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RESUMEN

Se estudis el efeétp dela céstfacjoh“sobre ‘la
funcién del pancreés é dffgréﬁéeé éiémbo; en ratas macho
adultas y preptberes (Zildias);‘Sé,uEilizaron '80 ratas
(35 adultas y 45 prepuberes) f se agruparon en lotes de
5 ratas :grupo 1l.- ratas adultas no castradas (control).
Los grupos 2,3,4,5,6 y 7fueron ratas adultas castradas y
mantenidas en condiciones y alimentacién normales de
bioterio por: 24 hrs, 48 hrs., 5 dias, 20 dtas, 30 dias
y 60 dias respectivamente. Las ratas prepuberes se
agruparon de 1la misma manera castréndose y
manteniéndolos de igual forma que 1los anteriores e
incluyendo 4 grupos control : 21 dfas, 41 dlas, 51 dias
y considerando como cuarto control al grupo control de
ratas adultas. En el suero se midieron :concentracién de
glucosa, triacilglicéridos y proteinas totales, ademis,
las actividades de c-amilasa y arginasa. En el tejido
pancreatico se midieron las proteinas, peso seco Yy
actividad de arginasa y a«-amilasa. Los resultados
indican que la castraci¢n produce ligeros cambios en las
actividades de arginasa y a-amilasa pancreaticas; siendo
estos cambios mas notables en las ratas castradas en la
fase prepuber de crecimiento. La castracidn produjo
cambios que indirectamente podrian tener que ver con un
efecto sobre la produccidn o secrecion de insulina.

Aunque esta idea se ha sugerido, no estid comprobada.



INTRODUCCION

El‘efgqtq de;ia, céﬁt;aci&n 'sobre 1la actividad de
algunas enz!mﬁs como arginasa y las fosfatasas 4&cida y
alééllhalséﬁhan estudiado en 4rganos como rifidn, higado
‘e ‘1ntestino delgado de diferentes animales. Se ha
encontrado que estas enzimas son sensibles a la
castracién, lo que se podria atribuir basicamente a la

falta de testosterona (54,55,56,57,58,59,60,61).

En 1976, Ake Poussette admipnistrs testosterona
marcada en ratas castradqs Yy observd gque una gran
cantidad de esta hormona aparecia en el pancreas en poco
tiempo. Sus estudios in vitwe permitieron demostrar la
existencia en el pancreas de una proteina que fija 1la
testosterona y dihidrotestosterona con afinidades

similares.

La proteina parcialmente caracterizada tiene muchas
de las propiedades tipicas observadas en receptores
androgénicos : alta afinidad y baja capacidad de enlace,
coeficiente de sedimentacién de 3.55 en altos gradientes
de sal y sacarosa y un plI aproximado a 5. El1 complejo
testosterona-receptor fue relativamente sensible al

calor. Experimentos ¢ wviws indican que el ligando



figioldgico ' ‘para .el 'feceptor androg¢nico  es

testosterona..

Aun asl, el receptor tiene la capacidad de ligar a
S-o~dihidrotestosterona al menos de igual forma, fste
ligando normalmente est4 ausente en el pancreas. Después
de la administracién de testosterona marcada en ratas
machos castradas, la radioactividad recuperada en el
citosol consistia en : testosterona (75-90%),
androstendiona (5-15%) y esteroides polares (5-20%). En
el nucleo consistia en testosterona (70-90%) b4

androstendiona (10-30%).

La cantidad de receptor androgénico en pancreas es
relativamente alta comparada con otros organos y tejidos

que no son blanco clasico de andrdgenos.

Apoyados en la presencia de una proteina receptora en
pincreas especifica para andrdgenos, se sugiere gque
existe una clase comin de receptores de testosterona en
muchos ¢rganos y que estos receptores pueden detectarse
n ovive o i ovire  con métodos suficientemente

sensibles.

Antes de evocar efectos bioldgicos, las hormonas
estercides se unen a una proteina de alta afinidad vy

baja capacidad.



Finalmente‘sefsugiefen que' el . receptor andtééédiéo

pancreatico, que:tambien’esta. presente en ratas ~ hembras
casérédas, 'puede 'particiba£~ en"la; feguléci6hr por

esteroidgs sexuales de la. funcién pancreatica. (39).

