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OBJETIVO

Estudiar el efecto de L-arginina en el proceso de reparacion de heridas en mucosa bucal en
rata normal y diabética mediante par&metros bioquimicos especificos, que incluyen la
medicion de la actividad de arginasa, la concentracion de hidroxoprolina, proteinas y DNA
como indicadores de Ja actividad metaboélica.
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INTRODUCCION

Dentro de los aminoécidos considerados semiesenciales para los mamiferos y las aves se
encuentra a |a L-arginina (1), cuya importancia radica en la participacion de ésta en pracesos
metabblicos y bioquimicos, entre los que se encuentran el ciclo dc 1a urea, la compactacion
de DNA al formar parte de histonas y prc y la parti ion 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 demostrado que la L-
arginina incrementa el depésito de hidroxiprolina en los sitios especificos de las heridas.
Seifter et al., adicionaron un suplemento de arginina en la dieta de animales heridos, y esto
dio como resultado un incremento en el depésito de colégena (3).

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

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 hiimeda (4). La mucosa
bucal es una continuacidén de la piel de los labios, de j]a mucosa de! paladar blando y la
faringe (5); actia como barrera, transmite sensaciones del exterior (6), ademas de otras
funciones (absorcion, secrecién 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 revestimiento, masticatoria y especializada. La mucosa de
revestimiento incluye entre otros, a los carrillos. La mucosa en esta regién se fija a los
musculos mas profundos y es flexible. Presenta un epitelio plano estratificado no
queratinizado; su tejido conectivo esta formado de tejido fibroeléstico. El dafio a la mucosa
est seguido siempre por infl i6n y su a tiene has caracteristicas en comiin
con la reparacion en otros sistemas orgénicos.

(4

La reaccion de los tejidos vivos a cualquier tipo de lesion se denomina inflamacion, que
comprende respuestas vasculares, neurolégicas, humorales y celulares en el sitio de la lesion.
Todos los elementos que integran los tejidos conectivos vascularizados participan y por lo
tanto, cuanto més complicado sea el tejido, més complejo serd el cuadro del proceso
inflamatorio (8).



Cuando el factor nocivo es superado, la inflamacion cede y el tejido se repara (9). La
reparacion suele involucrar dos fenémenos: 1) la regeneracion que ocurre si el tejido
lesionado es reemplazado por células similares o idénticas y 2) la sustitucién por un estroma
de tejido conectivo que en su etapa permanente constituye una cicatriz. En la mayor parte de
los casos los dos fenémenos contribuyen a la reparacion, sin embargo, en unos pocos casos
las heridas de la regién 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 metabolica. Se ha encontrado que existe
una relacion no generalizada entre las enfermedades de la mucosa bucal y la diabetes mellitus

(1),

La diabetes mellitus comprende un grupo heterogéneo de condiciones que se manifiestan
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 hepatico. Estas alteraciones metabélicas se asocian con varias
complicaciones y la severidad de éstas se incrementa con la duraci6n de la enfermedad (12).

A pesar de los grandes avances en el control de 108 niveles de glucosa, la mayor causa de
morbilidad y mortalidad en diabetes es e! desarrollo de complicaciones crénicas y en mayor
grado las anormalidades presentadas en el tejido conectivo, las cuales se caracterizan por la
"acumulacién® o "carencia" de elementos de este tejido en algunos otros sistemas tisulares

(13).

Las complicaciones de la reparacion de las heridas llegan a ser un problema de importancia
para muchos diabéticos (3). Se ha estudiado la reparacién de las heridas en los pacientes
diabéticos utilizando heridas incisionales. Estos estudios se han llevado a cabo en animales
con diabetes experimental (estreptozotocina). Se ha confirmado Ia disminucion en la fuerza
tensional y se ha demostrado un descenso en la produccion de coligena en estos animales
(14,15).

En estudios previos se han confimado diferencias significativas en condiciones diabéticas
en la mucosa bucal. Entre los hallazgos mis frecuentes se incluyen deshidratacion (23). En
las encias y mucosas se observa cianosis o enrojecimiento de las membranas mucosas con
¢ritema difuso o parestesia de la mucosa bucal, tumefaccidn y sensacién de quemadura de la
mucosa (24), demostrindose con éste y otros estudios realizados la presencia de
alteraciones en el medio bucal en el estado diabético (12).



Debido a Ia importancia clinica que esto representa, se diseiio este estudio para investigar
el efecto de L-arginina en la recuperacion de heridas en mucosa buca! en ratas normales y
diabéticas ya que previamente se ha demostrado 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.

Se denomina mucosa al revestimiento de las cavidades del cuerpo que se comunica directa
o indirectamente con el exterior y posee una superficie hiimeda.

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

La mucosa bucal (membrana mucosa) es una continuacién de la piet de los labios , de la
mucosa de} paladar blando y la faringe (5).

Las funciones bésicas de 1a mucosa bucal son esencialmente: actuar como barrera,
transmitir sensaciones procedentes del ambiente exterior (6), ademas de realizar otras
funciones (absorcion, sccrecidn y actividad masticatoria) (4).

En peneral aparece como una superficie himeda de color rosado, de intensidad variable
segiin la zona, en sectores moviles y en otros fija, lisa, plegada, rugosa o cubierta de papilas
segin 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 mclanina (4).

La mucosa bucal en general esta compuesta por un epitelio escamoso estratificado y un
tejido conectivo relativamente denso subyacente (7). El epitelio escamoso estratificado sufie
queratinizacion total, con formacién de capa cémea en las partes de la boca expuestas a
accién mecénica importante (encia, dorso de la lengua y paladar duro). En el resto de la
boca se observa cierto aplanamiento de las células superficiales, pero éstas se descaman en
gran cantidad sin perder su nicleo, ya que no se desarrolla ningun estrato cémeo no
granuloso (18).

En algunas regiones de la cavidad oral, la mucosa se haya unida directamente al periostio,
en cambio en otras regiones Ia mucosa se encuentra separada del mismo por una capa
(submucosa) de tejido conectivo laxo, adiposo o glandular que contiene importantes vasos
sanguineos y nervios. Las glindulas salivales se localizan en la profundidad de! tejido
conectivo y en la submucosa.

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



* Estrato basal
* Estrato espinoso
* Estato corneco

E! estrato basal se encuentra constituido por células epiteliales adyacentes a l]a membrana
basal, las cuales son de forma cuboidea o cilindrica y se disponen en una linea uniforme de
una o dos células de espesor; representan la capa germinativa (6,7).

Por encima del estrato basal se encuentra el estrato espinoso. Este es relativamente ancho
y sus células son grandes y poliédricas. Las células de la zona inferior muestran una
considrable actividad mitdsica; en Ja 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 sita
por encima del estrato espinoso y estd constituida por células de mayor tamafio y aplanadas
que contienen gran cantidad de granulos (queratinocitos) que ellas mismas elaboran; éstos
han sido [lamados también queratohialinos. En esta zona no hay division celular.

La zona superficial es queratinizada o comnificada y es denominada estrato comeo. Consta
de una masa de células aplanadas que contienen queratina. Su profundidad varia en la
mucosa bucal dependiendo de la naturaleza del tejido. De acuerdo con la estimulacion por
influencias traumaticas, se ha demostrado que ecsta estimulacion a la mucosa bucal produce
un aumento de queratinizacion (4,6,7). E] estrato comeo se caracteriza por la descamacion
de sus elementos celulares.

Tejido conectivo

A la zona de unidn entre ¢l tejido conectivo y el epitelio se denomina membrana basal que
es parte de la sustancia fundamental del tejido conectivo (7). Esta zona constituye la unién
del epitelio con los tejidos profundos; controla el paso de sustancias hacia dentro y fuera del
epitelio, probablemente cjerciendo una interaccin con éste tltimo.

El tejido conectivo de la mucosa bucal y del resto del organismo es similar. Esta
compuesto por densas bandas de fibras coldgenas y )SOS Vasos ineos y nervios
(6). Entre los tipos de células presentes en el tejido conectivo se encuentran: mastocitos,
fibroblastos, macrofagos, linfocitos, granulocitos neutréfilos y plasmacitos (6,19).




La célula predominante en el tejido conectivo es el fibroblasto (65% de la poblacién
celular total). Es una célula grande y estructuralmente es de dos tipos. El primero tiene
forma de estrella, considerado como importante en la produccion de coldgena ( ver figura
1), ¥ otros componentes de ia matriz. El segundo tipo son menos activas y algunas veces
se denominan fibrocitos, siendo mds pequefios y en forma de uso. Participan en la
reparacion tisular (6,19). Normalmente se encuentran distribuidos en el tejido conectivo

7).

E! fibroblasto es el principal productor de diversos tipos de fibras halladas en el tcjido
conectivo ¢ interviene en la sintesis de la matriz de éste. Ademds posce la capacidad de
digerir y degradar fibras coldgenas, presentes en el tejido concctivo propio (5,6).

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

El macréfago es una célula grande en forma de estrella, derivada de las células de la
linea de los monocitos sanguincos que se infiltran en ¢l tejido conectivo y se desarrollan
en fagocitosis. Los macréfagos residentes pueden proliferar y formar macrofugos
adicionales. Contienen muchos lisosomas que ayudan a digerir ¢l material fagocitado, lo
cual demuestra el importante papel defesivo que desempefian como fagocitos, ayudando a
consecrvar de esta forma la integridad del tejido conectivo. Para eliminar las particulas
extrafias grandes, los macréfagos se fusionan entre si y forman células gigantes
multinucleares (20,6). Participan en la respuesta inmunolégica. Los macr6fagos son
numerosos en el tejido conectivo inflamado.

Las fibras del tejido conectivo son producto de los fibroblastos (5). Los tipos de fibras
varfan en los diferentes lugares y estructuras,

El tejido conectivo contiene un sistema importante de haces de fibras coldgenas,
identificdndose al menos 4 tipos distintos dc éstas (I, 11, I1, IV).

Existen muchos tipos de coldgena, algunos de los cuales forman fibras. Con frecuencia
estas fibras se unen para formar haces de fibras. Una vez formadas las fibrillas coldgenas
aumenta su estabilidad, a medida que se desarrollan enlaces cruzados covalentes entre las
moléculas coligenas, con el resultado de una reduccién de la solubilidad del colégena
vinculada a la edad (5,6).
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FIGURA 1. Produccién de colagena a partir del fibroblasto.



Se distinguen dos tipos de fibras reticulares las cuales son quimicamente idénticas a la
coldgena, pero mas delgadas. Se encuentran con frecuencia en el tejido embrionario en
desarrollo y alrededor de las fibras colagenas en el tejido conectivo maduro. El otro tipo
puede representar una forma inmadura de colagena (6).

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

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

La matriz es ¢l 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 componentes provicne de los mastocitos y de la sangre.

El epitelio que cubre el tejido conectivo es avascular, pero el tejido conectivo subyacente a
la mucosa oral, se halla extremadamente vascularizado, lo cual explica su cotor rojo. El
tejido conectivo esta inervado principalmente por fibras sensitivas. Se ha descrito presencia
de terminaciones nerviosas especializadas (corptisculos de Meissner o de Ruffini,
terminaciones bulbosas de Krause y drganos terminales mucocutaneos) (6,5,19). Los
principales elementos glandulares de la mucosa oral son las glandulas salivales. Se
encuentran también glandulas sebiceas en la mayor parte de los adultos, situadas en las
mucosas de revestimiento, especialmente a nivel de los carrillos (6).

La mucosa bucal dificre 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

Encla

Mucosa Masticatoria
Mucosa del Paladar duro

Piso de Ia boca
Labios
Carsillos
Mucosa de revestimiento  Paladar Blando
Mucosa alveolar
Superficie ventral de ia lengua

Mucosa espectalizada  Dorso de la lengua

Mucosa de revestimienito

La mucosa de revestimiento recubre la mayor parte de la cavidad bucal, incluidos los
labios, carrillos, piso de la boca, superficie ventral de Ia lengua y paladar blando (6). Tanto
en los labios como en los carillos se encucntra una submucosa que fija la mucosa a los
misculos mas profundos, por lo que en estos sectores es flexible y no se halla unida con
firmeza a una estructrua dsea, Esta fijacion impide la formacién de pliegues durante la
masticacion, lo que hace dificil el traumatismo de la mucosa durante este proceso.

