células en el sitio de la lesidn se dafian y las sustancias
quimicas provenientes de estas células inicial la inflamacion (25). Todos los elementos que
integran los tejidos conectivos vascularizados participan y por la tanto, cuanto mas
complicado sea el tejido, més complejo serd el cuadro del proceso inflamatorio.

La inflamacién comprende dos tipos de respuestas, la respuesta aguda y la respuesta
crémca La primera es una reaccién inmediata y temprana a un agente lesivo, caracterizada
pall e por cambios ) y exudativos. En contraste, la respuesta cronica se
on'gina por estimulos lesivos persi| origina infiltracién de células mononucleares y
proliferacion de fibroblastos. Quizis siga a la inflamacién aguda o la respuesta pueda ser

cronica casi desde el inicio (8).

1

arse como un cuadro

Los fenémenos de la inflamacién son plejos y deben
cambiante y dinimico (9).

La sangre circula en dos corrientes: una central (eritrocitos, leucocitos y plaquetas) y otra
periférica (plasma) (49-51). Siempre que las células o los tejidos experiementan lesion o
destruccion se desencadena una serie integrada de fendmenos. En un momento dado los
vasos del drea reducen su didmetro (9), pero en corto tiempo se restablece el flujo sanguineo
por dlla(acwn arteriolar pudiendo continuar durante periodos prolongados (hasta 24 horas)

dose elevado el vol y la presidn, transmitiéndose la pulsacxon arteriolar a
capilares y vénulas (estasis) (ver figura 9 y 10). Este CmeI.O vascular ocasmna que al poco

tiempo se torne mas lento el flujo ineo (25) que se d por pleto.
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FIGURA 9. Alletaciones del flujo sanguineo en la inflamacién.
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Las dos zonas de flujo intercambian sus lugares, de modo que las células de la comriente
central son desplazadas hacia la periférica (25). Debido a la vasodilatacion se crean espacios
libres entre las células endoteliales y aumenta la p bilidad lar (este pto se
aplica al paso de coloides, iones, electrolitos y agua). Cuando la agresion es leve, el aumento
de permeabilidad es inmediato y de muy poca duracién; cuando la lesion del tejido es mas
severa se observa la fase inmediata y en poco tiempo (alrededor de 15 minutos) hay un
aumento progresivo y persistente de la permeabilidad, prolongandose 24 horas o mas (25).
Como ia de este de permeabilidad hay salida de sales, lipidos, auga y
proteinas hacia el intersticio de los tejidos y se permite una mayor difusion de liquido y
células (9).

Existen mediadores quimicos como por ejemplo la histamina, serotonina, proslaglandmas

ete., que alteran la permeabilidad de los vasos sangui Un medi es

8t cuya concentracion aumenta en ¢! sitio del traumallsmo

mﬂamatono en asociacidn con la aparacion de por lo menos una respuesta o cambio
estructural de! tejido (52).

El paso siguiente es la migracién de céluias debido al mecanismo denominado
diapédesis(25). Las primeras células que aparecen en el instersticio son los neutrofilos; en las
siguientes 24 a 48 horas emigran los monocitos; 4 o 5 dias después de a lesion inicial se
encuentran los macrofagos. Las dltimas células en aparecer son los linfocitos. La atraccién
de estas célules hacia el 4rea se debe a un factor quimico liberado por las células lesionadas,
proceso llamado quimiotaxis.

La direccion de movimiento de las células estd determinado por las sustancias que se
encuentran en el medio (53). Los tefidos en el sitio lesionado son separados al ocurrir edema
¢l cual proviene del plasma de la sangre y contiene fibrindgeno que a su vez es convertido en
fibrina (9).

El liquido intercelular con sus abundantes proteinas se la sangre y partes de las zonas
lesionadas se denomine exudado. Existen varios tipos de exudado segun ¢l producto
predominante:

* Serosos

* Purulentos

* Fibrinosos

* Hemorrédgicos

* Membranosos (9)



La reaccién inflamatoria se modifica por muchos factores, entre los que se encuentran los
siguientes:

a) potencia y cuantia del agente lesivo

b) durancién de la exposicion

c) capacidad invasora

d) susceptibilidad de los microc i a la fagocitesis y la di

¢) estado fisioldgico del paciente

f) localizacion de iz lesion (46}




1.4 REPARACION Y REGENERACION

Enla ion de infl ion y de reparacion, €sta Gltima empieza poco después de la
lesion, mientras que aun esta en su apogeo la reaccion inflamatoria aguda, pero no puede
completarse sino hasta que el agente lesivo ha sido destruido o neutralizado (54).

La idad de reparacidn, aunque uni I, varia ampli y depende de la especie,
1ejido, ednd lmta.ntcs imulos locales, irrigacio guinea y movilidad de los tejidos
(22).

Si un tejido lesionado es plazado por células simil o idénticas a las d id
hablamos de ion (22). La reg ion se clasifica en tres tipos:

* Regeneracién fisiologica
* Regeneracion compensatoria
* Regeneracion patologica

La regeneracion fisiologica se conoce también como renovacién celular, la cual es
necesaria para el recambio normal. La regeneracion compensatoria aparece en drganos pares
y la regeneracion patologica se produce cuando hay pérdida repentina de tejidos epiteliales
(55).

La reparacién es un témmino global que incluye la regeneracion. Existen dos tipos de
reparacidn: a) la reparacion por regeneracidn parenquimatosa (25) que consiste en la
sustitucion del 4rea lesionada con el mismo tejido que preccdm la inflamacién y b) la

iGn por tejido ivo que blece 1a ided morfologica ademés de
sustituir funci peciales, 8 i de [a reserva funcional de un érgano
o tejido (54).

La reparacion con tejido conectivo se considera tradicienalmente de dos tipos:

1) como unién primaria o de primera intencién si ocurre por oposicién adecuada en los
bordes de una herida qunrurgica mediante punlos de sutura y,

2) como unién daria o de seg i6n si ocurre cuando la pérdida de tejido
evita esta oposicion.

En el primer caso hay poca pérdida de sustancia o no la hay; el exudado y los restos
necréticos son minimos y la reparacion es muy rapida. Sin embargo, en el segundo caso hay
una perdlda importante de tejidos (como en heridas abiertas); existe una cantidad

dado y restos dticos que deben eliminarse, originando lo anterior,

una reparacién lenta (56).



En la fase inicial de Ia reaccion de reparacion, el espacio de la incision es ocupado por un
coigulo de fibrina y eritrocitos para la solucion de continuidad creada por la herida. Tiempo
después aparece edema seguido por la salida de neutrofilos, los cuales emigran hacia la
superficie destruida, deshidratindose la superficie del coagulo originando la costra que
protege al tejido conectivo hasta que éste pueda prepararse. Continia asi la inflamacion
aguda con infiitrado de pohmorfonuclearcs (25), después la epidermis en los labios de la
herida se engrosa debido a Ja migr de s epiteliales desde los bordes al coagulo
(25,51) y por tltimo se origina la formacion de pucmcs fibrosos. De los bordes del coagulo
sobresalen prolongaciones de las células epiteliales hacia la linca media y producir una capa

pitelial delgada, restableciendo asi la continuidad epidérmica (25). Posteriormente aparecen
los macrofagos (20) que limpian los restos necroticos y eliminan eritrocitos y fibrina. Otra de
las funciones del macrogafo consiste en la secrecion de factores quimicos que favorecen la
migracion de fibroblastos hacta el sitio lesionado (ver figura 11). Los fibroblastos sintetizan
y secretan componentes de la matriz extracelular {colagena tipo 1 y I11) (25,20).

El espacio de la incision comienza a ser ocupado por yemas capilares originando
engrosamicento de la capa de revestimiento epidérmico (tejido de granulacion) (57), ademas
se incrementa la duplicacion fibroblastica de manera que las fibrillas de colagena comienzan
a ser mas abundantes y van de un lado 2 otro de la incision. Durante este periodo, la
epldemus rccupcra su grosor normal (8). A lo largo de dos semanas, la acumulacién de

dose el tipo I) y llega a su maximo a los 2 o 3 meses de

originada la lesidn (55).
Factores que influyen en la reaccién inflamatoria y reparadora

Se han clasificado a los agentes que modifican fa curacion de las herdas en influencias
generales e influencias locales.

Influencias generales

* La nutricion del paciente. Observaciones clinicas indican que la disminucién de proteinas
alteran la reparacion de las heridas.

* Las alteraciones de la sangre pueden tener un gran efecto sobre la reaccion inflamatoria
y reparadora, ya que una deficiencia de elementos celulzres hace que ciertos procesos se
tornen inadecuados.

* La diabetes mellitus es un factor predisp ya que los tienden a
desarrollar infecciones clinicas y tienen menor capacidad para controlar la invasion
microbiana. Tienden a suftir ademés, riego sanguineo inadecuado hacia la zona dafiada.