Parece ser que la arginasa tiene una funcidén crucial
en la sintesis de proteina pancreatica y se ha sugerido
su participacién en la biosintesis de proteinas a través
de putrescina . espermina y espermidina. Esta
interacci®n puede representar parte del mecanismo para
la regulacién de la biosintesis y secrecién de insulina

(45).

Con base en estos antecedentes, consideramos
importante investigar el efecto que tiene la castracién
sobre la funcién pancreitica a traves de la medicién de
algunos parametros bioquimicos indicadores de la funcion

exdcrina y enddcrina.



GENERALIDADES

ORGANIZACION Y REGULACION DEL SISTEMA ENDOCRINO

La composicién de los liquidos que baMan las ce¢lulas
de los organismos multicelulares tiene que estar
regulada, la estabilidad de este ambiente interno se
consigue gracias a la actividad coordinada de dos

grandes sistemas: el endécrino y el nervioso vegetativo.

En el sistema vegetativo la informacién es
transportada por impulsos nerviosos, y en el endécrino
por la sangre. Las respuestas vegetativas son mas
localizadas y mis rapidas que las hormonales, aunque las
terminaciones narviosas liberan transmisores quimicos
(acetilcolina 0% noradrenalina) que en algunas
circunstancias circulan en el plasma y pueden ser

considerados como productos glandulares u hormonas.

El concepto general mas importante en la organizacién
es el de control por retroaccién, especialmente el de
retroaccién negativa. Existen dos variables : A y B; si
A=f(B) y B=f(A) existe una relacién de retroaccidn entre
las dos : si la concentracién o efecto de A aumenta
cuando aumenta B, la retroaccién es positiva, mientras
que si A disminuye cuando B aumenta, la retroaccidn es

negativa (Fig.l).



endiente  cambia -n

i.ivariable . dependiente  cambia

La  actividad de todo el sistema endécrino esta
estrechamente integrada, por lo que cualquier
perturbacién, como la extirpacion o disfunci¢n de una de
las glandulas, produce cambios en la funcidén de otras
muchas glandulas o en el resultado de accién de otras
hormonas sobre las cé¢lulas. Todas las c¢lulas sensibles
a las hormonas tienen mecanismos autorreguladores
incorporados que funcionan en ausencia de hormonas

espec! ficas.

El mas simple de los sistemas de control enddécrino es
en el que la hormena actua sobre las cé¢lulas especti ficas
provocando asi un cambio en la variable controlada del
1lfquido extracelular gque a su vez regula la secrecién de

hormona por la glandula (Fig.2).
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Figura 2.~ Sistema de control snddcrine.

Si bien, este tipo de retroaccién negativa funciona
como un circuito cerrado, su contexto particular puede
ser modificado por una accién endécrina o©o nerviosa
ejercida sobre la propia glandula o sobre las cé¢lulas
efectoras hormonalmente sensibles. Ejemplos de este tipo
son el caso de insulina-glucemia, glucagén-glucenmia,
aldostgrona—sodemia, etc. Un rasgo basico de este tipo
de sistema es la falta de control hipotaldmico o

hipofisiario directo.

En el control endocrino por liberacién de un precursor

hormonal un &rgano (higado) secreta al torrente
sanguineo un honrdgeno (angiotensinégeno) que es activado
la sangre por una enzima (renina) de otro érgano (rifién)
y convertido en una hormona trépica (angiotensina) que
estimula la produccién de aldosterona en 1la corteza
suprarrenal. Esta ultima hormona, al actuar sobre el
rifién, altera la excresi¢n de electrolites, lo que a su
vez provoca una disminucién en la produccién de la

enzima por el rifidn (Fig.3).

en
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HORMONOGENO
ENZIMA
HORMONA
GE
CELULA
Figura 3.- control enddcrino por liberacicn de un
precursar hormonal., OE-A. - organc enddcrine AL oE-8. -

drgano endderine 2.

En el siguiente orden de complejidad la actividad de
la glandula endécrina estd bajo el control del
hipotalamo. El control por retroaccién no se ejerce
sobre la glindula sino sobre la funcidén hipotalamica que
a su vez regula la funcién glandular. El efector de 1la
retroacci¢n parece ser uno o mas componentes del plasma

(Fig.4).
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Fig.4.-conirol por ordenacich jerdrquica

Hipotdtamo-gldndula endderina-célula ofectora .