La mucosa en estas 4reas se extiende por el 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 colagenas y elasticas son més delgadas que las de la dermis. Este tejido es bastante
denso y penetra en el epitelio constituyendo asi las papilas de tejido conectivo, La parte més
profunda se une con la submucosa, la cual contiene fibras eldsticas planas y gran namero de
vasos sangufneos, por lo que el tejido conectivo estd altamente vascularizado. Bandas de
tejido fibroeldstico penetran a través de la submucosa elastica para unirse con el tejido
fibroelastico que acompaita al misculo situado debajo de la mucosa, la parte mas consistente
de la pared de 1a mejilla,
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En la submucosa de los labios y los carrillos, aparecen pequeias glandulas mucosas,
algunas de ellas con unas pocas formas secretorias semilunares de tipo seboso en [a parte
interna de Ia mejilla (18,21).

Mucosa masticatoria

La mucosa masticatoria recubre ¢l paladar duro y la encia, a la cual estd firmemente
adherida (6).

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

b) Paladar. Esta mucosa cubre [a estructura Gsea palatina y estd firmemente unida al tejido
conectivo subyacente. Esta cubierto por un epitelio comificado con papilas altas. En el
rafepalatino falta la submucosa. En la parte anterior de la submucosa se encuentra tcjido
adiposo y en la parte posterior presenta glindulas mucosas (21,7).

Mucosa especializada

Mucosa del dorso de la lengua. La mucosa que recubre la supérficie dorsal de la lengua
esta dividida en dos partes: la que cubre los dos tercios anteriores y la que cubre el tercio
posterior. La primera esté cubierta con pequefas papilas, no asi la mucosa posterior (21).

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

La mucosa que recubre la parte posterior contiene numerosas glandulas mucosas, algunas
de las cuales se localizan en 1a punta y en los bordes de la lengua. La mucosa se halla
firmemente unida al tejido conectivo que rodea a los misculos sin que exista una submucosa

(6).
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Reparacion de Ia mucosa bucal

En la cavidad bucal, la capacidad de reparacién de los tejidos varfa mucho. Se ha
calculado que el epitelio oral se renueva completamente en unos 4 o 6 dizs. Ef dorsc de la
lengua posee el potencial regencrativo més rdpido; le siguen el carrillo, el paladar y la
superficie ventral de la lengua, mientras que las encfas son las que mds lentamente s¢
reparan. El tejido conectivo posee bucna capacidad reparadora. Las heridas de la mucosa
bucal sanan rdpido y eficazmente (22).

La reparacién en la mucosa después de la accién de un agente lesivo es mediante unién
primaria. Para ilustrar este proceso se consideran 5 tipos de heridas bucales, siendo de
suma importancia en la mucosa bucal, la preparacién por unién primaria:

1) Heridas que se reparan por unién primaria
2) Heridas que se reparan por unién secundaria
3) Heridas causadas por extraccién dentaria

4) Trasplante y reimplante de dientes

5) Fractura de maxilares

En las heridas que se reparan por union primaria, la herida cura sin cicatriz, ya que las
superficics incididas estdn proximas o sc encuentran suturadas firmemente.

El primer paso ¢s la formacién de un codgulo que contribuye & mantener juntas las
partes; la zona de inflamacién se presenta edematosa y contienc polimorfonucleares y
macréfagos que remucven los detritos. Los fibroblastos y las yemas capilares sc
organizan dentro del codgulo. Las yemas son primeramente sblidas, pero pronto se
canalizan y aparccen fibras coldgenas cntre los fibroblastos. El codgulo ¢s paulatinamente
reemplazado por tejido de granulacién. El epitelio crece sobre 1a herida y !a reparacion es
casi completa. £n las Gltimas ctapas se observa un progresivo aumento de la cantidad de
coldgeno y una disminucion del niimero de células inflamatorias (22).

Cambios cn Ia mucoesa bucal por diabetes

La diabetes es comuin en nuestro medio. Ocasiona alteraciones en diferentes aparatos y
sistemas del organismo; la cavidad oral no es la excepcién (Cohen y cols. 1980; Gusberti
v cols. 1982; Galea y Aganovic, 1986).
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Los cambios en la cavidad oral por la diabetes se manifiestan generalmente por
xerostomia, debido a la eliminacién excesiva del liquido por los riffones (22). Clinicamente
se observa en el paciente diabético deshidratacion de la mucosa bucal (23). En las encias y
mucosas se puede presentar cianosis o enrojecimiento de las membranas mucosas con
eritema difuso o parestesia en la mucosa bucal, tumefaccion y sensacion de quemadura de la
mucosa oral (24).

Efecto de diabetes en la reparacion

La diabetes mellitus esta asociada con un defecto generalizado en el metabolismo del
tejido conectivo ya que los fibroblastos disminuyen la produccién de coldgena. Existen dos
teorias que explican el efecto de reparacioén de los diabéticos. De acuerdo con la primera, la
reparacion defectuosa es un efecto secundario de la vasculopatia de los vasas pequefios. La
segunda establece que la reparacion deficiente es causada por problemas metaboélicos (11).
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1.2 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un trastorno crénico y generalizado del metabolismo 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 "atravesar”. En el siglo XVII fue
Thomas Willis el que agregé el adjetivo "mellitus”, que en griego significa miel. Finalmente
en 1920 Moses Barron postuld 1a hipétesis 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 diabetes en todos los pacientes, sino en aquellos genéticamente
susceptibles, y éstos son (28):

obesidad (28)

herencia (29)

defecto o dafto a las células B (27)
alteraciones en los receptores insulinicos
factores de autoinmunidad y sistema HLA (30)
. senilidad

embarazo

anticonceptivos hormonales

farmacos con efecto hiperglucemiante

10 estrés

11. habitos dietéticos y deficiencia nutricional
12, infecciones virales (31)

13. condicién econdmica y medio ambiente
14. enfermedades graves

15. susceptibilidad racial

16 otras enfermedades

VRN R WD -

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

clasificacion intemacional de la diabetes (32,33). La clasificacion comprende los siguientes
grupos:
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1) Diabetes mellitus Tipo I (dependiente de insulina)

Se presenta gencralmente en personas menores de 20 ailos de edad, aunque pucde
presentarse a cualquicr edad. Comprende el 15 al 20% del total de los diabéticos. Por
definicién, s6lo se incluyen los sujetos que dependen de forma permanente de insulina
para controlar la 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 ¢s subito con
polidipcia, poliuria y polifagia. En los primeros dos afios puede presentarse una mejoria
transitoria del cuadro, sin embargo, csto es temporal. Los objetivos del tratamiento son:
combatir el estado catabolico, eliminar la glucosuria y alcanzar un cstado de
normoglucemia pre y postprandial. El tratamiento ticnc como base la dicta, la
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 poblacién
diabética. Es frecuente que haya obesidad. Su inicio es lento, pudiendo cursar
asintomatica por afios o mostrar discreta progresién; sélo 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 elevados aunque es més 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 I. Los pacientes no necesitan insulina
exopgena para corregir la hiperglucemia, la cual mejora al disminuir de peso. Cuando
algiin factor etiolégico interviene, la hiperglucemia se controla con dieta e
hipoglucemicntes orales’ En algunos casos los pacientes ya po responden a cste
tratamiento, convirtiéndose en insulino dependientes. Para lograr los objctivos
terapéuticos de la diabetes tipo 11, se tiene la dieta, el gjercicio y los hipoglucemiantes
orales. La dieta debe tener 0.8 g/kg/dia de protefnas, 50% de calorfas, cntre las que se
incluyen 30% de carbohidratos. El aporte calérico varia de acuerdo con la edad, peso y
ejercicio, el cual depende de la condicion fisica del pacicnte. Por lo general se controlan
adecuadamente con dieta y ejercicio, pero cuando no sc consigue se pucden utilizar
hipoglucemiantes orales, entrc los que se encuentran las sulfonilurcas que aumenta la
produccién de insulina, con incremento en el numero de receptores y disminuyen la
produccion hepitica de glucosa. Los hipoglucemiantes se seleccionan de acuerdo a la
edad, estado cardiovascular, insuficiencia hcpética y renal, embarazo o lactancia, alergia a
las sulfonilureas y estrés (ver figura 2) (34-36).
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3) Diabetes mellitus secundaria

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

a) destruccion hepatica

b) exceso de hormonas "antagonicas” a la insulina

c) sindromes genéticos

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

¢) anormalidades a los receptores de la insulina (36)

4) Diabetes gestacional

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

5) Intolerancia a los carbohidratos

Se aplica cuando los niveles de glucemia en Ia curva de tolerancia a la glucosa estan entre
el limite de los normales y los considerados diabéticos. Del 1 al 5% desarrrolian diabetes por
afio. Generalmente cursan asintométicos y la intclerancia desaparece al disminuir de peso en
forma esponténea (39).

6) Amtecedentes de intolerancia a carbohidratos

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

7) Potencialidad o alto riesto de desarrollar intolerancia a los carbohidratos

Estos pacientes nunca han presentado intolerancia a carbohidratos, sin embargo, presentan
un riesgo 4 veces mayor para desarrollarla,
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Mectabolismo normal de Ia glucosa

Los carbohidratos (azucares, almidones y celulosa) son aldehidos o cetonas con férmula
empirica (CH20)n. Se clasifican en monosacaridos o azicares, oligosaciridos y
polisacaridos. La mayor parte de los azilcares que aparecen en la naturaleza, tales como
ribosa, glucosa y fructuosa son de la serie D.

Los disacaridos estan constituidos por 2 monosacéridos unidos per un enlace covalente.
Los polisacaridos contienen muchas unidades de monosacaridos unidas por un enlace
glucosidico y algunos funcionan como formas de reserva de carbohidratos.

La glucosa es abundante en la naturaleza y estd libre en algunos alimentos. Sélo tienc
estructura de anillo de piranosa y forma parte de polisacaridos como almidon y glucégeno.
La glucosa es el aziicar que se encuentra normalmente en [a sangre y desde el punto de vista
médico es importante como fuente de alimentacion intravenosa.

Aspecto bioguimico

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 glucosa 6-
fostato, intermediario clave en una serie de rutas metabélicas diferentes:

a) formacion de glucdgeno,

b) metabolismo via glucolisis

¢) oxidacion mediante la desviacion de la glucosa

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

Glucdlisis

Es el proceso mediante el que 1a molécuia de glucosa se degrada enzimaticamente a través
de una sccuencia 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
glucogeno por almacenamicnto en la célula de la cual ya no puede salir. La glucosa que no
ha sido convertida en glucdgeno, pasa desde el higado por la circulacién general, hasta los
tejidos donde puede ser oxidada, almacenada como glucdgeno muscular o convertida en
grasa y depositada como tal (41).
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Regulacién hormonal del metabolismo de Ia glucosa
Insulina

Es una proteina segregada por las células f3 de los islotes de Langerhans, siendo la
hormona principal que controla el metabolismo de los carbohidratos (ver figura 4) (41). La
insulina se secreta como respuesta a un aumento de la concentracion de la glucosa y
aminodcidos en la sangre (44). Su mision 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 aminoacidos conectadas entre si por enlaces disulfuro {ver figura 5 Y(43).

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

Para iniciar sus efectos sobre la célula blanco, la insulina se fija primero a la proteina
receptora la cual activa al receptor que inica los efectos de la insulina. Los receptores
activados excitan levemente al sistema AMPciclico o segundo mensajero, que estimula las
vias enzimaticas 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 la misma por todos los tejidos del organismo, pero
en especial, ¢l higado, misculos y tejido graso.