* Las hormonas. Las concentraciones altas de cortisol impiden la vasodilatacion y fa
permeabilidad vascular. También interfieren con la quimiotaxis.
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Influencias iocales

La insuficiencia dei aporte ineo local puede ser [a mas importantes. La infeccidn es
un impedimento para la reparacion. Los cuerpos extrafios son estimulos muy obvies para la
inflamacion e impiden la reparacion. La localizacion de la lesion, puede alterar
importantemente el resultado final (55).



1.5 ARGININA

La Le-arginina (acido-alf: -gar idin-valeridnica) es consideradc como
semicsencial ya que puedc ser sintetizado por los mamiferos pero no en cantidades
suficientes para su maximo desarrollo, por [o que se tiene que ingerir en dieta normal (58).

Se metaboliza mediante dos mecanismos:

a) la desaminacion oxidativa, proceso por el cual se conserva el radical guanidinico v se
utiliza en la sintesis de creatinina.

b) la hidrolisis enzimatica por medio de la enzima arginasa en el ciclo de ia urea con
formacion de ormitina y urea (59). Krebs y Henseleit encontraron que la velocidad de
formacidn de la urea a partir de amoniaco se aceleraba a! afiadir omnitina, citrulina o arginina
(ver figura 12) (1).

La arginina participa directamente en la formacion de tejido conectivo. Se ha estudiado
ademas la influencia de un suplemento de arginina sobre €] crecimiento y la reparacion de
heridas incisionales en piel. La L-arginina produjo un aumento en el deposito de colagena en
el area especifica de la herida. Esto concluye que a arginina juega dos papeles en la
reparacién de heridas: es esencial para Ja sintesis de coligena y disminuye algunos de los
aspectos negativos de la respuesta metabélica en la fesién (60).

Este aminoacido interviene en la compactacion del DNA ya que forma parte de las
histonas y protaminas. La funcién de la arginina en las histonas es la de dar carga positiva a
estas proteinas de pH neutro y de esta forma se pueda combinar con ¢l DNA cargado
negativamente (ver figura 13} (61).

En estudios previos de demostré que {a L-arginil imula la produccidn de insulina (3).
interiviniendo en la biosintesis de ésta, ya que forma parte del pepudo C en los residuos
31,32 y 65, los cuales son lugares donde se desarrolla la hidrélis por tripsinas ‘del péptido
para la liberacion de insulina, en las Gltimas fases de Ja sintesis de ésta. Se ha comprobado
unza fevacion de los niveles de péptido C después de la infusion con arginina en pacientes
diabéticos en diferentes estados de evolucién (61).

La infision de arginina (5 m M) en ratas diabéticas (estreptozotocina), incremento la
secrecion de insulina debido a la hipersensibilidad de las células 8 a la estimulacion con
i siendo ésta dependiente de la dosis administrada (62).

Se cree ademds que el potasio causa la liberacion de insulina abriendo los canales de calcio
sensibles a los cambios de volitaje. La arginina cierra estos canales de las celulas alfa
estimulando la produccién de insulina e inhibiendo la de glucagon (63).
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Es posible que 1a L-arginina sea metabelizada dentro de las células B de los islotes de
Langerhans. ya que se ha comprobado que en islotes transplantados a higado de rata, la
arginina también los estimula para la produccién de insulina. La secrecion de insulina
estimulada por arginina es de 1a misma naturaleza que la provocada por glucosa (64),

La respuesta de insulina a 1a L-arginina disminuye con fa edad y es independiente al
secretagogo utilizado. Lo anterior s¢ relaciona con la actividad de 1a enzima glicerofosfato
deshidrogenasa y al avance en la produccién del estado diabético (65).

La arginina en grandes concentraciones {mayores de S00mg/mg de peso corporal) produce
dailos en el pancreas, los cuales incluyen la desorganizacion progresiva y degeneracion del
reticulo endoplasmico rugoso de las células acinares y una reduccién en el nimero de
zimbgenos. Se hen observado dafios en organelos como las mitocondrias y membranas
granulares, Se observan ademds células acinares necrdticas, con signos de daflo celular
irreversible como pignosis y cariorrexis (66). ’



1.6 ARGINASA

La arginasa (L-arginina amino hidrolasa, E.C, 3.5.3.1.) es la enzima que cataliza fa
hidrolisis de L-arginina a L-omitina y urea (67).

Fue descubiena y descrita por Losel y Dakin en 1904 y se detecto en higado de mamiferos
como enzima terminal del ciclo de la urea, mecanismo que tiene lugar en organismos
ureotélicos y fue postulado por H. Krebs en 1932 (2), le que indica que es esencial para la
realizacion de procesos bésicos de la funcién celular (68).

Esta enzima esta presente en [a fraccion soluble del citoplasma y en diversas estructuras
celulares como las mitocendrias, lisosomas, aparato de Golgi y posiblemente en el nicleo de
la célula. La actividad de la arginasa se ha demostrado en diferentes tejidos de mamiferos:
nion (69), placenta (70,71), corazdn (72), sangre (73), eritrocitos (74-81), linfocitos y
granulocitos Jeucémicos (82), en lineas de células tumorales en cultivo (83), en suero
(84,85), asi como en los factores de suero regidos por la induccion de arginasa en
macrofagos (86). En ratas se ha detectado la actividad de arginasa en glandulas
submaxilares,bazo, corazon, piel, etc.(87). Ademds, en un estudio reciente se determind la
actividad de esta enzima en los diferentes estadios del crecimiento y desarrollo de la pulpa
dental humana (88).

Se atribuye a la arginasa como funcién principal la conversion de L-arginina en urea y
ornitina, siendo ademas un precursor de la prolina, del acido glutamico y la citrulina (88).

La arginasa posee ung estructura oligomérica, siendo un tetramero que consiste en 4
monémeros. Su rango de pH estd entre 9.3 y 10. Esta enzima hidroliza enlaces C-N no
peptidicos y tiene afinidad por el sustrato arginina (89).

Entre la variedad de iones metalicos que activan o estabilizan a las arginasas de diferentes
tejidos se encuentran Mn++, Ca++, Ni++ e inclusive Fe+++. Por [0 tanto, el tratamiento ¢on
acido dietilamino tetracético (EDTA), ocasiona la inhibicion de la arginasa por remocion de
Mn++ (90),

Hunter, et al. (91), reportaron que la actividad de arginasa de higado bovino se reduce
cuando estan pr hidrolizados de proteing, o que conduce a la inhibicién de la enzima.
Esta inhibicion puede ser completamente reversible con la adicién de Mn++ en el medio. En
este estudio se demostrd ademas que los inhibidores competitivos de arginasa fueron la
ornitina y prolina y los inhibideres no-competitivos fueron los aminodcidos isoleucina. valina
y cisteina (52).




Arginasa en heridas

La arginasa juega un papel importante en la reparacion de heridas. Seifer, ct. al,
mostraron que [a adicion de arginina a la dieta de animales lesionados da como resultado un
incremento en el depdsito de coligena. Ef patron cambiante en las concentraciones de
arginina en heridas sugieren la actividad de arginasa (93).

Eldlbacher y Merz en 1927, describieron Ia actividad de arginasa en el tejido de
granulacion v propusieron que un descenso de arginina en ¢! microambiente ocurre en los
sitios de inflamacion al activarse dicha enzima. Por ello, fa actividad de arginasa fuc
determinada en heridas en donde se encontré una elevada actividad de esta enzima en tejido
lesionado (94).

En diferentes modelos de heridas experimentales, se obtuvo como comin denominador la
presencia de infilirado celular en ¢l sitio de la inflamacion, constituido por leucocitos,
linfocitos y fibroblastos que mostraban bajos niveles de arginasa, sin embargo, los
macréfagos {otros componentes del infiltrado) mostraron actividad intensa de arginasa. De
esta manera se tiene que los macrofagos dentro de las heridas son los responsables de Ia
actividad extracelular de arginasa-en tejido lesionado. Con lo anterior se concluye que los
macrofagos tienen un papel principal en el metabolismo de arginina en heridas. El objetivo
principal es que los productos del catabolismo de arginina dados por las células dentro de la
herida, dan origen a los precursores necesarios en la sintesis de colagena (95).

John T. Kung (96) encontré en estudios realizados en células de bazo en un medio rico en
macréfagos una disminucion significativa de arginina y un incremento marcado de la
actividad de arginasa.

Leivovich v Ross demostraron que al paralizar a los miacrofagos con un suero
antimacréfago, los procesos de migracion y proliferacion de macréfagos y formacién de
tejido conectivo sufrieron un retrase imporante, lo que sugiere que el macréfago desempefia
un papel importante que precede a la aparacion de fibroblastos en las heridas. Se demostro
que al ser estimulada !a fagocitosis de los macrofagos con particulas de Jatex y después de
extracrlos de este medio y agregar al mismo los fibroblastos, se observd que éstos se
estimulaban hacia una fase de crecimiento y proliferacion, lo que sugirié que la activacion de
los macrofagos produjo un componente que estimuld este crecimiento (97). Lo anterior
condujo a una serie de experimentos en los que Yoshio Tsukamoto, et al., descubricron que
la activacion de los 6agos por il provoca la liberacion de monocimas
que causan la migracion de fibroblastos in vitro y producen la sintesis y secrecion de
fibronectina que sirve como un estimulo quimiotactico para los fibroblastos (98).