En el maximo orden de complejidad 1la actividad del
érgano efector enddcrino final es regulada por 1la
hipsfisis anterior, la actividad de 1a cual es regulada

a su vez por el hipotadlamo. Se caracterizan por dos
rangos importantes : a) el efector del mecanismo de
retroaccién es el producto endécrino final y no alguna
sustancia producida como resultado de su acci®én sobre
las c¢lulas sensibles, b) el asiento del control por
retroaccién esta en el nivel hipotalamico ¥ no en 1la

glandula hipofisiaria (Fig.5).
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Fig.5.- control por ardenacidn jerarquica hipotdlamo

“hipdfisie= gldnduta endotrina-ceélula efectora.

Todos estos sistemas son cerrados, pero en cada caso
la actividad de 1los distintos componentes puede ser
alterada por seNales procedentes del exterior del
circuito cerrado que pueden modificar el equilibrio

final del sistema.

Esta fue una visidn vertical del sistema endédcrino,
pero centrando 1la atencién en una variable en
particular, como la glucosa en sangre, puede
contemplarse la organizacidn endécrina horizontalmente.
En este caso, la concentracion de la sustancia
controlada es bastante constante debido a un sistema de
retroaccién dual en el gue se producen una © mMAS
hormonas en respuesta a un aumento de la concentracién
de 1la sustancia controlada. Este aumento de las

concentraciones hormonales sirve para volver a la

11




normalidad la concentracion de la sustancia controlada,
y cuando la concentracién de ésta disminuye, se producen
una o mas hormonas que actuan en sentido contrario para
volver a aumentarla. Las hormonas influyen por regla
general la tasa de mis de una sustancia. Este mecanismo
protege al organismo de las consecuencias de la
hiperfuncién o fallo del control en uno de los sistemas,
ademids una sola hormona puede alterar la concentracién

de mis de un componente plasmatico (37).

HIPOFISIS

Es una pequeffa glandula de origen doble que forma un
apéndice basal medio del hipotilamo. Se sitia en la fosa
hipofisiaria, entre la lamina cuadrilitera de;
esfenoides por detras y el tubérculo pituitario por
delante. Esti recubierta de duramadre y queda cerrada
incompletamente por arriba por el diafragma de la silla
turca. Es una estructra redondeada de dimensiones
medias de : 14 mm transversalmente, 9 mm
anteroposteriormente y 6 mm verticalmente. Pesa mas de
medio gramo y 8e distinguen en ella las siguientes
partes : a) ldbulo anterior y b) 14bulo posterior; ambos
poseen una irrigaci®n arterial abundante y entre ambas
hay una peque®a zona relativamente avascular denominada
parte intermedia.

La hipsfisis anterior produce diferentes

hormonas (Fig.6):

12



a) Hormona del crecimiento.- estimula el crecimiento
animal modificando el metabolismo proteico Y la
proliferacion y deferenciacion celular,

b) La adrenocorticotropina o corticotropina .- regula 1la
secresion de algunas hormonas corticosuprarrenales, que
a su vez modulan el metabolismo de glucosa, proteinas vy
grasa.

c) Tirotropina .- controla la intensidad de la
secrecién de tiroxina por la tiroides, que a su vez
controla la intensidad de 1la mayor parte de las
reacciones quimicas de la economi a.

d) Prolactina .- estimula el desarrollo de 1la glandula
mamaria y la producci®n de leche.

e) Hormona estimulante de los foliculos

f) Hormona luteinizante

La hipéfisis posterior secreta dos hormonas :
a) Antidiurética o vasopresina .- regula la excrecidn
renal de agua.
b) Oxitocina .- favorece el transporte de leche desde
las glandulas mamarias hasta el pezdn durante la

succion.

Los cuerpos de las células que secretan estas
hormonas no estan localizadas en la glandula; wmas bien
son grandes neuronas de los nucleos supradptico y

paraventricular del hipotalamo. Las hormonas son

13



transportadas ala hipofisis posterior en el axoplasma
de las fibras nerviosas de las neuronas que pasan desde

el hipotalamo hasta la hipSfisis posterior (36).

HIPOTALAMO

Esta regidn es la prolongacién craneal del tegmento
del mesence¢falo. Casi toda la secresién de la hipéfisis
es controlada por sefales hormonales o nerviosas
provenientes del hipotdlamo. La secresién de la
hipsfisis anterior esta controlada por hormonas 1lamadas
factores hipotalamicos de 1liberacién y de inhibicién
secretados entro del propio hipotalamo y conducidos a la
hipsfisis anterior por los llamados vasos portales
hipotalamicohipofisiariog. En la hipéfisis anterior
estos factores actwuan sobre las células glandulares para
controlar su secresién. El hipotalame es un centro
colector de informacién relacionada con el bienestar del
organismo, y a su vez gran parte de esta informacién se
utiliza para controlar las secreciones de muchas

hormonas hipofisiarias de importancia global.