Uno de los efectos mas importantes de la insulina consiste en que 1a glucosa absorbida se
almacene casi de inmediato en el higado en forma de glucogeno. Cuando no se dispone de
insulina y la concentracion de ghicosa en sangre comienza a disminuir, el glucégeno hepatico
es dividido de nucvo en glucosa que se libera otra vez a la sangre evitando que la glucemia
disminuya excesivamente (43).

El mecanismo por el cual la insulina causa la captacién y depésito de glucosa en el higado
incluye:

a) inhibicion de la fosforilasa, la cual causa el desdoblamiento hepitico del glucdgeno en
glucosa,
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b) aumento de la captacion de glucosa de Ia sangre por células hepéticas al incrementar la
actividad de la enzima glucocinasa que causa la fosforilacion inicial de la glucosa. Una vez
fosforilada la glucosa es atrapada dentro de las células hepaticas.

c) aumento de la actividad de enzimas que promueven la sintesis de glucogeno
(fosfofructocinasa y glucogeno sintetasa).

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

Cuando la glucemia comienza a disminuir hasta un valor bajo, el higado libera glucosa a la
sangre circulante ocurriendo los siguientes fenomenos:

1) el pancreas disminuye la secrecién de insulina y por lo tanto se deticne el depdsito de
glucogeno,

2) La falta de insulina activa la enzima fosforilasa que desdobla ¢l glucogeno en fosfato de
glucosa, el cual es transformado por la fosfatasa-glucosa en glucosa libre y de esta forma se
difunde a la sangre (43).

La insulina también promueve la conversion de glucosa hepatica en 4cidos grasos que son
posteriormente transportados y depositados como grasa. Ademas inhibe la gluconeogénesis
por dos razones: disminuye la liberacién de aminc4cidos de! misculo y tejido extrahepaticos
y reduce la actividad de enzimas hepiticas necesarias para tal fin. La insulina promueve el
transporte de glucosa a las células musculares.

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

a) causa el transporte activo de muchos aminoécidos al interior de las células.

b) tiene efecto directo en los ribosomas para aumentar la traduccidon del RNA mensajero
formando en consecuencia nuevas proteinas.

c) durante un periodo prolongado de insufina, aumenta la transcripcion del DNA vy asi
forma mayores cantidades de RNA.

d) la insulina inhibe el catabolismo de las proteinas disminuyendo la degradacion por los
lisosomas (43).

La insulina estimula el crecimiento del cuerpo y de las glandulas salivales y enddcrinas ya
que se incrementa la sintesis de RNA, promoviendo la sintesis de enzimas y proteinas
estructurales (45).

La accion hipoglicemiante de la insulina es equilibrada por la accion de las hormonas del

I6bulo anterior de la hipofisis y de la corteza suprarrenal, La hormona del crecimiento
estimula la secrecidn de insulina, pero un exceso causa hiperglucemia,
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Metabolismo Anormal de la Glucosa

Eil descenso permanente de la tolerancia a la glucosa es causado por alteraciones del
mentabolismo normal de la misma. Hay disminucion de Ia utilizacion hepdtica y tisular de la
glucosa, ademis, la gluconeogénesis hepética y la ncogluconeogénesis a partir de proteinas y
acidos grasos estan aumentadas (ver figura 8) (41).

Los criterios del National Diabetes Data Group para diagnosticar diabetes se presentan a
continuacion:

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

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

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

La lesion de las céluias suscita una reaccién protectora inmediata de los tejidos vecinos

Hamada inflamacién. Es uno de los procesos patolagicos mas frecuentes que se encuentran
en medicina (25).

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

Durante mucho tiempo sc considerd que la inflamacion se caracterizaba por cuatro signos:
"calor", "umor”, "rubor" y "dolor® (46). Se atribuye errdneamente a Galeno un quinto
signo: "pérdida de la funcién” (46), debiéndose a Magno el descubrimiento de origen de tal
signo (Rudolf Virchow) (47). Sdto después que John Hunter establecid que el proceso
inflamatorio es de caricter protector (25), otros adelantos demostraron que muchos tipos de
inflamacion no comparten todos los signos "clasicos” (48).

Cualquiera que sea Ia causa, las células en el sitio de 1a lesidn se dafan y las sustancias
quimicas provenientes de estas células inician fa inflamacion (25). Todos los elementos que
integran los tcjidos conectivos vascularizados participan y por la tanto, cuanto tuis
complicado sca el tejido, mas complcjo sera el cuadro del proceso inflamatorio.

La inflamacion comprende dos tipos de respuestas, la respuesta aguda y la respuesta
crénica. La primera es una reaccién inmediata y temprana a un agente lesivo, caracterizada
principalmente por cambios vasculares y exudativos. En contraste, 1a respuesta cronica se
erigina por estimulos lesivos persistentes;, origina infiltracion de células mononucleares y
proliferacion de fibroblastos. Quizés siga a ia inflamacion aguda o la respuesta pueda ser
cronica casi desde el inicio (8).

Los fend de 1a infl i6n son complejos y deben considerarse como un cuadro
cambiante y dindmico (9.

La sangre circula en dos corvientes: una central (eritrocitos, feucocitos y plaquems) y otra
periférica (plasma) (49-51). S:empre que las células o los tejidos exp tan fesién o
destruccidn se desencadena una serie integrada de fcnémenos. En un momento dado los
vasos del area reducen su didmetro (9), pero en corto tiempo se restablece el flujo sanguineo
por dilatacidn arteriotar pudiendo continuar d periodos prolongados (hasta 24 horas)
manteniéndose elevado el volumen y fa presidn, tr. itiéndose la pulsacion arteriolar a
capifares y vénulas (ver figura 9 y 10). Este cambio vascular ocasiona que al poco tiempo se
torne mis lento el flujo sanguineo (estasis) (25) que se detienen por completo.

28



NORMAL

Arteniola Vénula

INFLAMADO

)
CO%
Q

Dilatacién Abertura de Dilatacién
arferiolar los techos capilsres venular
1L Il ]

Flujo sanguineo incrementado

FIGURA 9. Alteraciones del flujo sanguineo en la inflamacién.

29



[+1

d:apedesus mugrac:én

dilatacidn \{pidos OOO @
agua pmtemas exudacién

\o% sales M
fibrina @ \'b@/l
céiula cebad\'

células lesionadas

FIGURA 10. Esquema que muestra las primeras fases de Ia inflamacion,
dilatacion vascular, intercambio de liquido y paso de ¢élulas
hacia el drea fesionada.



Las dos zonas de flujo intercambian sus lugares, de modo que las células de la corriente
central son desplazadas hacia la periférica (25). Debido a la vasodilatacion se crean espacios
libres entre las células endoteliales y aumenta la permeabilidad vascular (este concepto 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, prolongéndose 24 horas o mas (25).
Como consecuencia de este aumento de permeabilidad hay salida de sales, lipidos, agua y
proteinas hacia el intersticio de los tefidos y se permite una mayor difusién de liquido y
células (9).

Existen mediadores quimicos como por ejemplo ia histamina, serotonina, prostaglandinas,
etc., que alteran la permeabilidad de los vasos sanguineos. Un mediador quimico es
cualquier sustancia endogena cuya concentracion aumenta en el sitio del traumatismo
inflamatorio, en asociacion con la aparacién de por lo menos una respuesta o cambio
estructural del tejido (52).

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

La direccion de movimiento de las células esta determinado por las sustancias que se
encuentran en el medio (53). Los tejidos en el sitio lesionado son separados al ocurrir edema
el 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 de la sangre y partes de las zonas
lesionadas se denomina exudado. Existen varios tipos de exudado segin el producto
predominante:

* Serosos

* Purulentos

* Fibrinosos

* Hemorragicos

* Membranosos (9)
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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 exposicién

¢) capacidad invasora

d) susceptibilidad de los microorganismos a la fagocitosis y la digestién

e) estado fisiologico del paciente

£) localizacion de la lesion (46)
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1.4 REPARACION Y REGENERACION

En la reaccion de inflamacién y de reparacion, ésta ultima empieza poco después de la
lesion, mientras que ain estd en su apogeo la reaccion inflamatoria aguda, pero no puede
completarse sino hasta que el agente lesivo ha sido destruido o neutralizado (54).

La capacidad de reparacidn, aunque universal, varia ampliamente y depende de la especie,
tejido, edad, irritantes, estimulos locales, irrigacion sanguinea y movilidad de los tejidos
(22).

Si un tejido lesionado es reemplazado por células similares o idénticas a las destruidas
hablamos de regencracion (22). La regeneracion se clasifica en tres tipos:

* Regeneracion fisiologica
* Regeneracion compcensatoria
* Regeneracion patologica

La regeneracién fisiologica se conoce también como renovacion celular, ia cual es
necesaria para el recambio normal, La regeneracion compensatoria aparece en 6rganos pares
y la regeneracién patoldgica se produce cuando hay pérdida repentina de tejidos epiteliales
(55).

La reparacién es un término global que incluye la regeneracion. Existen dos tipos de
reparacion: a) la reparacion por regeneracion parenquimatosa (25) que consiste en la
sustitucion del area lesionada con el mismo tejido que precedié la inflamacion y b) la
reparacion por tejido conectivo que restablece la continuidad morfologica ademas de
sustituir funciones especiales, ocasionando agotamiento de Ja reserva funcional de un érgano
o tejido (54).

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

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

2) como unién secundaria o de segunda intencion si ocurre cuando la pérdida de tejido
evita esta oposicién, )

En el primer caso hay poca pérdida de sustancia o no la hay; el exudado y los restos
necrdticos son minimos y la reparacion es muy rapida. Sin embargo, en €l segundo caso hay
una pérdida importante de tejidos (como en heridas abiertas), existe una cantidad
considerable de exudado y restos necroticos que deben eliminarse, originando lo anterior,
una reparacién lenta (56).
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En [a fase inicial de Ja reaccion de reparacion, el espacio de la incision es ocupado por un
coagulo de fibrina y eritrocitos para la solucidn de continuidad creada por la herida. Tiempo
después aparece edema seguido por la salida de neutrofilos, los cuales emigran hacia la
superficie destruida, deshidratandosc la superficie del codgulo originando la costra que
protege al tejido conectivo hasta que éste pueda prepararse. Continta asi la inflamacion
aguda con infiftrado de polimorfonucleares (25); después la epidermis en los labios de la
herida sc engrosa debido a la migracion de elementos epiteliales desde los bordes al coagulo
(25,51) y por iiltimo se origina la formacion de puentes fibrosos. De los bordes del coagulo
sobresalen prolongaciones de las células cpiteliales hacia la linea media y producir una capa
epitelial delgada, restableciendo asi la continuidad epidérmica (25). Posteriormente aparecen
los macrofagos (20) que limpian los restos necréticos y eliminan eritrocitos y fibrina. Otra de
las funciones del macrogafo consiste en la secrecion de factores quimicos que favorecen la
migracion de fibroblastos hacia el sitio lesionado (ver figura 11). Los fibroblastos sintetizan
y secretan componentes de la matriz extracelular (colagena tipo 1y IiI) (25,20).

El espacio de la incision comienza a ser ocupado por yemas capilares originando
engrosanticnto 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 a otro de la incision. Durante este periodo, la
epidermis recupera su grosor normal (8). A lo largo de dos semanas, la acumulacion de
coldgena es continua {destacdndose el tipo I) y llega a su maximo a los 2 o 3 meses de
originada la lesion (535).

Factores que influyen en la reaccién inflamatoria y reparadora

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

Influencias generales

* La nutricion del paciente. Observaciones clinicas indican que [a 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 celulares hace que ciertos procesos se
tornen inadecuados.

* La diabetes mellitus es un factor predisponente, ya que los diabéticos tienden a
desarrollar infecciones clinicas y tienen menor capacidad para controlar la invasion
microbiana. Tienden a suffir ademas, riego sanguinco inadecuado hacia la zona dafada.