Van Elsen y Leroy (72) compararon algunas propiedsdes cinéticas y cromatogrificas de la
arginasa de fibroblastos cultivados con las enzimas del higado v eritrocitos humanos.

Las enzimas que catalizan a conversion de citrufina a arginina en el ciclo de la urea, han sido
estudiadas también en fibroblastos cultivados por varios investigadores {98). Cuando fos
fibroblastos se cultivan en un medio libre de suere, la actividad de arginasa varia con la edad
de fos mismos. La senectud de las eélulas se acompaila de un decremento en Iz actividad de
arginasa y cambios en el perfil enzimético {69).



1.7 COLAGENA

La coldgena es una proteina que aparece como fibra rigida e insoluble en todos los
drganos (44).

Los primeros estudios demostraron que la molécula de culagena era muy grande y que

poseia una peculiar posicion de ami que alrededor de un tercio
son de glicina y un 20% son de prolina e hndmxnprolona (99).
Se ideraba antig que a coldgena era una proteina tnica cuya composicion de

aminoacios se habia conservado en el curso de la evolucion. Sin embargo, los métodos

analiticos han llevado al descubrimiento de diferencias en 1a secuencia de aminodcidos en las

cadenas alfa d: Ia wlagens, consnderandose ahora como una familia de moléculas
f pero gistintas (100).

Las moléculas de coligena son largas (aproximadamente 300 nm} y estrechas (unos 2nm).
Cada molécula esta compuesta por 3 cadenas de polipéptidos anudados en la forma de una
hélice triple llamadas cadenas alfa y estan formadas por secuencias repetitivas de 3
aminodcidos (101). Esta estructura se forma por la presencia de glicina en cada tercer
residuo. La torsidn dentro de las cadenas se da con una vuelta hacia la izquierda y los
grupos prolilo e hidroxiprolilo estan acomodados en una triple hélice sin distorsion y
estabilizan las estructuras (ver figura 14) (44).

Dentro del 20% que constituyen prolina e hidroxiprolina (102), més de 1 de cada 5 del
total son prolinas y la mitad de éstas aparece modificada por hidroxilacién en posicion 4 y
una cantidad mucho menor esta hidroxilada en la posicion 3 del anillo (1) (Figura 15)

Estas hidroxiprolinas se encuentran principal en la coldgena. Una pequedia porcion
aparece en la elasting, y en la enzima acetil colinesterasa, En general el contenido de
hidroxiprolina en los tejidos es un indicador del ido de coligena (44).

La hidroxilacion de la prolina es causada por la vitamina C, que mantiene a la enzima
prolin-hidroxilasa en estado activo, por lo que una inadecuada cantidad de esta vitamina da
manifestaciones clinicas que incluyen un deterioro de tejido que resulta notable en las encias,
incluso los dientes pueden aflojarse de sus alveclos, debido a la degeneracion del colagena
en los ligamentos periodontales. Una complicacién ulterior es la disminucién de la capacidad
de reparacion. Con la presencia de los grupos de hidroxiprolina, s posible predecir si un
tipo de célula dado posec el p ial de producir cola determinando si produce una
enzima que puede hidroxilar fa prolina (101).




FIGURA 14. La coligena esta formada por tres cadenas polipeptidicas. Cada
cadena esta torsionada hacia la izquierda, con una vuelta cada
tres residuos, y las tres cadenas estan enroscadas entre si
formando una hélice derecha en la cual por cada diez vueltas de
las cadenas individuales hay una vuelta de la triple hélice. La
colégena de tipo I contiene un par de cadenas de un mismo tipo
y una tercera cadena diferente, como sc muestra en la figura;

. o, -

otros tipos de coldgena poseen tres
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Se han descrito 5 tipos diferentes de coligena, cada uno de los cuales posee su
combinacién particular de cadenas alfa constituyentes y se sabe de la existencia de otros
tipos de coligena. Las principales distribuciones histoldgicas de estos tipos de coldgeno se
enlistan en el cuadro I (101).

En la colagena tipo 1 (que es caracteristica de los tejidos blandos, cicatrices, hueso,
dentina y el resto de tejido conectivo normal), hay una diferencia en la composicion y
secuencia de aminodcidos entre una cadena alfa y las otras dos. Cada moldcula de los otros
tipos estd compuesta por 3 cadenas alfa idénticas. No obstante, en ciertos tgjides, la tipo V
parece estar constituido por dos clases de cadenas alfa.

Biosintesis de Ia colagena

Los aminodcidos que integran la colagena resultan de una seric de reacciones bioquimicas
que parten del catabolisme de la L-arginina que origina prolina e hidroxiprolina. La
biosintesis de estos aminodcidos se esquematiza en la figura 16. Un incremento en las
concentraciones de arginina aumenta la bidsintesis de estos aminoacidos (103). Una vez
sintetizada 12 prolina e hldroxlprolma. se dirigen hacia los nbosomas para ahi sujetarse a

3 q =t (

n de pepti , g on e hidroxilacion, originando Ia preprocolagena (2).

La colagena se sintetiza inicialmente en los fibroblastos, como preprocolégena. Mas tarde,
el segmento sefial o guiz de 70 aminoacidos se separa del extremo N-terminal para producic
procolégena. Es solo de esta forma, de cadena unica, en que los residucs de prolina y lisina,
pueden modificarse por hidroxilacion a hidroxiprolina. Después de agregar residuos de
glucosa y galactosa a algunos de estos oxhidrlos, las 3 cadenas se retuercen juntas con la
glicina que aparece cada tercer residuo en el interior. La hélice es transportada al aparato de
Golgi donde se afiaden otros carbohidratos a los extremos de la molécula y se forman
puentes disulfuro. De esta manera la procoligena se transporta al exterior de la célula. Sélo
en ¢l espacio intersticial se escinden grandes segmentos de ambos extremos (incluyendo
todos los puentes disuifuro) y 1a tropocolagena sesultante se ensambla en fibras de colagena
(ver figura 17) (58).

Influencia de 12 Diabetes en }a produccién de coligena

La diabetes mellitus esta asociada con un defecto generalizado en el metabolismo del
tefido conectivo (104). Los defectos en el tefido conectivo en diabetes se caracterizan por
una acumulacién de este tejido en otros tejidos (piel y membranas vasculares) (11), y por el
decremento del tejido conectivo en tejido 6seo y en heridas (105,106).



CUADRQ ||, Distribucién y origen de los cinco tipos decolégena

tipos deecligenyg

Distribiscidn histoldgica principal

Células de otigen

1

Tejido conective laxo y notmal denso;
fibras coligenas .

Cartilago fibroso

Hueso

Dentina

Hialina y carlilago eldstico
Cuerpo vilreo del ojo

Téjido conectivo laxo; fibras reticuiares
C1pa papilas de la dermis
Vasos sanguineos

Membranas basales
Cépsula del cristalino del ojo

Membranas [etales; placenla
Membranas basales

Hueso

Musculo liso

Tibrablaslos y células reticulares:
céfulas del nwisculo liso

. Osteoblastos

Odontablastos

Tondrocitos X
Células d# la retina

Fibrablastos y células reticulares
Células del musculo liso; células
endoteliales

Células epiteliales y endoleliales
Fibras cristalinas

Fibroblastos

C&lulas del masculo liso
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Preprocoléigena
I‘O Péplida da senal de 70 aminodcidor
Procolégena
J Adiciébn de OH o prolina y lising

Procolégena hidroxilada

Al aporato da Golgi para odicién do corbohidralos
Formacién de la hélics triple

Hélice triple de coldgena

Excracién da {a célula
Seporacién de péptidos de los extramos de la molécula

Molécula de tropoccldgena
lEnlrocrummienlo

Fibra de coldgena

FIGURA 17. Maduraci6n de la coldgena.



En fibroblastos dérmicos de nifios diabéticos se encontrd que Ia sintesis de los elementos
det tefido conectivo disminuy on bl (99), En di prcvuosscencomroque la
colagena de tejidos en i fismil en les diabéticos (107). Sp
(13), comprobs que existe un factor en el suero diabético que inhibe la produccion de
coldgena. Este factor desaparece con la presencia de insulina.

Se han llevado a cabo estudios de reparacion de heridas en animales diabéticos tratados
con estrepiozotocina y se ha confirmado una disminucion en la fuerza tensional y un
descenso en la produccion de colagena (15).

Las enfermedades cronicas del peridonto y mucosa bucal en general estin influenciadas
por factores sistémicos que involucran estados hormonales y metabdlicos. La patologia
relacionada entre las enfermedades bucales y la diabetes mellitus es conocida. El tejido
diabético se ve afectado en su :nlegndad ya que. los fibroblastos producen una baja en la
sintesis de colagena origi en paci diabéticos (108).