14



hipotalamohipofisiariés.y transportadas directamente a
los senos de la hipd®fisis anterior. La funcién de estas
sustancias es controlar la secrecid¢n de las hormonas de
la hipéfisis anterior, Cada tipo de hormona
adenohipéfisiaria tiene su correspondiente factor
hipotaliamico de liberacién y algunas tienen también el
correspondiente factor hipotalamico de inhibicién; 1los

factores hipotalamicos de importancia fisiolégica son :

a) Hormona de liberacidn de la hormona estimulante de la
tiroides .- induce 1la liberacién de 1la hormona que
estimula la tiroides (TRH).

b} Hormona de liberaci®n de la corticotropina (CRH).

c}) Hormona de liberacién de la hormona del crecimiento
.~ causa la liberacion de la hormona del crecimiento vy
hormona inhibidora de 1la hormona del crecimiento o
somatostatina.

d) Hormona liberadora de gonadotropinas.- causa la
liberacidén de la hormona luteinizante b de la
foliculoestimulante.

e} Hormona inhibidora de 1la prolactina.- inhibe la

secrecién de prolactina.
Adem4s de éstas hay otras que estimulan la secreciéon

de prolactina y diverscs factores inhibidores que

regulan algunas hormonas de la adenohipdfisis (32).

15
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PANCREAS

Es un érgano blando y lobulado que cruza la pared
abdominal posterior desde la zona del duodenc hasta la
zona del bazo (Fig.7). Tiene 12-15 cm de 1largo y se
situa en las regiones epigastrica e hipocondriaca
izquierda a nivel de 1la primera y segunda wertebra
lumbar. Pesa unos 90 g y se divide en cabeza, cuerpo y

cola.

Figura 7.- Estructuras situadas detras del estdfago.
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El * pancreas : comprende dos tipos principales de
tejidos': los acini que secretan jugos digestivos en el
dpcdeno_ Yy los islotes de Langerhans que secretan
insulina y glucag®n directamente hacia 1la sangre. El
pancreas humano tiene de uno a dos millones de islotes
de Langerhans, cada uno de aproximadamente 0.3 mm de
diametro de forma redonda u ovalada. Cada uno compuesto
por cordones irregulares de alrededor de 300c¢lulas
pequefios capilares hacia los que sus c¢lulas secretan
las hormonas que producen. Se distinguen tres tipos
principales de celulas : alfa, que producen glucagén,
son el 25% del +total y se tienden a situar en la
periferia; beta, que constituyen el 60% del total,
secretan insulina y se sitan centralmente y las delta
que secretan somatostatina y constituyen el 10% del
total (Fig.8). Ademas estan las llamadas cé¢lulas PP en
pequefias cantidades dentro de los islotes que secretan

el polipéptido pancreatico de funcién desconocida (36).

Figura B.- Anatomfa fisoldgica del pdncrecs.

INSULINA
Es una protelna constituida por 51 aminoacidos; esta

compuesta por dos cadenas de aminodcidos que se conectan

17



entre st por enlaces disulfurcs (Fig.9). Su peso
molecular es de 5808 en el caso de 1la especie humana
(32) y 5700 en el caso de la bovina. Esta hormona
polipeptidica es producida por las ce#lulas 2 de los
islotes de Langerhans del pancreas, quienes la segregan

directamente a la circulacién sanguinea (32).
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Figura.-siecuencia de la insulina humana. I ,
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La sintesis de la insulfﬁé se 1Hicié en el ndcleo de
la ec¢lula 2, en donde el gen que Vcodifica la molécula
precursora, la preproinsulina, la transcribe al 4cido
ribonucleico (RNA). El RNA mensajero se transporta al
citoplasma en donde da las instrucciones a los ribosomas
anclados en el reticulo endoplasmico rugoso (RER) para
que ensamblen aminoadcidos y formen la preproinsulina. La
prasecuencia se corta probablemente al entrar en el RER,
quedando la proinsulina que se compone de la secuencia
de aminoadcidos que formard la insulina unida por el

péptido C.