* Las hormonas. Las concentraciones altas de cortisol impiden la vasodilatacién y la
permeabilidad vascular. También interfieren con la quimiotaxis.
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Influencias locales

La insuficiencia del aporte sanguineo local puede ser de las més importantes. La infeccion
es un impedimento para la reparacion, Los cuerpos extrafios son estimulos muy claros para
la inflamacion e impiden la reparacion. La localizacién de la lesion, puede alterar
importantemente el resultado final (55).
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1.5 ARGININA

La L-arginina (acido-alfa-amino-gamma-guanidin-valerianico) es considerado como
semiesencial ya que puede ser sintetizado por los mamiferos pero no en cantidades
suficientes para su maximo desarrollo, por lo que se tiene que ingerir en dicta normal (58).

Se metaboliza mediante dos mecanismos:

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

b) la hidrétisis enzimatica por medio de la enzima arginasa en ¢l ciclo de la urea con
formacion de omnitina y urea (59). Krebs y Henseleit encontraron que la velocidad de
formacion de la urca a partir de amoniaco se aceleraba al afladir ornitina, citrulina o arginina
(ver figura 12) (1).

La arginina participa directamente en la formacion de tejido conectivo. Se ha estudiado
ademis la influencia de un suplemento de arginina sobre ¢l crecimiento y la reparacion de
heridas incisionales en piel. La L-arginina produjo un aumento en ef deposito de coligena en
el area especifica de la herida. Esto concluye que la arginina jucga dos papeles en la
reparacion de heridas: es esencial para la sintesis de coligena y disminuye algunos de los
aspectos negativos de la respuesta metabdlica en la lesion (60).

Este aminoicido intervicne en la compactacion del DNA ya que forma parte de las
histonas y protaminas. La funcion de la arginina en ias 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 demostro que la L-arginina estimula la produccién de insulina (3),
interiviniendo en la biosintesis de ésta, ya que forma parte del péptido C en los residuos
31,32 y 65, los cuales son lugares donde se desarrolla la hidrolis por tripsinas del péptido
para la liberacidn de insulina, en las Gltimas fases de la sintesis de ésta. Se ha comprobado
una levacion de los niveles de péptido C después de la infusion con arginina en pacientes
diabéticos en diferentes estados de evolucion (61),

La infusion de arginina (5 m M/t) en ratas diabéticas (estreptozotocina), incrementé la
secrecion de insulina debido a la hipersensibilidad de las células B a la estimulacion con
arginina, siendo ésta dependiente de Ia dosis administrada (62).

Se cree ademas que el potasio causa la liberacion de insulina abriendo los canales de calcio

sensibles a los cambios de voltaje. La arginina cierra estos canales de las células alfa
estimulando la produccion de insulina e inhibiendo la de glucagon (63).
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Es posible que la L-arginina sca metabolizada 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 secrecién de insulina
estimulada por arginina es de la misma naturaleza que la provocada por glucosa (64).

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

La arginina en grandes concentraciones (mayores de 500mg/mg de peso corporal) produce
dafios en el pancreas, los cuales incluyen la desorganizacion progresiva y degeneracion del
reticulo endoplismico rugoso de las células acinares y una reduccién en el nimero de
zimégenos. Se han cbservado dafios en organelos como !as mitocondrias y membranas
granulares, Sc observan ademis células acinares necréticas, con signos de daiio celular
irreversible como pignosis y cariorrexis (66).
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1.6 ARGINASA

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

Fue descubierta y descrita por Losel y Dakin en 1904 y se detect6 en higado de mamiferos
como enzima terminal del ciclo de la urea, mecanismo que tienc lugar en organismos
ureotélicos y fue postulado por H. Krebs en 1932 (2), lo que indica que es esencial para la
realizacion de procesos basicos de la funcion celular (68).

Esta enzima esta presente en la fraccién soluble del citoplasma y en diversas estructuras
celulares como las mitocondrias, lisosomas, aparato de Golgi y posiblemente en el niicleo de
la célula. La actividad de 1a arginasa se ha demostrado en diferentes tejidos de mamiferos:
rifidbn (69), placenta (70,71), corazén (72), sangre (73), eritrocitos (74-81), linfocitos y
granulocitos leucémicos (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
macrdfagos (86). En ratas se ha detectado la actividad de arginasa en glandulas
submaxilares,bazo, corazén, piel, etc.(87). Ademds, en un estudio reciente se determiné la
actividad de esta enzima en los diferentes estadios det crecimiento y desarrollo de la pulpa
dental humana (88).

Se atribuye a la arginasa como funcién principal la conversién de L-arginina en urea y
ormnitina, siendo ademé4s un precursor de la prolina, del dcido glutimico y la citrulina (88).

La arginasa posee una estructura oligomérica, siendo un tetrimero que consta de 4
monoémeros. Su rango de pH esta entre 9.3 y 10. Esta cnzima 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 Fe4++. Por o tanto, el tratamiento con
4cido dietilamino tetracético (EDTA), ocasiona la inhibicién de la arginasa por remoci6n de
Mn++ (90),

Hunter, et al. (91), reportaron que la actividad de arginasa de higado bovino se reduce
cuando estan presentes hidrolizados de proteina, lo que conduce a la inhibicion de la enzima.
Esta inhibicion puede ser compl nte reversible con la adicion de Mnt++ en ¢l medio. En
este estudio se demostré ademas que los inhibidores competitivos de arginasa fueron Ja
ornitina y prolina y los inhibidores no-competitivos fueron los aminoécidos isoleucina, valina
y cistefna (92).
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Arginasa en heridas

La arginasa juega un papel importante ¢n la reparacién de heridas. Scifer, et. al.,
mostraron que la adicién de arginina a la dicta de animales lesionados da como resultado
un incremento en ¢l depésito de coldgena. El patr6n cambiante en las concentraciones de
arginina cn heridas sugieren la actividad de arginasa (93).

Cldibacher y Merz en 1927, describicron la actividad de arginasa en el tejido de
granulacién y propusieron que un descenso de arginina en el microambiente ocurre en los
sitios de inflamacién al activarse dicha enzima. Por ello, la actividad de arginasa fue
determinada en heridas en donde se encontré una clevada actividad de esta enzima en
tejido lesionado (94).

En diferentes modelos de heridas experimentalcs, se obtuve como comin denominador
la presencia de infiltrado celular en el sitio de la inflamacion, constitufdo 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 macréfagos dentro de las heridas son los responsables de
la actividad extracelular de arginasa en tejido lesionado, Con lo anterior se concluye que
los macréfagos ticnen un papel principal en el metabolisme de arginina en heridas, El
objetivo principal s 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 coldgena
95).

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

Leivovich y Ross demostraron que al paralizar a los macréfagos con un suero
antimacréfago, los procesos de migracidn y proliferacién de macréfagos y formacidn de
tejido conectivo sufrieron un retraso importante, lo que sugicre que el macréfago
desempefia un papel importante que precede a la aparicién de fibroblastos en las heridas.
Se demostrd que al ser estimulada la fagocitosis de los macréfagos con particulas de létex
y después de extraetlos de este medio y agregar al mismo los fibroblastos, se observé
que estos se estimulaban hacia una fase de crecimiento y proliferacion, lo que sugirié que
la activacion de los macréfagos produje un componente que estimulé este crecimiento
(97). Lo anterior condujo a una serie de experimentos en los que Yoshio Tsukamoto, ct
al., descubrieron que la activacién de los macréfagos por numerosas enzimas, provoca la
liberacion de monocimas que causan la migracion de fibroblastos in vitre y producen la
sintesis y secrecién de fibronectina que sirve como un estimulo quimiotictico para los
fibroblastos (98).
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Van Elsen y Leroy (72) compararon algunas propiedades cinéticas y cromatograficas de la
arginasa de fibroblastos cultivados con las enzimas del higado y eritrocitos humanos.

Las enzimas que catalizan la conversion de citrulina a arginina en el ciclo de 1a urea, han sido
estudiadas también en fibroblastos cultivados por varios investigadores (98). Cuando los
fibroblastos se cultivan en un medio libre de suero, la actividad de arginasa varia con 1a edad
de los mismos. La senectud de las células se acompaiia de un decremento en la actividad de
arginasa y cambios en el perfil enzimatico (69).
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1.7 COLAGENA

La coldgena es una proteina que aparece como fibra rig
orpganos (44).

Los primeros estudios demostraron que [a molécula de co!
posefa una peculiar composicion de aminodcidos, comprob
tercio son de glicina y un 20% son de prolina e hidroxiprolin

Se consideraba antiguamente que la coldgena era una prot
de aminodicidos se habfa conservado en el curso de la ¢
métodos analiticos han llevado al descubrimiento de dift
amincdcidos cn las cadenas alfa de la coligena, considerint
de molcculas estrechamente relacionadas pero genéticament

Las moléculas de coldgena son largas (aproximadamenty
2nm). Cada molécula esta compuesta por 3 cadenas de polip
de una hélice triple llamadas cadenas alfa y estén formadas
3 aminodcidos (101). Esta estructura se forma por la presen
residuo. La torsidon dentro de las cadenas se da con una wy
grupos prolilo ¢ hidroxiprolilo estdn acomodados en una t
estabilizan las estructuras (ver figura 14) (44).

ida ¢ insoluble en todos los

lagena era muy grunde y quc
¥indose que alrededor de un
1a (99).

cina (nica cuya composicion
volucién. Sin embargo, los
prencias en la secuencia de
dose ahora como una familia
distintas (100).

£ 300 nm) y cstrechas (unos
¢ptidos anudados en la forma
or secuencias repetitivas de
cia de glicina en cada tercer
clta hacia la izquicrda y los
riple hélice sin distorsion y

Dentro del 20% que constituyen prolina e hidroxiprolina (102), méas de 1 de cada 5 del

total son prolinas y la mitad de éstas aparece modificada p

hidroxilacion en posicién 4

0
¥ una cantidad mucho menor est4 hidroxilada en la posiciéi 3 del anillo (ver figura 15)

.

Estas hidroxiprolinas se encuentran principalmente en
porcién aparece en la elasting, y en la enzima aceti! colir

la coldgena. Una pequeia

de hidroxiprolina en los tejidos es un indicador del contenido

La hidroxilacién de la prolina es causada por la vitamina
prolin-hidroxilasa ¢n estado activo, por lo que una inadecua

encias, incluso los dientes pueden aflojarse de sus alveolos,
colagena en los lipamentos periodontales. Una complicacion
la capacidad de reparacion. Con la presencia de los grupos

da manifestaciones clinicas que incluyen un deterioro de tejiEo

En general ¢l contenido
de coldgena (44).

C. que mantiene a la enzima
da cantidad de esta vitamina
que resulta notable en las
ebido a la degeneracion del
Iterior es la disminucién de
de hidroxiprolina, es posible

predecir si un tipo de célula dado posee el potencial de producir colégena, determinando

si produce una enzima que puede hidroxilar la prolina (101).
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FIGURA 14. La coldgena estd formada por tres cadenas polipeptidicas. Cada
cadena esta torsionada hacia la izquierda, con una vueltz cada
tres residuos, y las tres cadenas estan enroscadas entre sf
formando una hélice derecha en la cual por cada diez vucltas de
las cadenas individuales hay una vuelta de la triple hélice. La
coldgena de tipo I contiene un par de cadenas de un mismo tipo
y una tercera cadena diferente, como se muestra en la figura;
otros tipos de coldgena poseen tres cadenas idénticas.
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Se han descrito 5 tipos diferentes de coldgena, cada uno de los cuales posee su
combinacién particular de cadenas alfa constituyentes y se sabe de la existencia de otros
tipos de coldgena. Las principales distribuciones histologicas de estos tipos de colageno se
enlistan en el cuadro 11 (101).