CAPITULO 2. MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO




MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

2.1 Material Biologico

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron 32 ratas adultos machos Sprague-
Dawley proporcionadas por el Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS) con
un rango de peso entre 240 a 300 g.

2.2 Material basico

* Pinza de diseccion con dientes
* Pinza de mosco

* Jeringas para insulina (Iml)

* Gasas y paiiuclos desechables
* Cristaleria en general

2.3 Reactivos bisicos

* Solucion inyectable de Droperidol (2.5 mg/ml)
* Solucion inyectable de Ketamina (50 mg/ml)

* Buffer TRIS - HCI

* Aloxana

2.4 Material quimico y aparatos analiticos
Para el analisis quimico de I actividad de arginasa, peso seco, protemas DNA y L-

hidroxiprolina se utilizaron los materiales y ivos de los p di itos mas
adelante.

Para la determinacion de glucosa se emples: Glucdmetro GX para diagnostico de Bayer.



2.5 Procedimientos de laboratorio

Los animales se mantuvieron en el Bioterio bajo condicione:
purina y agta ad libitum, con periodos de luz de 12 horas

Se dividieron en 4 lotes de 8 ratas cada uno, y se agruparon como sigue:

LOTE! Ratas normales tratadas con solucion de L-arginina (10mM)
LOTEIl Ratas normales (Control)

LOTEIII Ratas diabéticas tratadas con solucion de L-arginina (1 0mM)
LOTE IV Ratas diabéticas (Controf)

Se utilizo el lote IT como control para verificar la reparacién normal y el lote IV para ver
la influencia del estado diabético en la misma.

Se les indujo diabetes a los animales de los lotes 111 y [V inyectando aloxana (i.p.) a una
concentracidn de 120 mg/kg de peso (109), disuelta en solucién salina (0.9%).

Todos los [otes se anestesiaron con 0.4 ml de solucién inyectable de droperidol y 0.6 ml de
solucién inyectable de k por via i lar, En los lotes Il y IV después de
inducida la dibetes se les practicd una incision quinirgica de 1 cm de largo en la mucosa
bucal, del mismo modo que a los lotes I y II.

Posteriormente cada lote fue tratado de la siguiente manera:

Lote I. Se le tratd con 1.0 ml de solucion de L-arginina 10 mM por via intraperiotoneal
durante 12 dias.

Lote II. Recibid 1.0 ml de NaCl (0.9%4) por via intraperitoneal en dosis diarias durante 12
dias.

Lote I Recibio 1.0 ml de solucion de L-arginina 10 mM d 12 dias via intraperi 1

Lote IV.Se le administré por via intraperitoneal 1.0 ml de solucidn salina al 0.9% durante 12
dias.



Durante este periodo clinico todos los lotes se mantuvieron bajo observacion. Diatiamente
alos lotes I y IV se les determino glucosa en sangre. Al término de 12 dias se procedié al
sacrificio y a la obtencion del tejido en el sitio donde previamente se realizé la herida,
colocandolo en tubos de ensayo que contenian Buffer Tris-HCI 40 mM. A continuacién se
procedi6 a eliminar el exceso de agua colocando el tejido sobre un papel filtro para pesarlo,
El tejido asi tratado se homogeneizd en Buffer Tris-HCI y se realizaron las siguientes
determinaciones: peso seco, actividad de arginasa, proteinas, DNA y L-hidroxiprolina.
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PESO SECO

Determinacion rapida del peso seco por colorimetria {110)
FUNDAMENTO:

Es un método colorimétrico rapido y preciso para la determinacion del peso seco de

muestras biologicas. Consiste en hacer reaccionar a éstas con una solucxon acxda de
dicromato de potasio a bi durante 20 minutos, a se
determina la densidad 6ptica a 630 nm.
Este método requiere un minimo de tiempo para la determinacion, tiene una mayor
sensibilidad, exactitud y precision. Es insensible a compuestos inorganicos y se puede aplicar
a homogeneizados de tejidos preparados en soluciones inorgédnicas. La tnica desventaje
parece ser que el dicromato reacciona especificamente con grupos que contienen carbono v
por lo tanto, la pammpacron del nitrégeno u otros clementos en la composicion del material
biolégico darér prop i menor absorbancia.

REACTIVOS
Reactivo !

1 gr de dicromato de potasio
50 ml de HpS04
Calentar a 700C

2.Solucion estdndar de manitol 2mg/ml
APARATOS

* Parrilla eléctrica
* Espectrofotometro
* Vortex mixes

PROCEDIMIENTO

Se toman S50 pl de h jzado y se pleta a 1000 ul con agua destilada.
Posteriormente s¢ agregan 2000 pl de la'solucién 1,s¢ mezclan y se deja reaccionar 15
minutos. Se lee la absorbancia a 660 nm.
Las muestras, el blanco y la curva esténdar se procesan por duplicado.
La cantidad de peso seca se reporta como :
ug peso seco / pg peso hitmedo.




CURVA ESTANDAR PESO SECO

Densidad Optica

0,5
048] A
0,3 o
0,2 -

0'1 ....... i

0¥

-0,1
0 400 800 1200 1600 2000

ug de manitol

“*-DATOS EXPERIMENTALES
-+ REGHESION LINEAL

ug manitol

o
400
800
1200
1800
2000

D.O

-0.1120

0.0837

0.1787

0.2736
0.3686
0.4635




PROTEINAS

Para la deteminacion de proteinas se utilizd ¢l método de Lowry con modificaciones

any.
FUNDAMENTO

Desde que fue propuesto ¢l uso def reactiva de folin para la determinacion de proteinas, se
han reportado numerosas modificaciones analiticas en cuanto al procedimiento de
utilizacion.

Se han estudiado las peculiaridades y limitaciones de este reactivo en cuanto a efectos a
diferentes pHs, tiempo de reaccion, concentracitn de reactivos y sustancias que interfieren.

Existen dos reacciones que originan el color final de la proteina: La reaccion con el cobre

en alcali y 1a reduccion del ivo fosfomolibdico-fc angstico por fa proteina tratada
con el cobre,
REACTIVO
t. Solucion 1
carbonato de sodio 2%
tartrato doble de sodio y potasio al 0.02%
hidréxido de sodio 0.IN
2. Solucion 2:

' 1o

solucion al 0.05 % de sulfato de cobre p
3. Solucion 3: .
Se mezclan 50 volumenes de la solucién 1 con un volumen de la solucion 2 al momento
de usarse.
4. Reactive de folin-ciocalteu (diluido en agua 1:2).
5. Solucion estindar de albimina bovina 0.2 mg/m!

do en agua di

APARATOS

* Espectofotometro
* Centrifuga
* Vortex mixer



PROCEDIMIENTO

Se torman 50 s de homogeneizado y se agregan 450 pl de hidroxido de sodio 1N, se
incuba a 370C durante 30 minutos. Se centrifuga 8 minutos 2 3000 rpm y se toma una
alicuota de 500 uf del sobrenadante, se agregan 2000 pi de Ja solucion 3 y se deja reposar
durante 10 minutos. Se agregan después 200 p! del reactivo de folin y se deja reposar por 20
minutos. Se lee la absarbancia a 530 nm.

Las muestras, blanco y curva estandar se hacen por duplicado.

La unidad en [2 que se reporia fa cantidad de proteinas en tejido es:

g de proteina / pp de peso seco



CURVA ESTANDAR PROTEINAS:

Densidad Optica
0,5 —

-~ DATOS EXPERIMENTALES
-+ REGRESION LINEAL
ug aibumina D.O
0.0 00,0432
20.0 O.1188
40.0 0.1943
o e 60.0 0.2699
— o ~ — — - — 80.0 0.3455
0 20 40 60 80 100 1o0.0 0.4210

ug de albumina



ACTIVIDAD DE ARGINASA: (112)

Determinacion de la actividad de arginasa.

FUNDAMENTO:

La actividad de arginasa se ha establecido por mediciones de:

a) una disminucion de la ion de arginina
b) un incremento de 1a concentracidn de omitina
) un incremento en 1a concentracién de urea.
En este caso se mide la cantidad de urea producida por accion de la enzima.
Este método utiliza 12 tiosemicarbazida y diacetil monoxima en medio acido.
La aparicion del color depende dei tiempo y de 1a temperatura de calentamiento.

REACTIVOS

L. Diacetilmonoxima 415.5 mg/100mi

2. Tiosemicarbazida 5.0 mg

3, Reactivo tolorido: se mezclan 3500 pl del reactivo 1 con 5 mg del reactivo 2, aforando
todo a 25 mi con agua bidestilada.

4, Cloruro férrico 0.12 M en 4cido fosférico 56.7%

S. Acido sulfirico al 20%

6. Reactivo icido : se mezclan 25 pil del reactivo 4 con 25 mi del reactivo 5

7. Solucion estindar de urea 0.0150 mg/m}

APARATOS

* Termo-block

* Parrilla eléctrica

* Vortex mixer

* Espectofotometro



PROCEDIMIENTO

Se toman 50 pl del homogeneizado y se agregan 450 pl de buffer (MgCla 0.002 Men
Tris-HCI 40 mM y solucion salina 0.9%, a un pH 7.5).Se incuba a 55°C durante una horay
se toma del sobrenadante una aljcuota de 400 ul y se le agregan 100 pl de una solucion de
arginina (0.4 M) - glicina (0.15 M). Seincuba a 379C por 15 minutos e inmediatamente
i después se pone en bailo de agua hirviendo por 7 minutos.