La proinsulina, probablemente unida a los receptores
Yy Proteasas, se transporta en pequefias vesiculas hasta
el polo cis del Aparato de Golgi y se desplaza al final
de la cisterna o saco de Golgi en donde se forman por
invaginaci®n, vesiculas que van hasta 1la siguiente
cisterna y se fusionan con ella. Cuando se alcanza el
punto mas alejado del Aparato de Golgi o trans, las
vesiculas recubiertas de clatrina den 1lugar a los
granulos de secresidén revestidos en donde las proteasas
comienzan a separar el péptido C de la molécula de
preinsulina para producir insulina. Este proceso va
acompaffado de la pérdida del revestimiento de clatrina;
el resultado es la formacién de granules desnudos que
contienen mayoritariamente insulina, que 3e libera a
traves de la membrana celular al torrente sangufneo

(33) (Fig.10).
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La idea de que 1la insulina se 1liga a receptores
espec! ficos situados en el interior o sobre sus c¢lulas
blanco, fué¢ propuesta ya hace tiempo, pero los
experimentos realizados por Cuatrecasas proporcionaron
nuevos datos a favor de que la unidn de la insulina
marcada es sobre la superficie exterior de la c#lula,
ademids de comprobarse que la insulina se une con gran
afinidad a receptores especificos de las células
musculares y adiposas, con dependencia del tiempo y
temperatura. Cuatrecasas y colaboradores consiguieron
extraer la proteina insulino-receptora de las co¢lulas
adiposas la cual posee un peso molecular de 300 000 vy

tiene alta afinidad por la insulina (34).

Despu¢s de una ingesta de alimento, la concentracidn
de glucosa sanguinea aumenta propiciando una secrecidén
ripida de insulina que determina la captaci¢n rapida,
almacenamiento y uso de la glucosa casi por todos los

tejidos del organismo (32).

La insulina en el metabolismo de carbohidratos
promueve la captacidén, depésito y uso de glucdgeno por
el higado inhibiendo la fosforilasa, incrementando la
actividad de 1la glucocinasa, fosfofructocinasa y
glucdgeno sintetasa, promueve también la conversién de
glucosa hepatica en acidos grasos que son depositados
como grasa en tejido adiposo, inhibe la glucogendlisis,

promueve el metabolismo de glucosa en el misculo

21



propidia el depssito de glucdgeno en el musculo y
‘facilita el transporte de glucosa al dinterior de las

células.

En el metabolismo de las grasas la insulina promueve
la sintesis y depssito de grasas aumentando la
utilizacién de glucosa y sintesis de 4acidos grasos,
inhibe la accidn de la lipasa hormonosensible en las
células adiposas y promueve la sintesis de triglicéridos

en adipocitos.

En el metabolismo de proteinas la insulina promueve
la sintesis y almacenamiento de protetnas inhibiendo su
catabolismo, aumentando la traducci¢n del RNA mensajero
en los ribosomas y facilitando el transporte activo de

aminoacidos al interior de la cé¢lula (32).
TESTICULOS

Los testicules producen esperma y las hormonas
egteroideas que regulan la vida sexual en el hombre,
Ambas funciones se encuentran bajo un complejo control
de retroal imentacién por el sistema
hipotalamico-hipofisiario. Durante la embriog¢nesis, las
»hormonas testiculares participan también en la formacidén
del fenotipo basico del hombre. Los testiculos constan
de dos componentes H un sistema de tabulos

espermatégenos para la produccion y transporte del

22



esperma y grupos de c¢lulas intersticiales o - de Leydig
que estan situadas entre los tubulos Y producen

testosterona.

Se requieren cinco enzimas para la conversién de
colesterol a testosterona : 20,22-desmolasa, complejo
3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa-64,5 isomerasa,
17a-hidroxilasa, 17,20-desmolasa y 177-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. La reaccion que limita la velocidad en
la sintesis de testosterona es la conversién del
colesteéol a pregnenolona por la 20,22-desmolasa; la
hormona luteinizante actua en esta etapa para regular la
velocidad de formaci¢n de testosterona(Fig.11). Se sabe
que 6 mg por dia se producen en un hombre adulto, pero
solamente 100 pg se excretan con la estructura
é4-3cetoesteroide intacta, esto nos da una idea del

extenso metabolismo de la testosterona en humanos (35).