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

Biosintesis de la coligena

Los aminodcidos que integran la coligena resultan de una serie de reacciones bioquimicas
que parten del catabolismo de la L-arginina que origina prolina e hidroxiprolina. La
biosintesis de estos amino4cidos se esquematiza en la figura 16. Un incremento en las
concentraciones de arginina aumenta la bidsintesis de estos aminoacidos (103). Una vez
sintetizada la prolina ¢ hidroxiprolina, se dirigen hacia los ribosomas para ahi sujetarse a
reacciones de peptidizacion, glucosilacion e hidroxilacién, originando la preprocoligena (2).

La colagena se sintetiza inicialmente en los fibroblastos, como preprocoligena. Mas tarde,
el segmento seftal o gufa de 70 aminoécidos se separa del extremo N-terminal para producir
procolagena, Es sélo de esta forma, de cadena Gnica, en que los residuos de prolina y lisina,
pueden modificarse por hidroxilacién a hidroxiprolina, Después de agregar residuos de
glucosa y galactosa a algunos de estos oxhidrilos, 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 afaden 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 el espacio intersticial se escinden grandes segmentos de ambos extremos (incluyendo
todos los puentes disulfuro) y Ia tropocolagena resultante se ensambla en fibras de colagena
(ver figura 17) (58).

Influencia de |a Diabetes en la produccién de coligena

La diabetes mellitus esta asociada con un defecto generalizado en el metabolismo del
tejido conectivo (104). Los defectos en el tejido 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 dseo y en heridas (105,106).



CUADRO 1. Distribucién y origen de los cinco tipos deeoligena

_ﬁpos de coldgenyg

Distribiscién histolégica principal

Células de oligen

Tejido conectivo luxo y normal denso;
{ibras coligenas -

Cartilago fibraso

Hueso

Dentina

Hialina y cartilugo elastico

‘Cuerpo vilreo del ojo

Téjido conectivo laxo; fibras seticulares
Capa papilar de 1a dermis
Vasos sanguineos

Membranas basales
Cépsula del cristalino del ojo

Membranas {etales; placenta
Memhranas hasales

Hueso

Muisculo liso

Fibroblastos y células reticulares;
<élulas del mdsculo liso

Osteoblastos

' Odontoblastos

Tondrocitos X
Células d¢ 1a retina

Fibroblastos y células reticulares
Células del nydsculo liso; eélulas
endoteliales

Células epiteliales y endoteliales
Fibras cristalinas

Fibroblastos

Clulas del niisculo Yiso
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En fibroblastos dérmicos de niftos diabéticos se encontré que la sintesis de los elementos
del tejido conectivo disminuyeron notablemente (99). En estudios previos se encontrd que la
coligena de tejidos en crecimiento disminuyd en animales. diabéticos (107). Spanheimer
(13), comprobo 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 estreptozotocina y se ha confirmado una disminucion en la fuerza tensional y un
descenso en la produccion de colagena (15).

Las enfermedades crénicas del peridonto y mucosa bucal en general estan influenciadas
por factores sistémicos que involucran estados hormonales y metabdlicos. La patologia
relacionada entre las enfermedades bucales y la diabetes mellitus ¢s conocida. El tejido
diabético se ve afectado en su integridad ya que los fibroblastos producen una baja en la
sintesis de colagena originando inflamaciones cronicas en pacientes diabéticos (108).
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MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

2.1 Material Biol6gico

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 bisico

* Pinza de diseccion con dientes
* Pinza de mosco

* Jeringas para insulina (1ml)

* Gasas y pafiuclos desechables
* Cristaleria en general

2.3 Reactivos basicos
* Solucion inyectable de Droperidol (2.5 mg/mi)
* Solucién inyectable de Ketamina (50 mg/ml)
* Buffer TRIS - HCI
* Aloxana
2.4 Material quimico y aparatos analitices
Para el andlisis quimico de la actividad de arginasa, peso seco, proteinas, DNA y L-
hidroxiprolina se utilizaron los materiales y reactivos de los procedimiento descritos mas
adelante.

Para la determinacion de glucosa se empled: Glucometro GX para diagndstico de Bayer,
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2.5 Procedimientos de laboratorio

Los animales se mantuvieron en el Bioterio bajo condiciones estandar alimentados con
purina y agua ad libitum, con periodos de luz de 12 horas.

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

LOTE1 Ratas normales tratadas con solucion de L-arginina (10mM)
LOTE I Ratas normales (Control)

LOTE Il Ratas diabéticas tratadas con solucién de L-arginina (10mM)
LOTE IV Ratas diabéticas (Control)

Se utilizo cf lote 11 como control para verificar la reparacion normal y el lote IV para ver
[a influencia del estado diabético en la misma.

Se les indujo diabetes a los animales de los lotes IIT y IV inyectando aloxana (i.p.) a una
concentracion de 120 mgskg de peso (109), disuelta en solucién salina (0.9%).

Todos los lotes se anestesiaron con 0.4 m) de solucién inyectable de droperidol y 0.6 ml de
solucion inyectable de ketamina por via intramuscular. En los lotes IIl y IV después de

inducida 1a diabetes sc les practicd una incision quirirgica de 1 cm de largo en la mucosa
bucal, del mismo modo que a los lotes I y I1.

Postertormente cada lote fite tratado de la siguiente manera:

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

Lote I, Recibié 1.0 ml de NaCl (0.9%) por via intraperitoneal en dosis diarias durante 12
dias.

Lote HI Recibid 1.0 ml de solucion de L-arginina 10 mM durante 12 dias via intraperitoneal.

Lote IV.Se le administré por via intraperitoneal 1.0 mi de solucion salina al 0.9%% durante 12
dias.
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Durante este periodo clinico todos los lotes se mantuvieron bajo observacion. Diariamente
aloslotes Ly IV se les determiné glucosa en sangre. Al término de 12 dias se procedio al
sacrificio y a la obtencidn del tejido en el sitio donde previamente se realizd la herida,
colocandolo en tubos de ensayo que contenian Buffer Tris-HCl 40 mM. A continuacion se
procedio a eliminar el exceso de agua colocdndo el tejido sobre un papel filtro para pesarlo.
El tejido asi tratado se homogeneizé en Buffer Tris-HCl 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 bioldgicas. Consiste en hacer reaccionar a éstas con una solucién acida de
dicromato de potasio a temperatura ambiente durante 20 minutos, a continuacién se
determina la densidad 6ptica a 630 nm.
Este método requiere un minimo de tiempo para la determinacidn, tiene una mayor
sensibilidad, exactitud y precision. Es insensible a compuestos inorganicos y se puede aplicar
a homogeneizados de tejidos preparados en soluciones inorgénicas. La tinica desventaja
parece ser que el dicromato reacciona especificamente con grupos que contienen carborio y
por lo tanto, la participacion del nitrégeno u otros elementos en la composicion del material
biotogico daran proporcionalmente menor absorbancia.

REACTIVOS
Reactivo |

1 gr de dicromato de potasio
50 m! de H2SO4
Calentar a 70°C

2.Solucion estandar de manitol 2mg/mi
APARATOS

* Parrilla eléctrica
* Espectrofotémetro
* Vortex mixer

PROCEDIMIENTO

Se toman 50 pl de homogeneizado y se completa a 1000 pl con agua destilada.
Posteriormente se agregan 2000 pul de la solucién 1,se mezclan y se deja reaccionar 15
minutos. Se lee Ia absorbancia a 660 nm.
Las muestras, el blanco y la curva estandar se procesan por duplicado.
La cantidad de peso seco se reporta como :

ng peso seco / pg peso hiimedo.
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CURVA ESTANDAR PESO SECO

- DATOS EXPERIMENTALES
~ REGRESION LINEAL

Densidad Optica
05
0’3 R S
0’2 .....................................
0,1 .........................................
ug manito!
03 4000
800
1200
-0,1 1600
0 400 800 1200 1600 2000 =000

ug de manitol

D.O

-0.1120

0.0837

0.1787
0.2736
0.3686
0.4635




PROTEINAS

Para la deteminacién de proteinas se utilizd el método de Lowry con modificaciones

(.
FUNDAMENTO

Desde que fue propuesto el uso del reactivo 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 pH, tiempo de reaccion, concentracion de reactivos y sustancias que interfieren.

Existen dos reacciones que originan el color final de la proteina: La reaccian con el cobre
en &lcali y la reduccién del reactivo fosfomolibdico-fosfotiingstico por la proteina tratada
con el cobre.

REACTIVO

1. Solucién 1:
carbonato de sodio 2%
tartrato doble de sodio y potasio al 0.02%
hidroxido de sodio 0.1N
2. Solucidn 2:
solucion al 0.05 % de sulfato de cobre pentahidratado en agua destilada
3. Solucidn 3:
Se mezclan 50 volamenes de Ia solucién 1 con un volumen de la solucién 2 al momento
de usarse,
4. Reactivo de folin-ciocalteu (diluido en agua 1:2).
5. Solucion estandar de albimina bovina 0.2 mg/m!

APARATOS
* Espectofotometro

* Centrifuga
* Vortex mixer
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PROCEDIMIENTO

Se toman 50 pl de homogeneizado y se agregan 450 ul de hidroxido de sodio IN, se
incuba a 379C durante 30 minutos. Se centrifuga 8 minutos a 3000 rpm y se toma una
alicuota de 500 pl del sobrenadante, se agregan 2000 pl de la solucién 3 y se deja reposar
durante 10 minutos. Se agregan después 200 i del reactivo de folin y se deja reposar por 20
minutos. Se lee ]a absorbancia a 530 nm.

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

La unidad en la que se reporta Ia cantidad de proteinas cn tejido cs:

ug de proteina / ug de peso seco



CURVA ESTANDAR PROTEINAS

Densidad Optica

05—
0,3
—DATOS EXPERIMENTALES
-+REGRESION LINEAL
0,2},
ug albdmina D.C
0,1} 0.0 0.0432
20.0 o.1188
40.0 0.1943
VAS e v WS A R 60.0 0.2699
0 st : - eo0.0 0.8455
0 20 40 60 80 100 100.0 0.4210

ug de albumina



ACTIVIDAD DE ARGINASA; (112)

Determinacion de la actividad de arginasa.

FUNDAMENTO:

La actividad de arginasa se ha cstablecido por mediciones de:

a) una disminucion de Ja concentracion de arginina
b) un incremento de la concentracion de omitina
¢) un incremento en la concentracion de urea,
En este caso se mide la cantidad de urea producida por accién de la enzima,
Estc método utiliza la tiosemicarbazida y diacelil monoxima en medio 4cido.
La aparicién del color depende del tiempo y de la temperatura de calentamiento.

REACTIVOS

1. Diacetilmonoxima 415.5 mg/100m|

2. Tiosemicarbazida 5.0mg

3. Reactivo colorido: se mezclan 3500 p! del reactivo 1 con 5 mg del reactivo 2, aforando
todo a 25 m! con agua bidestilada.

4, Cloruro férrico 0.12 M en acido fosforico 56.7%

5. Acido sulfurico al 20%

6. Reactivo acido : se mezclan 25 pl del reactivo 4 con 25 ml del reactivo 5

7. Solucién estandar de urea 0.0150 mg/ml

APARATOS
* Termo-block
* Parrilla eléctrica

* Vortex mixer
* Espectofotometro
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PROCEDIMIENTO

Se toman 50 pl del homogeneizado y se agregan 450 pi de buffer (MgCly 0.002 M en
Tris-HC| 40 mM y solucion salina 0.9%, a un pH 7.5).Se incuba a 55°C durante una hora y
se toma del sobrenadante una alicuota de 400 ul y se le agregan 100 pl de una solucién de
arginina (0.4 M) - glicina (0.15 M). Se incuba a 37°C por 15 minutos ¢ inmediatamente
después se pone en bafio de agua hirviendo 7 minutos.