Se toman alicuotas de 300 pl y se completan hasta obtener 1000 pl con agua destilada, se
agrega a estas muestras 1000 pl del reactivo colorido y 2000 pl del reactivo acido.
Posteriormente se mezclan y se cierran los tubos, calentandolos a 929C durante 20 minutos
y se dejan enfriar para después leer la absorbancia a 530 nm.

La actividad de arginasa se reporta como:

pg de urea/ pg de proteina/ minuto




CURVA ESTANDAR UREA

Densidad Optica
03— .

0,25+ ::¢

0,15
“ DATOS EXPERIMENTALES
0.1 —+ REGRESION LINEAL
)
0,05 ug UREA D.O
0.0 - 0.0038
0. 1.8 0.0522
3.0 o.1083
4.5 0.1643
-0,05 : 6.0 0.2204
0 1.5 3.0 45 6.0 75 7.8 ©.2764

ug Urea



HIDROXIPROLINA

p fotométrica de! hidroxiprolina con modificaciones (113)

D inacion
FUNDAMENTO

Desde que s¢ establecio el uso de este método se han realizado una serie de
modificaciones para ahorrar reactivos y tiempo, al igual que se ha modificado para su
aplicacién en a determinacion de otros aminoacidos asociados con la coligena.

Las pruebas realizadas para la modificacion del método originaron las siguientes
observaciones:

Siempre se necesita un exceso de reactivo de ninidrina y aun asi hay formacién de color; si
hay exceso de agua el complejo colorido no se forma. En ausencia de agua se forma un
complejo colorido (rosa). Con HCL 6 N, en el reactivo de ninidrina, en vez de dcido
fosfdrico no se forma coloracién.

Las modificaciones al método de Chinard son:

a) tomar las respectivas cantidades de solucién estindar de hidroxiprolina y hacerlas
reaccionar con 1 m! de ninidrina concentrada (3100 ug/ul).

b} la solucioén de ninidrina se emplea con dcido fosforico 6 M y acido acético glacial.
¢) la solucion estindar se disuelve en acido acético.

d) La muestra problema debe tratarse con acetona y alcohol absoluto para tenerla en estado
anhidro y 1a prueba no se vea afterada por la presencia de agua.

REACTIVOS

1. Acido clorhidrico 6 N

2. Acetona

3. Etanol absoluto

4, Acido acético glacial

5. Reactivo A: 4ml de dcido fosforico 6 M en 6ml de dcido acético glacial y 0.031 g de
ninidrina.

6. Solucién estandar de L-hidroxiprolina 10 pg/ml en acido acético.



APARATOS

* Termo-block

* Centrifuga

* Vortex mixer

* Mechero Bunsen
* Espectofotometro

PROCEDIMIENTO

Tomar 100 pl de homogeneizado y agregar 100 p! de HCl 6 N, incubando a 70°C durante
16 horas. Se centrifuga a 4500 rpm 15 minutos y se toma una alicuota de 100 pl de
hidrolizado cide, después de lo cual se agregan 50 pl de acetona y se evapora a sequedad.
Ei residuo se lava 3 veces con 200 pl de etanol absoluto en cada lavado, recolectandose los
extractos etandlicos. Se evapora a sequedad el etanol y el residuo se recoge con 1000 pl de
dcido acético y se agregan 1000 ul del reactivo A. Calentar los tubos en bafio de agua
hirviendo durante 30 minutes y leer la absorbancia 530 am,

La cantidad de hidroxiprolina se reporta como:

He hidroxi;;}olina 1 pg peso seco



CURVA ESTANDAR L-HIDROXIPROLINA

Densidad Optica
0,25 -

01l — DATOS EXPERIMENTALES
s = -+ REGRESION LINEAL

0,05

. ug L-HP D.O
- 0.0 - 0.0112
0_( 2.0 o0.0846
B 4.0 0.080S
: =3 6.0 o.1264
0,05+~ —— 8.0 0.1723
0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 100 0.2182

ug L-Hidroxiprolina



DNA

Determinacion de DNA (114).
FUNDAMENTO

La reaccion entre la ribosa y la difenilamina, es probablemente la més usada para la
determinacion del DNA. Dische describié este métado que utiliza una mezcla de acido
sulfiirico, difenilamina y acido acético. Burton en 1956 (115) propuso una modificacién a
este método basado en la adicidn de acetaldehido, y sefiala que esta determtinacion es 3.5
veces mas sensible que el método original descrito por Dische. En 1965, Giles y Myers
(114) publicaron una modificacién al método de Burton que o hace aun més especifico,
estas autores encantraron que puede reducirse 1a lectura det blanco omitiendo el cido
sulfiirico e incorporando el acelaldehido al final de la reaccién, aunque después mencionan
que ésto no es requisito indispensable. Comunicaron también que fa sensibilidad del método
es incrementads al aumentar la concentracion de difenilamina al 4%.

REACTIVQS

1. Reactiva 1 Acido perctorico 0.5 M (49C)

2. Reactive 2: Acido periclérico 2 M

3. Resctivo 3: Acetaldehido. Se prepara una solucion de 16 mg/m), Ia cual se mantiene
congelada y al momento de usarse se diluye 1:10 con agua destilada.

4. Reactivo 4. Difenilamina. Se prepara una solucidn al 4% en deido acético glacial (al
moniento de usarse).

APARATQOS

* Centrifuga

* Vortex mixer

* Termo-block

* Espectofotometro



METOPO

Se toman 100 pl del homogeneizado y se agrega 100 pl del reactivo 1, se centrifuga a
3500 rpm durante 15 minutos. posteriormente se elimina el sobrenadante, se adicionan 100
pl del reactive 2 y se incuba a 70°C durante 30 minutos, Pasado este tiempo, se centrifuga a
4500 rpm por 20 minutos. Se toman 100 1 de la fraccion dcida y se llevan a un volumen
final de 500 1 con el reactivo 2, adicionando 50 u1 del reactivo 3 y finalmente 500 ul defa
solucidn de difenilamina, se mezclan y se tapan los tubos, dejando incubar a 37°C durante
unlapso de 18 a 24 horas. Se lee posterionmente la absorbancia a 600 nm.

Curva esténdar

Se prepara una solucion patrdn de DNA comteniendo Img/m! |, Ia cual s¢ hidroliza a
709C durante 30 minutos, y se guarda congelada hasta el momento de usarse; al utilizarse se
diluye 1:10 para tener una concentracion final de 0.1 mg/ml . Se toman alicuotas adecuadas
(100-500 pl) para obtener concentraciones de 10 a 50 pg por sistema.

La unidad en la que se reporta Ia cantidad de DNA en el tejido es:

pug DNA/ ug Peso seco



CURVA ESTANDAR DNA

0.8

0,6

0,4

0.2

Densidad Optica

ug DNA

~DATOS EXPERIMENTALES
—+ REGRESION LINEAL

ug DNA

Qo
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D.O

0.0104
0.1516

' 0,2927

0.4339
0.5750
0. 7161




CAPITULO 3. RESULTADOS




1 1

I ]
CURVAS DE GLUCOSA mg/di
-
LOTE Ml {DIABETICO -ARGININA]
I
X@IAS) Y1 Y2 \&) Y4 Y5 Y6 PROMEDIO
i 1
0 85 78 6 78 75 8|78 |
1
2 190, 178 159 T
3 240 200 92l o
q 250 230 00
5 300 350 250
[ 350 400 78
7 270 395 30 3
[] 63 360 3i5
9 06 208 300
0 10 250 285
1 50 200 250
2 58 194 200

LOTE IV ({DIABETICO)

X (DIAS)_|Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 FROMEDIO
0 89 75 70 75 85/78.80
1
2 158 T 140, 150 i85 180|162.60
3 70 189 75 200 190/164.80
) 5 200 180 204 196[191.00
5 60 08 200 209 204{202.20
8] _ 5 230 210 230 250]225.00
7| 50 250 250 2501243.20
[] 300 300 300 300)200.00
] 370 350 3501 375(349.00
) 400 400 75, 400/355.00
1 400] 400 400 390(398.00
2 3s0( 385 400 400/392.00




CURVA DE GLUCOSA mg/dl

LOTE it (DIABETICO-ARGININA)

mg Glucosa/dl Sangre

500
400

—Y1

Y2

- Y4
200|- /A Y5

~Y6

~~ PROMEDIO

10077

0
01234567 89101112
TIEMPO (DIAS)



CURVA DE GLUCOSA mg/dl

LOTE iV (DIABETICO)

mg Glucosa/dl Sangre

500
400
—vY1
300 Y2
Y3
iz
200 Y5
-+ PROMEDIO

100,/

0,
0123456789101112
TIEMPO (DIAS)