La testosterona es transportada en el plasma unida a
proteinas, en espacial la albuimina ¥y a una proteina
especifica de transporte de la hormona esteroidea, la
globulina de unidén de la testosterona. En el plasma 1las
fracciones unidas y libres estin en equilibrio dinamico.
La testosterona sirve como precursor circulante del
estradiol y la dihidrotestosterona que intervienen en
muchos procesos fisiolégicos relacionados con la accidn
de los andrédgenos. Los andrdgenos circulantes pueden

convertirse a estrégenos en los tejidos periféricos



siendo el tejido adiposo el mis importante.

H¢” Colesterol

120,22 Desmolasa

Pregnenolona
33-0H Deshidrogenasa Suprarrenal
esteroidea testiculos
Progesterona

17-Hidroxilasa
17-0H~-Progesterona
17, 20-Desmolasa
Androstendiona

173-0H-Deshidrogenasa

lesteroidea
h
on
Testiculos
(4
TESTOSTERONA
Sa-Reductasa Aromgtasa
ol
Tejidos
periféricos
o? o
Dihidrotestosterona K Estradiol

Figura 11.- Formacidn de andrdgencs
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La testosterona del plasma y sus metapbiltqél'acfivds
son convertidos a metabolitos inactivos enjélf higado y
se excretan en gran parte en 'vla';‘oripa como
17-cetoesteroides urinarios y el resto sé " excreta como

una serie de compuestos polares.

La secreci®n de testosterona es regulada por la
hormona 1luteinizante de 1la hipéfisis. La hormona
estimulante del foliculo también puede aumentar la
secrecién de testosterona, tal vez regulando la cantidad
de los receptores de LH sobre la membrana plasmatica de
la célula de Leydig. La testosterona ejerce
retroalimentacién sobre la hipdfisis para alterar la
sensibilidad de la glandula hacia el factor hipotalamico
liberador de 1la hormona liberadora de 1la hormona
luteinizante. La misma testosterona es el principal

regulador de la secresién de gonadotropinas (Fig.12).

Hipotélamo C$repro
LHR . ¢ !
jpult T ’
Hipéfisis ‘\\, $
FSH LH T Inhibina
Células de Leydig
RSN, J
Conductos—==-=--~ > Espermatozoides
Figura 12.- Regulacidn de la Lestomterona.
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Las prlncipgigé anEiones de los andrégenos son la

regqulacion. ‘1a" secrecién ‘de ' gonadotropinas, la

1nicia¢1¢h‘ y-‘ﬁaﬁtehihiento de la espermatogénesis,

'fotmédiéﬁ"_délvfffenotlpo masculino durante la
diferenciacién sexual y la induccisn de la maduracién y

" funcidn sexuales una vez que Se establece la pubertad.

La testosterona penetra a la c¢lula por difusién
'pasiva Yy en el interior puede convertirse en
dihidrotestosterona por accién de la enzima
Sa-reductasa; ah! cualquiera de los dos se unen en el
citosol a la proteina receptora de andrdgenos. El
complejo hormona-receptor es transportado hacia el
nicleo en donde se une a sitios cromosémicos
especi ficos; como resultado se adapta un nuevo mensajero
RNA y aparece una proteina nueva dentro del citoplasma

celular.

La FSH y testosterona son esenciales para la
espermatog¥nesis. El principal sitio de accién de la FSH
es el componente de las células de Sertoli de los
conductos semint feros. El conducto es también un blanco
para la testosterona y contiene receptores especificos
para los andrégenos. La cé¢lula de Sertoli depende de la
testosterona que se difunde desde las c¢lulas de Leydig
adyacentes. Los conductos seminiferos producen también

la hormona inhibina que regula la secresién de FSH por
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'retroalimentacibn - sobre i f.v‘el-': . sistema
"hipotalamico-hipofisiario para reéulai sus propios
niveles de produccién. La testosterona es secretada

hacia el plasma de manera pulsatil cada 20-30 minutos.

En el embrién del sexo masculino la produccién de
testosterona por los testiculos comienza en la séptima
semana de gestacién. Poco después, la testosterona del
plasma alcanza un valor elevado que se mantiene hasta la
fase tardia de gestacion y empieza a descender de manera
que al momento del nacimiento la testosterona del plasma
es ligeramente mas elevada en el hombre que en la mujer.
Poco despué¢s del nacimiento, la testosterona vuelve a
elevarse y permanece elevada por unos tres meses,
cayendo a niveles bajos mis o0 menos al affo de edad.
Entonces la concentracion permanece baja hasta la
pubertad alcanzaﬁdo los niveles de un adulto a los 17

afos de edad.