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

La actividad de arginasa se reporta como:

ug de urea/ pg de proteina/ minuto

63



CURVA ESTANDAR UREA

Densidad Optica

0,3
0,25
02
0,15
~ DATOS EXPERIMENTALES
0.1 -+ REGRESION LINEAL
)
0,05} ug UREA D.o
: 0.0 - 0.0038
Ok 1.5 o0.0522
3.0 0.1083
. _ 4.5 0.1643
-0,05 : 6.0 0.2204
0 1.5 3.0 4.5 6.0 75 7.5 0.2764

ug Urea



HIDROXIPROLINA

Determinacion espectrofotométrica del hidroxiprolina con modificaciones (113)
FUNDAMENTO

Desde que se establecid el wuso de este método se han realizado una serie de
modificaciones para ahorrar reactivos y tiempo, al igual que se ha modificado para su
aplicacion en la determinacion de otros aminoacidos asociados con la colagena.

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

Siempre se neccsita un exceso de reactivo de ninidrina y atn 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 4cido
fosfdrico no se forma coloracion.

Las modificaciones al método de Chinard son:

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

b) la solucién de ninidrina se emplea con 4cido fosforico 6 M y dcido acético glacial.
c) la solucidn estandar se disuelve en acido acético.

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

REACTIVOS

1. Acido clorhidrico 6 N

2. Acetona

3. Etanol absoluto

4. Acido acético glacial

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

6. Solucién estandar de L-hidroxiprolina 10 ug/mt en acido acético.
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APARATOS

* Termo-block

* Centrifuga

* Vortex mixer

* Mechero Bunsen
* Espectofotémetro

PROCEDIMIENTO

Tomar 100 pl de homogeneizado y agregar 100 u! de HCI 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 acido, después de lo cual se agregan 50 pl de acetona y se evapora a sequedad.
El residuo se lava 3 veces con 200 pl de etanol absoluto en cada lavado, recolectindose los
extractos etandlicos. Se evapora a sequedad el etanol y el residuo se recoge con 1000 pl de
&cido acético y se agregan 1000 pl del reactivo A. Calentar los tubos en bafio de agua
hirviendo durante 30 minutos y leer la absorbancia 530 nm.

La cantidad de hidroxiprolina se reporta como:

g hidroxiprolina / pg peso seco
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CURVA ESTANDAR L-HIDROXIPROLINA

Densidad Optica
0’25 P
0,2
0,15|-:--
0,1 ~ DATOS EXPERIMENTALES
SN IS -+ REGRESION LINEAL
0,05]:-:-:+
ug L-HP D.O
0 0.0 - 0.0112
i’ 2.0 0.0346
. 4.0 0.0805
o et L T 6.0 . 0.1264
0,05 2 - - 8.0 0.1728
0 20 40 6.0 8.0 100 100 o.2182

ug L-Hidroxiprolina



DNA

Determinacion de DNA (114).
FUNDAMENTO

La reaccion entre la ribosa y la difenilamina, es probablemente la mas usada para la
determinacion det DNA. Dische describid este método que utiliza una mezcla de 4cido
sulfirico, difenilamina y dcido acético. Burton en 1956 (115) propuso una modificacion a
este método basado en la adicion de acetaldehido, y seflala que esta determinacion es 3.5
veces mis sensible que el método original descrito por Dische. En 1965, Giles y Myers
(114) publicaron una modificacién al métode de Burton que lo hace aun mis especifico,
estos autores encontraron que puede reducirse la lectura del blanco omitiendo el acido
sulfirico e incorporando el acetaldehido al final de la reaccién, aunque después mencionan
que esto no es requisito indispensable. Comunicaron también que la sensibilidad del método
es incrementada al aumentar la concentracion de difenilamina al 4%.

REACTIVOS

1. Reactivo 1: Acido perclérico 0.5 M (49C)

2. Reactivo 2: Acido periclérico2 M

3. Reactivo 3: Acetaldehido. Se prepara una solucién de 16 mg/ml, la cual se mantiene
congelada y al momento de usarse se diluye 1;10 con agua destilada,

4. Reactivo 4. Difenilamina. Se prepara una solucién al 4% en écido acético glacial (al
momeinto de usarse).

APARATOS
* Centrifuga
* Vortex mixer

* Termo-block
* Espectofotémetro
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METODO

Se toman 100 pl del homogeneizado y se agrega 100 i del reactivo 1, se centrifuga a
3500 rpm durante 15 minutos. posteriormente se elimina el sobrenadante, se adicionan 100
! del reactivo 2 y se incuba a 70°C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se centrifuga a
4500 rpm por 20 minutos. Se toman 100 pl de la fraccién acida y se llevan a un volumen
final de 500 pl con el reactivo 2, adicionando 50 i del reactivo 3 y finalmente 500 ul de la
solucién de difenilamina, se mezclan y se tapan los tubos, dejando incubar a 370C durante
un lapso de 18 a 24 horas. Se lee posteriormente la absorbancia a 600 nm.

Curva estandar

Se prepara una solucidn patrén de DNA conteniendo lmg/ml , la cual se hidroliza a
70°C 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 pug por sistema,

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

ug DNA/ug Peso seco
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CURVA ESTANDAR DNA

Densidad Optica

0,8

0,6] -

04 e A - DATOS EXPERIMENTALES

' ~+ REGRESION LINEAL
DNA D.O

0,2] v e hni=]
[oTe] 0.0104
10 0.1516
20 F 0.2927
30 0.4339
40 0.5750

0 10 20 30 40 50 50 0.7161

ug DNA



CAPITULO 3. RESULTADOS
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3.1 Resultados (Tablas y graficas)

Al concluir 1a realizacion del modelo experimental, se¢ obtuvieron los siguientes
resultados que pueden dividirse en dos grupos:

a) Curvas de Glucosa

b) Determinaciones bioquimicas
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} s
CURVAS DE GLUCOSA mg/dl
|
LOTE Ill (DIABETICO -ARGININA)
X(DIAS) [Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Yé PROMED!!
1] 85 76 64 79 78 58(73.68
2 180 178 159 193 150 82{175.33
3 240 200 192 210 200 90/205.33
4 250 230 200 250 230 214[220.00
E 300 350 250 270 300 2781291.3:
€ 300 400 278 300 310 3013148
7 270 385 310 308 208 200{311.8.
8 283 3860 315 205 250 287129500
9 208 20 300 200 253 252|268.50
10 210 250 295 257 210 250/245.33
1 180 20 250 200 198 230/211.33
12 159 194 200 200 175 197(187.50
LOTE IV (DIABETICO)
X (DIAS) |Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 PROMEDIO
0 89 75 70 75 a5178.80
1
2 158 140 150 18§ 180/1682.60
3 170 189 175 200 100{184.80
4 175 200 180 204 196/191.00
5 180 208 200 200 2041202.20
[: 205 230 210 230 250|225.00
7 207 250 250 250 250(243.20
_8] 250 300 300 300 300{200.00
9 300 370 350 350 375/349.00
10 400, 400 400 375 400[395.00
1 400 400 400 400 300[398.00
12 3715 380 385 400 400/392.00
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CURVA DE GLUCOSA mg/d|

LOTE Iil (DIABETICO-ARGININA)

mg Glucosa/dl Sangre

500
400
~Yi
+ Y2
300 yg
-~ Y4
200 ~YS
~vY6
-~ PROMEDIO
10014

Y .
012345678 9101112
TIEMPO (DIAS)



CURVA DE GLUCOSA mg/di

LOTE IV (DIABETICO)

mg Glucosa/dl Sangre

500

—-Y1

—Y2

Y3

- Y4

Y5

- PROMEDIO

0
01234567 89101112
TIEMPO (DIAS)



CURVA DE GLUCOSA

COMPARACION DE LOTES

mg Glucosa/dtl sangre

500
400} - -

300}

200

100

ol ‘
02345678 9101112

TIEMPO (DIAS)

~ LOTE DIABETICO-ARG
—+ LOTE DIABETICO

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



A continuacién se presentan los resultados de las determinaciones bioquimicas

realizadas a cada uno de los lotes especificados en el modelo experimental.

El tratamiento de cada uno de los lotes fue ¢l siguiente:

Lotcl  Normal con L-arginina
Lote Il Normal {Control)
Lote IlI  Diabético con L-arginina

Lote JII  Diabético (Control)




! . b
| f DETERMINACIONES {
| BIOQUIMICAS |
l - . )
RESULTADOS !
|
PESO SECO
i t
MUESTRA LOTE | MUESTRA LOTE N
1 0.34060g PS/ug PH 1 0.2848 ug PS/ug PH
F] 0.3327ug PS/ug PH 2 0.2772 ug PSiug PH
3 0.3100ug PS/ug PH 3 0.2753 ug PS/ug PH
4 0.3815 ug PS/ug PH 4 0.3049 upg PS/ug PH
5 0.3447 ug PS/ug PH 5 0.2857 ug PS/ug PH
6 0,4218 ug PS/ug PH ] 0.2830 ug PS/ug PH
7 0.4054 ug PS/ug PH 7 Musite
8 Muerte 8 Muerte
MEDIA 0.3595 ug PS/ug PR MEDIA 0.2858 up PS/ug PH
MUESTRA LOTE il MUESTRA LOTE IV
1 0.2804 ug PS/ug PH 1 0.2501 ug PS/ug PH
2 0.2804 ug Ps/ug PH 2 0.2674 ug PS/ug PH
3 0,2703 ug PS/ug PH 3 0.2099 ug PS/ ug PH
4 0.27986 ug PSfug PH 4 0.2138 ug PS/ug PH
5 0.2788 ug PS/ug PH 5 0.2215 ug PS/ug PH
8 0.2776 ug PSfug PH [ Muerte
7 Muerte 7 Muerte
8 Muerte 8 [Muerte
MEDIA 0.2779 ug PS/ug PH MEDIA 0.2325 ug PSlug PH
[ERQTEINAG
MUESTRA LOTE | MUESTRA LOTE 1!
1 0.0894 ug Prot/ug PS 1 0.0738 ug Prot/ug PS
2 0.0918 ug Prot/ug PS 2 0.0725 ug Prot/ug PS
3 0.1048 ug Prot/ug PS 3 0.0775 ug Prot/ug PS
_ .8 ]0.0778 ug Prot/ug PS 4 0.0661 up Prot/ug PS
5 0.0875 ug Prot/ug PS 5 0.0684 up Prot/ug PS
6 0.0862 ug Prot/ug PS 6f 0.0718 ug Protjug PS
e 7 0.0B70 ug Prot/ug PS L _ 70 {Muerte
] Muerte 8! Muerte
__” !
MEDIA 0.0892 ug Prot/ug PS MEDIA__ | 0.0717 ug Prot/ug PS
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|

P

—t.
MUESTRA a LOTE MUESTRA LOTE IV
. 1 0.0664 ug Prot/ug PS 1 0.0287 ug Prot/ug PS5
2 0.0735 ug Protiug PS 2, 0.0368 ug Protfug PS
k] __.10.0736 ug Prot/ug PS o 3 0.0537 ug Prot/ug PS
4" 0,0662 ug Protiug PS A 0.0454 ug_Protfug PS
5 0.0698 ug Protiug PS .5 0.0337 up Protfug PS
6 0.0697 ug Prot/ug PS 6 Muerte
7 Muerte 7 Muerte
L 8 Muerte 8 Muerte
MEDIA 0.0699 ug Prot/ug PS MEDIA 0.0397 ug prot/ug PS
ARGINASA U
MUESTRA LOTE | MUESTRA LOTE H
1 0.0081ugU/ugProt *min 1 0.0073ugU/Prot* min
_ 2 0.0079ugU7ugProt*min 2 0.0066ugU/Prot * min
3 0.007 7ugU/ugProt*min 3 0.0066 ugU/ugProt"min
4 0.0089ugU/ugProt*min 4 0.0068 ugUhsgProt®*min
5 0.0081ugU/ugProt®*min [ 10.0073 ugU/ugProt*min
8 0.00B5ugU/ugProt*min ] 0.0068 ugU/ugProt*min
7 0.0089ugU/ugProt®*min 7 Muerte
8 Muerte 8 Muerte
MEDIA 0.0083ugU/ugPret*min MEDIA 0.0069 ugUfugProt®min
MUESTRA LOTE il MUESTRA LOTE Iv
1 0.0067ugU/ugProt *min 1 0.004 3ugU/ugProt *min
2 0.0085ugU/ugProt*min 2 0.004 2ugU/ugProt *min
3 0.0056 ugU/ugProt*min 3 0,0045ugU/ugProt *min
4 0.0082 ugU/ugProt *min 4 0.0043ugU/ugProt *min
[ 0.0064 ugU/ugProt*min 5 0.004 2ugU/ugProt *min
6 0.0063 ugU/ugProt*min L] Muerte
7 Muerte 7 Muerte
8 Muerte L] Musrte
MEDIA 0.0063 ugU/ugProt *min MEDIA 0.004 3ugU/ugProt * min
i
T