CURVA DE GLUCOSA

COMPARACION DE LOTES

mg Glucosa/d| sangre
500

400

300

—LOTE DIABETICO-ARG
-+ LOTE DIABETICO

200

100

023456 789101112
TIEMPO (DIAS)

LOTE DIABETICO (IV) Y LOTE DIABETICO + ARGININA (lII)



} j( I I
DETERMINACIONES BIOQUIMICAS
RESULTADOS
I
PESO SECO
MUESTRA LOTE | MUESTRA LOTE Nl
1 0.3408ug PS/ug PH 1 0.2848 ug PSiug PH
2 0.3327ug PS/ug PH 2 0.2772 ug PSiug PH
3 0.3100ug PS/ug PH 3 0.2753 ug PSiug PH
4 0.3615 ug PS/ug PH q 0.3049 ug PSiug PH
E 0.3447 ug PS/ug PH 5 0.2857 ug PSiug PH
8| 4218 ug PSiug PH 6 Muerie
7 0.4054 ug PS/ug PH 7 Muere
8 Muerte 8 Muere
MEDIA 0.3595 ug PSfug PH MEDIA 0.2856 ug PSfug PH
|
MUESTRA LOTE Nl MUESTRA LOTE WV
.2804 ug PSfug PH 1 0.2501 ug PS/ug PH
.2804 ug Ps/ug PH 2 0.2674 ug PSiug PH
2703 ug PSiug PH 3 0.2099 ug PS/ ug PH
.2796 ug PSiug PH 4 Muerte
5 Muerte 5 Muerle
8 Mucrle 3 —_ |Mivere |
7 Muerte 7 Muerte
8 Muerle 8 Muerle
MEDIA 0.2779 ug PSiug PH MEDA 0.2325 ug PSiug PH
PROTEINAS
MUESTRA LOTE | MUESTRA LOTE Il
1 0.0884 ug Prot/ug PS 1 0.0738 ug Protug PS
2] 0.0918 ug Protiug PS 2 0.0725 ug Protiug PS
3 0.1048 vy Prot/ug PS 3 0.0775 ug Prolug PS
4 lu.oma ug Prolug PS 4 10.0661 vg Protug PS
5 0.0875 ug ProVug PS 5 10.0684 ug Protiug PS
0.0862 ug Protiug PS jMuerte
0.0870 ug Protug PS !Muenq
Muene Muarte
MEDIA 0.0892 ug Protiag PS MEDIA 0.0717 ug Proliug PS




|
!

MUESTRA LOTE N MUESTRA LOTE IV
.0684 ug Prot/ug PS 0.0287 ug protiug PS
2 .0735 ug ProYiug PS 2 0.0368 ug prot/ug PS
.0738 ug Protug PS 3 0.0537 ug protiug PS
4 .0662 ug Produg PS 4 Muerte
5 Muerte Muerte
8 1Muene 8 Muere
7 Muerte 7 Muerte
EIN Muerie ] Muerie
MEDIA 0,0699 ug Protiug PS MEDIA 0.0387 ug provug PS
ARGINAS
]
MUESTRA LOTE | MUESTRA LOTEII
.0081ugt/ugProt*min 1 0.0073ugU/Prot*min
2 .0079ugU/ugProt*min 2 0.0068ugU/Prot*min
.0077ugU/ugProl*min 3 0.0068 ugUlugProt*min
.0085ugUlugProl*min 4 0.0068 ugUlugProl'min
008 TupU/ugProt“min 00073 ugUiugPrat'min
8SugU/ugProt*min Muerte
.0089ugU/ugProl“min Muerte
Muerte Muerte
MEDIA 0.0083ugU/ugProt*min { |MEDIA 0.0068 ugUiugProt*min
MUESTRA LOTE Il MUESTRA LOTE IV
0.0067ugU/ugProl*min 1 .0043ugU/ugProl*min
2 0.4 IOG_SJQTJEgFm('min 2 .0042ugUlugProl* min
0.0058 ugU/ugProl*min 3 .0045ugU/ugProt*min
4 0.0062 ugU/ugProt*min 4 Muerte
Muerte 5 l_Muede
Muerte 6| Muerte
Muerle 7 Muerte
8| Muerte 8 Muerte
MEDIA 0.0083 ugU/ugProt*min MEDIA 0.0043ugUlugProi*min




I I
HIDROXIPROLINA 1
4
MUESTRA + LOTE | MUESTRA LOTE!
1 10.0078 ugHidrox/ugPs 1 0.0057 ugHidmxlugPs
2 :0.0083 ugHidrox/ugFs 2 0.0058 ugH
3 0.0084 ugHidroWugPe 3 0.0057 ugHidiox/ugPs |
4 10,0085 ugHidrox/ugPS 4 0.0055 ugHidrox/ugPS
5 10,0083 ugHidrox/ugP: 5 0.0056 ugHidrox/ugP$
[} ;0.0078 ugHidrox/ugPS Muerte
7 10,0084 ugHidrox/ugPs Muerte
8 :Muerie Muerie
MEDIA [0.0082 ugHidrox/ugPS | IMEDIA 0.0056 ugHidroxfugPS
MUESTRA LOTE i MUESTRA LOTE IV
i
i 10.0054 ugHidrox/ugP$ 1 0.0037 ugHidrox/ugPs |
2 10.0052 ugHidrox/ugP: 0.0G34 ugHidrox/ugPS
3 10.0048 ugHidrox/ugPsS 0.0036 ugHidrox/ugPS
4 10.0050 ugHidrox/ugPs Muerie
E -Muere 5 Muerte
[: ‘Muerte []
;Muerte 7| Muere
8 Muerle ] Muere
L—— T -
MEDIA 10.0651 ugHidrox/ugPS MEDIA . 0.0035 ugHidrox/ugPS
{ —_—
DNA
MUESTRA TTIoTE MUESTRA LOTE T
)
1 i0.0077 ugDNA/ugPS 1 0.8072 ugDNA/ugPs
2 16.0086 UgDNAJugPS H 0.0072 ugDNAJugPS
3 0.0075 ugDNA/GPS 3 0.0073 upDNAJugPS
4 0.0075 LgONA/uUgPS 4 0.0074 ugDNA/ugPS
5| 0.0078 ugDNA/uUGPS 5 0.0074 ugDNA/UgPS
[ 0.0078 ugDNA/UGPS 8 Muerte
7 0.0076 LgDNA/UQPS 7 Muerte
8 Muerie 8 Muerie
MEDIA 0.0078 wgONA/GPS MEDIA 0.0073 vgDNA/UGPS
[
L




i !
MUESTRA LOTE i MUESTRA LOTE IV
1 0.0089 ugDNA/UGPS 1 0.0058 ugDNAJUgPS
2 0.0063 ugDNA/UGFS F 0.0083 ugDNAJugPS
3 0,0055 ugDNAugPS 3 0.0057 ugDNA/ugPS
4 0.0065 ugDNA/UGPS 4 Muerte
Muerle 5 Muerte
Muerte [} Muerte
Muerig 7 iMuerte
8 Muene 8 Muerte
MEDIA 0.0068 ugDNASuGPS MEDIA 0.0059 ugDNAJUGPS




RELACION PROTEINA/PESO SECO

ug Proteina/ug Peso Seco
0,1

0.0892

0'08 ................................

0,06

PROMEDIOS

0.0397

0,04

0,02

v

LOTE

LOTEY LOTEH




RELACION L-HIDROXIPROLINA/PESO SECO

ug L-HP/ug Peso Seco
0,01 ———

ST PR R

0,008 i

0,006

PROMEDIOS

0,004} g

0,002! I




ACTIVIDAD DE ARGINASA

ug Urea/ ug Proteina * min
0,01

0,008 |

0,006 _ ok . [
' B PROMEDIOS

0,004

0,002

i
LOTE IV

LOTE!l LOTEN LOTEW



RELACION DNA/PESO SECO

0,01

0,008

0,006

0,004

0,002

ug DNA/ug Peso Seco

f
| B ; ' ' N
LOTEl LOTEN LOTENl LOTEIV

PROMEDIOS




ANALISIS DE VARIANZA (de un factor para comparacién de medias) (116)

Simbologia empleada en el Andlisis de Varianza

N.- nimero total de muestras
K - tratamiento

B - porcentaje de confiabilidad
i - muestra

j= tratamiento

ni - Tamaiio de muestra

xij - i-ésima observacién recimiendo el j-ésimo i
ni
xj - €3 = suma del j-ésimo tratamiento
i
x.j - x.j/nj - media del j-ésimo tratamiento