78



FSTA TESIS NO DEBE

SALIK DE LA BIBLIGTECA

[ - —j B o S I
HIDROXIPAOLINA Y I
i
MUESTRA LOTE 1 | |MUESTRA LOTEN
1 0.0078 ugHidrox/ugPs k] 0.0057 upHidrox/ugPS
2[ 0.0083 ugHidrox/ugP$ 2 0.0056 ugHidrax/ugPs
3 0.6084 ugHidrox/ugPS 3 0.0057 ugHidrox/ugPS _
4| 0.0085 ugHidrox/ugPS 4 0.0055 ugHidrox/ugPs
6! 0.0083 ugHidrox/ugPs 5 _10.0066 ugHidrox/ugPs
) T8 10.0078 ugHidrox/ugPs 6| " |0.0065 ugHidroxjugPs
7 0.008B4 ugHidrox/ugP$ 7 Muerte
a8 Muerte 8 Muerte
MEDIA 0.0082 ugHidrox/ugPSs MEDIA 0.0056 ugHidrox/ugPS
MUESTRA LOTE Il MUESTRA LOTE IV
—_ 1 0.0054 ugHidrox/ugP$S 1 0.0037 ugHidrox/ugPS
2 06.0052 ugHidrox/ugPs 2 0.0034 ugHidrox/ugPS
T 3 0.0048 ugHidmqugPS 3 0.0036 ugHidrox/ugPS
4 0.0050 ugHidrax/ugPS 4 0.003% ugHidrox/ugPS
5 0.0051 ugHidrox/ugPs 5 0.0034 ugHidrox/ugPs
] 0.0050 ugHidrox/ugPS 8, Muerte
- 7 Muerte 7 Muerte
8 Muerte 8 Muerte
MEDIA 0.0051 ugHidrox/ugPs {MEDIA 0.0035 ugHIdrox/ugPS
DNA
MUESTRA LOTE 1 MUESTRA LOTE Il
1 0.0077 ugDNA/ugPs 1 0.0072 ugDNA/ugPS
2 0.0086 ugDNA/ugPS 2 0.0072 ugDNA/ugPS
3 0.0075 ugDNA/ugPS 3 0.0073 ugDNAfugPS
4 0.0075 ugDNA/ugPS 4 0.0074 ugDNA/ugPS
5 0.0076 ugDNA/ugPS 5 0.0074 ugDNA/ugPS
[ 0.0078 ugDNA/ugPS [} 00,0073 ugDNA/ugPS
7 0.0078 ugDNA/ugPS 7 Muerte
8 Muerte [] Muerte
MEDIA 0.0078 ugDNA/ugPS MEDIA 0.0073 ugDNATugPS
| !
1 I
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]

]

MUESTRA

LOTE I MUESTRA i LOTE IV
N 1 0.0089 ugbNA/ugPS 1 0.0056 ugDNA/ugPS
" 2 0,0063 ugDNA/ugPS 2 0.0063 ugDNA/ugPS
_ 3 0.0065 ugDNA/ugPS 3 0.0057 ugDNA/ugPS ]
4 0.0065 ugDNA/ugPS 4 0.0057 ugDNA/ugPS
5 0.0067 ugDNA/ugPS [ 0.0060 ugDNA /ugPS
6 0.0066 ugDNA/ughsS ] Muerte |
7 Musrte 7 Muerte
8 Muerte B Muerts

MEDIA

0.0066 ugbNA/ugPS

~ ﬁD'A

0.0059 ugDNA/ugPS

— |
|A continuacldn se presentan los gréf

icos que muestran

las medias atitméticas de cada una de las
daterminacionas bloguimices.
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RELACION PROTEINA/PESO SECO

ug Proteina/ug Peso Seco
0,1

0.0892

0,08/

0,06

LLJPROMEDIOS

0,04

002/

LOTE! LOTEH LOTEM LOTENV



RELACION L-HIDROXIPROLINA/PESO SECO

ug L-HP/ug Peso Seco

0,01

0.008214

0,008 R B =

0,006 S ............... i
;- o 8 PROMEDIOS

0,004 > o o

0,002

LOTEl LOTEN LOTEW LOTEW



ACTIVIDAD DE ARGINASA

ug Urea/ ug Proteina * min

0,01

0,008k

0,006 8

0,004 §

0,002}

LOTE |

LOTENl LOTEMN LOTEIV

k& PROMEDIOS




RELACION DNA/PESO SECO

ug DNA/ug Peso Seco
0,01

0,008 ‘ . .--...4-.. ........... .-...--.44-..:--‘.7..1...

0,006 " ) .. .
- A ' P PROMEDIOS

0,004/ 8

0,002/ |

"

LOTEI LOTEN LOTEM

LOTE IV



3.2 Andlisis estadistico

En base a los resultados obtenidos en las determinaciones bioquimicas se procedio al
anilisis estadistico de los mismos para la obtencién de conclusiones, empleando para tal
efecto et Andlisis de Varianza y el Test de Duncan-Kramer de rango milliple para
comparacién de medias.

Simbologia empleada cn el andlisis estadistico:

N : niimero total de muestras

K i niimero de tratamientos

o : porcentaje de confiabilidad (5%)

ir nimero de muestra

j¢ tratamiento

n: tamailo de muestra

xij: i-ésima obscrvacion recibiendo cl j-ésimo tratamiento
Ixij: suma del j-ésimo tratamiento

Zxij/nj: media del j-ésimo tratamiento

X.. : suma de todas las observaciones

X../N : gran media

g.1: grados de libertad

S.C. : suma de cuadrados

C.M. : Varianza o cuadrados medios

Cme : Cuadrados medios (error)

SCR’p : Rango de comparacién de Duncan-Kramer
rp : menor rango significativo

p : subconjunto de medias muestrales
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ANALISIS ESTADISTICO

Factor: Cantidad de Proteinas

Lote 1 Normal + L-arginina
Lote 11 Normal (Control)
Lote Il1 Diabético + L-arginina

Lote IV Diabético (Control)

Ho=pl=pll=plfl = plV=1

Ha = por lo menos pl en diferencia significativa.

j 1 1 ) v
1 0.0894 0.0738 00664  0.0287
2 0.0918 0.0725 0.0735  0.0368
3 0.1048 0.0775 0.0736  0.0537
4 0.0778 0.0661 0.0062  0.0454
5 0.0875 0.0684 0.0698 00337
6 0.0862 0.0718 0.0697
7 0.0870

n = 7 6 6 5

3xj= 0.6245 0.4301 04192 0.1983

X = 0.0892 0.0717 0.0699  0.0397

N = 24

X.= 1.6721

X.= 0.2705

K = 4
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TABLA ANDEVA

PROIEINAS

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Varianza o cuadra- Fcale | ' Ftedrica
variacién libertad {(g.l. {sC) dos medios {CM) ) .
K 2 2 SCtrat
£ 5 KL soprg, | Mtmes fog oo (Feales
=1 73 M trat
1 exxor -
"
"Entre” K-1= 2
"
o
Lotes 4-1= 3 }gcerat = 0.00720 G4 trat = 0.00240 2
Fcalc=48 [
-
-
il
2
K ny K Q4 exxor = SCN enxnr. b
2. 2. = -
$ £Xu_ s 4, .
Ertor N = =1 j=1 j=1 "y =
*
24 = 20 SC exror .
L]
S$Cetzor = 0.00092 Cverror = 0.00005
e b=
<
K n <
j T
§§2 2.
X =
1 30 W
Tatal N - 5C Lutal ‘
24 = 23 | sc total = 0.00512




Debido a que Fcalc > F tedrica, se rechaza Ho, encontrando diferencia significativa al 5%
entre la cantidad de proteinas de los diferentes lotes. Se emple para la comparacién de
medias el test de Duncan de rango multiple con gjuste de C.Y. Kramer (116,117).

2

=7 Cme = 0.00005
n2=6 V¥ Cme =0.007071
ni=6 gl.= 20
nd=S5 a =0.05
x1 x2 3 i
0.0892 0.0717 0.0699 0.0397
p 2 3 4
p 2.950 3.097 3.190
SCR'p 0.020859 0.021899 0.022556

Comparaciones

Estadfstico para comparar 2 medias poblacionales : (xi - xj)V2(ni-nj)/(ni+nj)

Comparacién  Valor de comparacién p SCR’p Conclusion
I-11 0.04448 2 020859 =1
1-1 0.04906 3 0.02189 Il
I-1v 0.11950 4 002255 1=1V
-1 0.00440 2 002085 =1
nm-1v 0.07473 3 002189 1I=1v

I-1v 0.07532 2 002085 = IV

Se concluye que el Lote I es significativamente mayor a los lotes 11, I y IV y que el

lote 11 ¢s significativamente mayor que cl lote IV. Entre los letes II y IIl no existe
diferencia significativa.
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ANALISIS ESTADISTICO

Factor: Actividad de Arginasa

Lote | Normal + L-arginina
Lote Il Normal (Control)
LoteIli Diabético + L-arginina
Lote IV Diabético (Control)

Ho=ul =pll=pHl = pfiV=p

Ha = por lo menos ul en diferencia significativa.

j 1 I Hi v
1 0.0081 0.0073 0.0067 0.0043
2 0.0079 0.0066 0.0065 0.0042
3 0.0077 0.0066 0.0056  0.0045
4 0.0089 0.0068 0.0062 0.0043
5 0.0081 0.0073 0.0064 0.0042
6 0.0085 0.0069 0.0063
7 0.0089

n = 7 6 6 5

Sxj= 0.05810 0.04150  0.03770  0.02150

N = 0.00830 0.006920  0.00628  0.00430

N = 24

X.= 0.1588

X.= 0.00662

K = 4
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TABLA ANDEVA
ARGINASA
Fuente de Grados de Suna de cuadrados Varianza o cuadra- Fcalc Ftedrica
variacion - | libertad (g.l. {sC) dos medios (M) . .
K 2. 2 sCrrat _
éi‘—nl-ﬁ:-sctm. O trat = K< T Fecale =
PR ] M trat
Q1 errar sl
[2d
"Entre K-1= §
Lotes 4-1= 3 |sCtrat = 0.00005 o4 trat = 0.00002 a-
Foalc = oo
1612.9 =
Tl ]
: »Hvx B
K nj K O erTur = mNu';ur : ’-‘
2. 2 -
$ £, -
Error N-K-= =1 J=1 =1 75 =
24 -4 =20 SC error .
scemor = 1,20 %20°° | overmr=g2x208]
X n,
3
$ £ e
e
o1 w1 33 -
Total N-1= 5C tota)
24 -1 =23 SC total = 0.000051 :




Ya que Feal > F {céricq, se rcc}iaza Ho y se procede a la comparacion de medias
poblacionales por el test de Duncan de rango méltiple con ajuste de C.Y. Kramer para
muestras de tamailo distinto (116,177), .