T
X.. X../N .- Gran media

X E n)
X. £ xj=£ (£ xij) .- suma de todas las observaciones
el )

g1 grados de libertad
S.C. suma de cuadrados

C.M. Varianza o cuadrados medios



PROTEINAS
Factor: Cantidad de Proteinas
Lote I. Normal + L-Arginina
Lote 1. Normal
Lote [1. Diabético + L-Arginina
Lote IV, Diabético
Ho=pl=pll=plI=plV=n
Ha = por Jo menos p 1 en diferencia significativa
(VerTabla 1y I '
PRUEBA DEL RANGO MULTIPLE DE DUNCAN
Dp=d B, p,glemor (S2emor/ n)4
CM ervor = §2 errot = 0.00001625
gl eror=14
B=5%
n=45
( 0.00001625 /4.5) 4 = 0.001500
Rangos de Duncan
D2 =(3.033) (0.001900) = 0,005763
D3 =(3.178) (0.001900) = 0.006038
Dy = (3.268) (0.001900) = 0,006209

X4=0.03973 X3 =0.069925 X2=0.07166 X1=0.0897




PR TS
r__OTElNA

1

. 1
TABLA DE VALORES DE MUESTRAS PARA EL DISENO COMPLETAMENTE ALEATCRIO
T T T T

i
TRATAMIENTOS (LOTES)
T -
T T 1 [ WV
71 [0.0804 _ 0.0738 _ |0.0664 _|0.0237
12 100018 '0.0725 _ [0.0735__[0.0368
13 [0.1048__00775_ [0.0738_|0.0537
T4 |0.0778 ‘00681 _ |0.0662
75 |0.0875__0.0664
16 [0.0870
n 6. 5 4 3

x. J_|0.5383  ;0.3583 (0.2997 [0.1192

———
X. ) ]00897 :0.07166 ]0.06992 [0.03873

N=18 ; |

1
X .. =1.2855

'
X.=02710 T




TABLA ANDEVA

Proteinas
FUNCION DE gl sC. oM Feale F teorica
VARIACION
Tratamicntoflotes) K-1=  (0.5383)2/6+(0.3583)/5 CM=SC/K-1  Feale= F (edrica=
del=  +O2TMUSHO.1192)23 0.0050063= CMyCMemor 3.34
3 {1.2955)%/18 = 0.001668 = 102.6461
0.005006
Error N-K= 0.09874-0,0982¢= CMerror =
184 = 0.0002276 SCermor/N-K
is 0.00001625
Total N-l =  0.09847 -0.09324
18-1 = =0.00523
17
Decisién

Puesto que F calc > F tedrica, se rechaza Ho, por lo que se concluye que hay diferencia
significativa (al 5%) entre las cantidades de proteina para los diferentes lotes. El
procedimiento empleado para determinar cudles son los pares de medias que son diferentes
fue la Prueba del Rango Miltiple de Duncan.



X1 - ¥4 =0.04997 > 0.006200 entonces X1 es diferente a X4

%1-%3=0.01977 >0.006038 entonces K1 es diferente a X3
X2- X4=031930 > 0.006038 entonces X2 es diferente a X4
X1 - 82 =0.18040 > 0.005763 entonces X1 es diferente a X2
X2- R3=0.00173 <0.005763 entonces X2 es iguat a X3

Se concluye que ¢l lote [ es significativamente mayor a los lotes II, 1l y IV y que el lote 1T
es significativamente mayor que el lote IV. Entre los lotes Il y 111 no existe una diferencia
significativa .



ARGINASA
Factor: Actividad de arginasa
Lote I. Normal + L-arginina
Lote II. Normal
Lote II. Diabético + L-arginina
Lote IV. Diabético
Ho=pl=pll=plll=plvVv=yu
Ha = por lo menos u1 en diferencia significativa
(ver Tabla Iy iI)
PRUEBA DEL RANGO MULTIPLE DE DUNCAN
Dp=dB,p, gl error (2 error /) %
CM error = S2 error = 1.5643 X 10 <7
gl emor=14
B=5%
n=45
(1.5643 x10 -7 / 4.5) Y2 = 0.000186446
Rangos de Duncan
D7 = (3.033) (0.000136446) = 0.0005653

D3 =(3.178) (0.000186446) = 0.0005923
D4 = (3.268) (0.000186446) = 0.0006091

fall

R4 =0.0043 X3 =0.00625 X2=0.00692

1= 0.0084



TABLA DE ANDEVA

Actividag de arginasa

FUNCION DE gl 5C.
VARIACION

Tratamicnto iotes) K- 1= (0.0509% 6 + (0.0346)/S
4-1= {0.0250)%4+ ©.0130)23
3 - (0.1230)2/18 =
0.00087537-0.0008405 =
0.00003487

Error N-K= 0.00087756<.00087537=
18-47 SCemor=2.19 X106
14

Total N-1=  0.00087756-0.0008405=
18-1= 000003706
17

Decision

%4 Feale.

CM ~8SC/K-1 Fealc =
=0.000348733= CMYCMerror
0000011625 =74,3037

CM eror =

SC error/N-K
=2.19X10 6/14
= 15643 X 30°7

F tedrica

Ftedrica=
3

Puesto que F cale > F tedrica, se rechaza Ho , por lo que se concluye que hay diferencia
significativa (al 5%) entre les actividades de arginasa para los diferentes lotes. El
procedimiento empleado para determinar cuales son los pares de medias que son diferentes

fue ta prueba del Rango Miltiple de Duncan.



X1 - X4 =0,00410 > 0.0006091 entonces X1 es diferente 2 X4
X1 - R3=000215 > 00005923 entonces X1 es diferente a X3
X2 - X4 =000262 > 0.0005923 entonces X2 es diferente a K4
X1-X2=000148 > 0.0005653 entonces X1 es diferente a X2
X2 - X3 =0.00067 > 0.0005653 entonces X2 es diferente a X3

Se concluye que existe una diferencia significativa del lote 1 con respecto al lote IV, se
presenta ademis una diferencia significativa entre el lote 1y el lote III. La relacion entre el
lote I1 y los lotes 1 y I'V presentan una diferencia significativa ; entre los lotes 11 y IIl hay una
diferencia significativa minima.



L - HIDROXIPROLINA

Factor: Ci i6n de L-hidroxiproli

Lote 1. Normal + L-arginina

Lote II. Normal

Lote III. Diabético + L-arginina

Lote IV, Diabético
Ho:pl=pH=pill=pIV=y
Ha : por lo menos ul en diferencia significativa
{ver Tabla I y 1I)

PRUEBA DEL RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

Dp=dB,p,gleror ( SZeror/ n)%

CMerror=$§2 error=6.64 X 10-7

glemmor=14

n=45

B=5%

( 664 X 10 -7 /4.5) Y = 0.000384

Rangos de Duncan

D3 =(3.033) (0.000384) = 0.0011646

D3 = (3.178) (0.000384) = 0.0012203

D4 = (3.268) (0.000384) = 0.0012549

X4 =0.00357 X3 =0.00510 K2 =0.00562

X1 =0.008283



1
HIDROXIPROLINA

TABLA DE VALORES DE MUESTRAS PARA EL DISENO COMPLETAMENTE ALEATORIO
1

I 1
1

1 ]
TRATAMHmTo LOTES) K

(I i i Y

i 0.0078 _ 10.0057 |0.0054 |0.0037

10,0083 0.0056 100052  10.0034

0085 0.0055 0.0050

.0083 0.0056

1
2
3 0.0084 0.0057 0.0048  10.0036
4
5
8

x.] 0.04970  [0.02810 [0.02040  [0.01070

X.i 0.008283 [0.00562 ]0.00510 [0.00357

N= 18
X .=1089
X .. = 0.00605

L[ .




TABLA DE ANDEVA

L-hidroxiprolina

FUNCION DE
VARIACION

Tratamiento (Iotes)

Etror

Total

Decision

el S.C.

K-1=  (0.04970)2/6+{0.0281)%/5

4. 1= +(0.0204)2/4+{0.0107)373

3 «{0.1089)2/18 =
0.000703-0.000659 =
4.4 X 105

N-K= 0.000712390.000703 =
184 = 0.0000090
13

N-1l= 0.00071239-0.000659=
17 0.600053

CM.

CM= SC/K-1
0.00015

CMeror =
SC error/N-K=

664X 10 -7

Feale. F tedrica

F cale= i F1edricas
CMYCMerror  3.34
=11,987

Puesto que F calc > F tedrica, se rechaza Ho, por lo que se concluye que hay diferencia
prolina para los diferentes lotes. El
procedimiento empleado para detcrminar cuales son los pares de medias que son diferentes
fue la prueba det Rango Muitipte de Duncan.

significativa (al 5%) entre las cantidadades de hid




X1-X4=0004713 >
X1-X3=0.003183 >
X2- X 4=0.002050 >
X1-%2 =0.002663 >

<

X2-X3 =0.000520

Se concluye que el lote I es significativamente mayor a los lotes I1, Hl y 1V, y que el lote
II es significativamente mayor al lote IV. Los lotes 11 y Il no son significativamente

diferentes entre si.

0.0012549
0.0012203
0.0012203
0.0011646
0.0011646

entonces
entonces
entonces
entonces
entonces

i

es diferente a X4
es diferente a X3
es diferente a X4
es diferente a X2
esigual a X3



DNA
Factor : Concentraciénde DNA
Lote I. Normal + Learginina
Lote I1. Normal
Lote HI. Diabético + L-arginina
Lote IV. Diabético
Ho=plI=pll=plil=plv=p
Ha = por lo menos p 1 en diferencia significativa
(ver tablas 1y II)
PRUEBA DEL RANGO MULTIFPLE DE DUNCAN
Dp=d8,p, g.lerror (Szerrorl n)
CM emor =2 error=7.35X 10 -7
gl.emror=14
B=5%
n=45
(7.35X 10 -7 /4.5) % =0.0004037
Rangos de Duncan
Dy = (3.033) (0.0004037) = 0.001224

D3 =(3.178) (0.0004037) = 0.001283
D =(3.268) (0.0004037) = 0.001319

X4 = 0.00586 X3 =0.006550 X2 =0.00730

X1 =0.00780



BHA
S W——
TABLA DE VALORES DE MUESTRAS PARA EL DISENG COMPLETAMENTE ALEATORIO
TRATAMIENTOS (LOTES)
i 1 1] 111 ']
T1__|0.0077__|0.0072_|0.6088_ |0.0058
200088 {0.0072 _0,0083 _[0.0063
3__|0.0075 [0.0073__{0,0065 _[0.0057
410075 {00074 10.0065
5 0.0078 0.007:
8 0.0076
n 8 5 4 3
X . | |0.04580 |0.03650 |0.02620 ]0.01760
X . ] 000780 0.00730 |0.008550 {0.00586
N=18
X..50.12710

X . =0.027510




TABLA ANDEVA

DNA

FUNCION DE gl
VARIACTON

Tratamiento{lotes) K-1=
4-1=
3

Error N-K=
18-2=
14

Total N-l1=
18-1=
17

Decision

sC

(0.0468)2/6+(0.0365)Y5

+0.0262)4/4 +(0.0176)213

-(e.121)2n8 =
0.0001033-0.0008974 =
0.000009

0.0009077-0.0008974
~0.00001029

0.0005077.0.0008974
= 0,00001030

[o% 54 Feale.

CMi=SCK-1 Fealc=
=0.00000973 CMYCMerror
=0.000003 4.08163

CMerror =
SCerrer/N-K=

735X 10-7

Ftebrica

F tedrica=

3

Puesto que F calc > F tedrica, se rechaza Ho, por lo que se concluye que hay diferencia
significativa (al 5%) entre las cantidades de DN A para los diferentes lotes. El procedimiento
empleado para determinar cuiles son los pares de medias que son diferentes fuc la Prueba
del Rango Multiple de Duncan.



X1 - X4 =0.001940 > 0.001319
R1 - X3 =0.001250 < 0,001283
X2 - X4 = 0,001440 > 0.001283
R1 - X2 = 0.000500 < 0.001224
X2 - X3 = 0.000750 < 0.001224

entonces X1
entonces X1
entonces X2
entonces Xl
entonces X2

es diferente_a X4
es igual a X3
es diferente a X4
es igual a X2
es igual 2 3

Se concluye que el lote I es significativamente mayor al lote 1V . No existe una diferencia
significativa entre los lotes I y II1. El lote IV es significativamente menor que ¢l lote I . los
lotes 1 y II no presentan diferencias significativas al igual que ocurre entre los lotes 11T y 111.



DISCUSION DE RESULTADOS

En el lote I s¢ observa un incremento constante durante los primeros 7 dias en los niveles
de glucosa; a partir del octavo dia s¢ presentd un descenso significativo, lo que muestra que
L-arginina estimula la produccion de insulina, siendo este estimulo de la misma naturaleza
que el provocado por glucosa, disminuyendo asi la glucemia (2,65).

Se presenta un aumento constante en los niveles de glucosa del lote IV alcanzando valores
al término del experimento superiores al lote 11, lo que cotrobora el estado diabético ya que
existe una disminucion de la utilizacion hepética y tisular de la giucosa (41).

En los resultados derivados de las pruebas bioquimicas de proteinas, actividad de arginasa,
hidroxiprolina y DNA, se muestra una diferencia de medias (117) significativa entre los lotes
111, 1111, 1-TV y 111V y una diferencia poco significativa entre los lotes 1i1-11.

La elevada concentracion de proteinas en el lote I se explica por el suministro de L-
arginina ya que este aminoacido participa en la sintesis de proteinas. La minima cantidad de
proteinas en el lote IV se debe a la disminucion de insulina ya que ésta tiene un efecto
directo en los ribosomas para aumentar la traduccion de RNA mensajero formando nueveas
proteinas e inhibe el catabolismo de las mismas, disminuyendo la degradacion por lisosomas
(43). Respecto al grupo 111 se observa que o hay una diferencia significativa importante con
el grupo 11, de hecho los valores son practicamente iguales y esto se debe a dos mecanismos
en los que participa la arginina: promueve la sintesis de proteinas y disminuye los niveles de
glucosa llevandolos a la normalidad.

En la actividad de arginasa, los valores mas elevados se presentan en el lote I y esto se
debe aque el i enla ion del sustrato (arginina) de una enzims, aumenta
1a actividad de la misma (arginasa). Se ha d do en dios realizados por Eldbach
et al. (94), quienes propusieron que se presenta un descenso de arginina en la herida debido
a la activacion de esta enzima. En el fote IV se obtuvo una menor actividad de la enzima. En
el estado diabético 1a arpmna corpom! se dmgc hacm el pincreas para estimular la

produccion de insulina y inuir la hipergl do 2l resto del cuerpo con bajos
niveles de arginina. Al owmr una lesion, la concentracion de arginina es baja y por lo tanto
1a actividad de arginasa disminuye provocando un trastorno en el proceso de reparacion. En

el lote III, la administracién de arginina durante el estado diabético, incrementa la
produccion de insulina y ésta promueve el transporte de glucosa a las células con tendencia a
fa normatidad.



Para la determinacion bioquimica de hidroxiprolina, se observa que el lote I contiene una
elevada cantidad de hldroxxprolma y esto se debe a que un _incremento en las
concentraciones de arginina, lab is de los ami dos que integran la
coligena (103), por lo tanto la arginina participa directamente en la formacién de tejido
conectivo, comprobandose su influencia en el crecimiento y separacién de heridas
incisionales en piel {60). Las cantidades de hidroxiprolina se presentan disminuidas en el lote
IV, esto se debe a que el tejido diabético se encuentra afectado en su integridad ya que los
fibroblastos producen una baja en la sintesis de coldgena, originando inflamaciones crénicas
en pacientes diabéticos (108), debido a un factor presente en el suero disbético que
desaparece con la presencia de msulma (13). Al administrar msuhna durante el esmdo
diabético (lote I11), se p dos fe conjumos 1a estimulacion de la prod
de insulina (64) y de la biosintesis de icidos que intregran la colagena (103).
Esto indica que el tratamiento con arginina en el estado diabético fue efectivo en base a que
la L-arginina produjo un aumento en el depésito de colagena en e! drea especifica de ia
herida en la mucosa bucal y al mismo tiempo estimuld la produccion de insuiina
disminuyendo los niveles de glucosa,

En la determinacion bioquimica de DNA, la cantidad de éste en el lote I es relevante y esto
se debe a que la arginina interviene en la compactacion del DNA ya que forma parte de las
histonas y protaminas debido a que le proporciona carga positiva a las histonas a pH neutro
y de esta forma se pueden combinar con el DNA cargado ncgativameme {61). Enellote IV,
la cantidad de DNA se ve dlsmlnmda debido al trastomo cronico y generalizado del

boli: de las p i d con esto la degradacion proteica (25). La
administracién de arginina en el lote 111 origina una produccién de insulina, ia cual aumenta
1a transcripcion del DNA y asi se forman cantidades mayores de RNA (43).

Esto es un paso para el seguimiento del efecto de L-arginina en la reparacion de heridas en
la mucosa bucal, ya que un aumento en proteinas, hidroxiprolina, activided de arginasa y
DNA, en el estado diabético, da Jugar al restablecimiento estructural y funcional de los tejido
en la reparacion de heridas bucales, con loque se confirma la hipStesis planteada.



CONCLUSION

Considerando las severas repercusiones que la diabetes mellitus tiene en la reparacion de
heridas de 1a mucosa bucal, es de gran impotancia para el Cirujano Dentista e} efecto que
produce la administracion de L-arginina ya que disminuye los riesgos ante cualquier
intervencion odontolégica, siendo que:

La L-arginina posiblemente participe en la produccion de insulina originando un descenso
en Ia hiperglucemia.

L-arginina interviene directamente en I2 biosintesis de la colagena al ser el precursor de los
aminodcidos que lo forman.

Un aumento en la concentracion de arginina, incrementa la actividad de arginasa en los
macrofagos localizados en 1a herida, favoreciendo asi el proceso reparatorio.

El estado diabéti iona anormali en la reparacion de heridas en la mucosa
bucal. La L-arginina, al disminuir {a g} ia, Heva al organi a un estado casi normal y

-

de esta forma la reparacion se favorece.
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