RS

127 Cme=62x 10°
. n2=6 ¥ Cme =0.000249
n3=6 gl=20
nd=S5 o =0.05
x1 x2 x3 x4
0.0083 0.00692 0.00628 0.00430
R 2 3 4
2,950 3.097 3.190
SCR'p 0.000735 0.000771 0.000794
Comparaciones

Estadistico para comparar 2 medias poblacionales : (xi - Xj)V2(ni-nj)/(ni-+nj)

Comparacién  Valor de comparacion

p SCR'p Conclusién

-1 0.003508 2 0.000735 I=1
-1 0.005135 3 0.000771 I =10
I-1v 0.009661 4 0000794 I =1V
-1 0.001568 2 0.000735 M= 1
n-mv 0.006119 3 0.000771 Im=1v
Hr-1v 0.004624 2 0.000735 1= 1v

Al nivel de 5% se concluye que cada una de las medias es significativamente diferente
entre ellas.
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ANALISIS ESTADISTICO

Factor; Cantidad de Hidroxiprolina

Lote | Normal + L-arginina
Lotell Normal (Control)
Lote Il Diabético + L-arginina

LotelV Diabético (Control)

Ho=pl=pli=plll=plvV=p

Ha = por lo menos pl en diferencia significativa.

j [ 1 m v
1 0.0078 0.0057 0.0054 0.0037
2 0.0083 0.0056 0.0052 0.0034
3 0.0084 0.0057 0.0048 0.0036
4 0.0085 0.0055 0.0050 0.0035
5 0.0083 0.0056 0.005! 0.0034
6 0.0078 0.0055 0.0050
7 0.0084

n = 7 6 6 5

Ixj= 0.0575 0.0336 0.0305 0.0176

xj = 0.00821 0.0056 0.00508  0.00352

N = 24

X.= 0.13920

X.= 0.0058

K = 4
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TABLA ANDEVA

HIDROX1PROLINA
tuente de Grados de Sura de cuadrados- varianza o cuadra- Fcalc Fteérica
variacioén libertad (g.l. {sC) dos medios (M) L]
;"—zi-i-scuat. 01 trat = S Fealc =
=1 R Q4 trat
Ot erTor N
e
“Entre® K-15=" 2.
&C trat = 0,00007 @1 trat = 0.00002 0
Lotes 4 - 1= 3 Fcale = 2"
400 "
K n, K Ot error = € €IIOC
3, 2 N-K
$ 8§ % § G
Error N-Ka= =1 3=1 =1 nj
24 -4 =20 SC error .
sCemi = 1x10°° o emor = 5 X 10°°
W
int
K n Sl
3 2
X
x5, - B o=
J=1 i=p ¥ N
Total N-1a 5C tutal
24 -1=23 SC total = 9.00007 )



Puesto que Fcal > F teética, se rechaza Ho, por lo que se concluye que hay diferencia
significativa at 5% entre la cantidad de hidroxiprolina para los diferentes lotes. El método
empleado para detectar las diferencias entre las medias poblacionales es el test de Duncan
de rango multiple con ajuste de C.Y. Kramer para muestras de tamailo distinto (116,177).

al=7 Cme=1x10"
=6 v Cmie =0.00010
=6 gl.=20
nd=5 a =0.05
x1 x2 x3 x4
0.00821 0.0056 0.00508 0.00362
. ) 2. 3 4
2,950 3.097 3.190
SCR’p 0.000295 0.00031 0.000319
Comparaciones

Estadistico para comparar 2 medias poblacionales : (xi - xj) V2(ni-nj)/(ni+nj)

Comparacién Valor de comparacién p  SCR'p

Conclusién

I1-11 0.006635 2 0.000295 =1
-1 0.007956 3 0.000310 I=1
1-1v 0.011327 4 0.000319 =1V
n-u1 0.001274 2 0.000295 It I
n-1v 0.004858 3 0.000310 m=1v
IH-1v 0.003643 2 0.000295 M+ 1V

Se concluye que el Lote I es significativamente mayor a los Iotes 11, IIl y 1V y que el
lote II es significativamente mayor que el lote IV. Los lotes II y III poseen una
diferencia significativa minima.
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ANALISIS ESTADISTICO

Factor: Concentracion de DNA

Lote |
Lote I
Lote 111
Lote IV

Normal + L-arginina
Normal (Control)

Diabético + L-arginina

Diabético (Control)

Ho=pl=pll=plli=plV=p

Ha = por lo menos pl en diferencia significativa.

95

i 1 I m v
1 0.0077 0.0072 0.0069 0.0056
2 0.0086 0.0072 0.0063 0.0063
3 0.0075 0.0073 0.0065 0.0057
4 0.0075 0.0074 0.0065 0.0057
5 0.0076 0.0074 0.0067 0.0060 .
6 0.0078 0.0073 0.0066 .
7 0.0076
n = 7 6 6 5
Zxj = 0.05430 0.04380 0.03950  0.02930
X} = 0.00776 0.00730 0.00658  0.00586
N = 24
X.= 0.16690
X.= 0.00695
K = 4




TABLA ANDEVA

DNA
Fuente de’ Grados de Suma de cuadrados varianza o cuadra- Fealc Fteérica
variacién libertad {g.1. {sc} dos medios ((M)
K N
lﬁ-xi'-scmt.  toat -~ SCC Fcalc =
1 " N O trat
1 error -
-
*Entre” K-1= §
Lotes 4-1a 3 |sctmt=g.0000 Ot trat = 3.3 % 107 =
~ Fealc = ':
15.865 -
I
1
R
K n K O exyor = SC SO T
3 2 2. N-K -
& £ g, :
Error N-Xs= el J=1 el nj z
=
24 - 420 SC exror ,
S error = 4.17 x 10°° O error = 2.06 X 10 .
W
5
K n
x - =t =
w1 41 4 W
Total N-1= ¢ total
24 - 1= 23

5C total = 0.000014




Debido a que Fcal > F tedrica, se rechaza Ho encontrando diferencia significativa al 5%
entre los lotes estudiados. Se emple6 el test de Duncan de rango miiltiple con ajuste de
C.Y. Kramer para comparacién de medias (116,177).

nl=7 Cme=2.08x 107

n2=6 VY Cme =0.000456

n3=6 gl.= 20

n4=>5 a =005

x1 2 x3 x4
0.00776 0.00730 0.00658 0.00586
) 2 3 4
2.950 3.097 3.190
SCR’p 0.001345 0.001412 0.001455

Comparaciones

Estadistico para comparar 2 medias poblacionales : (xi - xj)¥2(ni-nj)/(ni+nj)

Comparacion  Valorde comparacion p  SCR’p Conclusién
-1 0.001169 2 0.001345 =1
I-m 0.002593 3 0001412 =11
I-1v 0.004589 4  0.001455 I=1V
Im-i 0.001764 2 0001345 I 1
mnm-iv 0.003363 3 0.001412 nm=1v
- Iv 0.001682 2 0.001345 = v

Se concluye que hay una diferencia significativa entre el lote [ y los lotes 1 y IV y que
no hay diferencia significativa entre los lotes | y il. Entre los lotes II y 1II existe
diferencia significativa minima.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el lote 11l se observa un incremento constante durante los primeros 7 dias en los

- niveles de glucosa; a partir del octavo dia se presenté un descenso significativo, lo que

muestra que L-arginina estimula la produccién de insulina, siendo este estimule de la
misma naturaleza que el provocado por glucosa, disminuyendo as la glucemia (2,65).

Se ﬁiesehta un aumento constante en los niveles de glucosa del lote IV alcanzando
valores al término de! experimento superiores al lote 111, lo que corrobora el cstado
-dinbético ya que existe una disminucién de la utilizacién hepdtica y tisular de la glucosa
(41),-

En los resultados derivados de las prucbas bioquimicas de proteinas, actividad de

arginasa, hidroxiprolina y DNA, se muestra una diferencia de medias (117) significativa
entre los lotes I-11, I-111, I-IV y H-IV y una diferencia poco significativa entre los lotes 111-

La elevada concentracion de proteinas cn el lote I se explica por ¢l suministro de L-
arginina ya que este aminodcido participa en la sintesis de proteinas. La minima cantidad
de proteinas en ¢l lote IV se debe a la disminucion de insulina ya que ésta tienc un efecto
direccto en los ribosomas para aumentar la traduccion de RNA mensajero formando
nuevas proteinas ¢ inhibe ¢l catabolismo de las mismas, disminuyendo la degradacion por
lisosomas (43). Respecto al grupo I se observa que no hay una diferencia significativa
importante con el grupo 1, de hecho los valores son pricticamente iguales y esto se debe
a dos mecanismos en fos quc 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 mds clevados se presentan en cl lote I y esto se¢
debe a que el incremento en la concentracion del sustrato (arginina) de una enzima,
aumenta la actividad de la misma (arginasa). Se ha demostrado en estudios realizados por
Eldbacher, et al. (94), quicnes propusieron que se presenta un descenso de arginina en la
herida debido a I activacion de esta cnzima. En el lote IV sc obtuvo una menor actividad
de la enzima. En el estado diabético la arginina corporal se dirige hacia €l pincreas para
estimular la produccién de insulina y disminuir la hiperglucemia, dejando al resto del
cuerpo con bajos niveles de arginina, Al ocurrir una lesién, la concentracion de arginina
es baja y por lo tanto la actividad de arginasa disminuye provocando un trastorno cn el
proceso de reparacién. En el lote I, la administracion de arginina durante ¢l estado
diabético, incrementa fa produccion de insulina y ésta promueve el transporte de glucosa
a las células con tendencia a la normalidad,
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Para la determinacion bioquimica de hidrexiprolina, se observa que el lote T contiene una
elevada cantidad de hidroxiprolina y esto se debe a que un incremento en las
concentraciones de arginina, aumentan la biosintesis de los aminoacidos que integran la
coldgena (103), por lo tanto la arginina participa directamente en la formacion de tejido
conectivo, comprobéndose su influencia en el crecimiento y reparacion 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 colagena, originando inflamaciones crénicas
en pacientes diabéticos (108), debido a un factor presente en el suero diabético que
desaparece con la presencia de insulina (13). Al administrar insulina durante el estado
diabético (lote 11I), se presentan dos fendmenos conjuntos: la estimulacion de la produccion
de insulina (64) y aumento de la biosintesis de aminoacidos que intregran la coligena (103).
Esto indica que el tratamiento con arginina en el estado diabético fue efectivo en base a que
la L-arginina produje un aumento en el deposito de coligena en el area especifica de la
herida en la mucosa bucal y al mismo tiempo estimulo la produccion de insulina
disminuyendo los niveles de glucosa.

En la determinacion bioquimica de DNA, 1a cantidad de éste en el lote | 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 negativamente (61). En el lote 1V,
la cantidad de DNA se ve disminuida debido al trastorno cronico y generalizade del
metabolismo de las proteinas, aumentandose con esto la degradacion proteica (25). La
administracion de arginina en el lote 11T origina una produccion de insulina, la cual aumenta
la transcripcion del DNA y asi se forman cantidades mayores de RNA (43).

Esto cs un paso para el seguimiento del efecto de L-arginina en !a reparacion de heridas en
ta mucosa bucal, ya que un aumento en proteinas, hidroxiprolina, actividad de arginasa y
DNA, en el estado diabético, da lugar al restablecimiento estructural y funcional de los tejido
en la reparacion de heridas bucales, con loque se confirma la hipétesis planteada.

100



CONCLUSION
Considerando las severas repercusiones que la diabetes mellitus tiene en el proceso de
la reparacion de heridas, es importante para el Quimico Farmacéutico conocer el efecto
farmacolégico de la L-arginina en dicho proceso, siendo que:
La L-arginina posiblemente participe en la produccién de insulina originando un

descenso en la hiperglucemia,

L-argining, intervicne directamente en la biosintesis de la coldgena al ser el precursor de
los aminoidcidos que lo forman,

Un aumento en la concentracidn de argining, incrementa la actividad de arginasa en los
macrofagos localizados en la herida, favoreciendo asi el proceso reparatorio.

El estado diabético ocasiona anormalidades en la reparacién de heridas en la mucosa
bucal. La L-arginina, al disminuir la glucemia, lleva ul organismo a un estado casi normal
y de esta forma la reparacion sc favorece.

Se alcanzo ¢l objetivo propuesto para esta investigacidn.
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