En el adulto, el nivel medio del plasma permanece mas
o menos constante hasta la edad media y despué¢s declina
lentamente durante los ultimos decenios de la vida. Se
desconoce el papel de la elevacidn posnatal en la
formacion de la testosterona durante el primer afio de

vida (35).
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POLIAMINAS

Las poliaminas son una serie de pequefias moléculas de
cadena lineal de naturaleza no proteica, de bajo peso
molecular y se encuentran distribuidas ampliamente en
los sistemas vivientes, 1o que quizd constituye un
indicativo de que su presenc%a es esencial para la
realizacién de 1los procesos basicos de 1la funcién

celular.

La presencia de poliaminas en materiales biolégicos se
report® hace mas de 300 aMNos. Se ha demostrado que en
los mami feros los niveles tisulares de estas moléculas
son mayores en drganos con sintesis activa del 4acido
ribonucleico (RNA) (38), tal es el caso de 1la médula
4sea, la préstata y el pancreas. En este Ultimo se han
destacado altas concentraciones de espermina
particularmente en las c¢lulas productoras de insulina

(30, 40).

Las concentraciones de poliaminas se incrementan de
manera marcada en @l higado de rata en regeneracién y se
obseva unincremento en las enzimas involucradas en su

biosintesis (41, 42).

Los procariotes tienen generalmente mig altas
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concentraciones de putrescina que de espermidina y
carecen de espermina. Los eucariotes tienen bajas
concentraciones de putrescina ademds de contener

espermina y espermidina.

La putrescina es el precursor de la sintesis de 1la
espermina y espermidina; en las ce¢lulas animales, esta
diamina se obtiene de la ornitina, sin embargo, en las
células vegetales superiores, bacterias y algunos hongos
la putrescina puede obtenerse a partir de agmantina
(43), que a su vez es producida por la descarboxilacion

de arginina.

En los mam{ feros, la biosintesis de poliaminas se
lleva a cabo a partir de la ornitina que proviene del
plasma, aunque puede formarse dentro de las c¢lulas por
accién de la arginasa. Es posible que esta enzima se
encuentre en tejidos extrahepixticos para facilitar 1la
disponibilidad de ornitina para 1la biosintesis de
poliaminas. Por esta razén se ha pensado que la arginasa
puede ser una de las enzimas que regulan 1la etapa

inicial de la biosintesis de poliaminas.

La ruta que conduce a la formaci®n de putrescina es a
través de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC), que

depende para su actividad del fosfato de piridoxal.
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Para convertir la putrescina en espermidina, debe
adicionarse un grupo propilamina, el cual se deriva de
la metionina,‘ que primero es convertida en
S-adenosilmetionina y 1luego descarboxilada por la
S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMD):; el producto
de la descarboxilacién, la S-adenosilhomocisteamina, es
utilizado como donador de grupos propilamina para 1la

sintesis de espermina y espermidina (Fig.13)(34).

L-ORNITINA

—C02
L-ornitino
Descarboxilasa
PUTRESCINA
S-Adenogil metionina —e
descarboxilado Espermidina sintasa
5'-Metiladenosina —
ESPERMIDINA
S—-Adenosil metionina ——
descarboxilado Espermina sintasa
5'-Metiladenosina -—
ESPERMINA

Figura 13.- nics(ntesis de poliominas.
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La SAMD de los mam! feros es activada por'putrescina e
inhibida por espermidina, esta enzima depende del
piruvato como cofactor y esta presente en los tejidos en
muy altas concentraciones. Se ha observado que la
actividad de 1la espermidina sintetasa se eleva en
respuesta a hormonas, regeneracién tisular y factores de

crecimiento celular.

Se ha demostrado que las reacciones catalizadas por
la espermina y espermidina sintetasas son irreversibles,
¥y que la conversién de espermina en espermidina y de
ésta en putrescina ocurre in vive, Esta interconversién
tiene lugar por accién de las enzimas :

espermidina-N-acetiltransferasa y poliamina oxidasa.

Por otra parte, la putrescina puede ser oxidada por
la diamina oxidasa produciendo y-aminobutiraldehido en
lugar de convertirse en espermidina; este aldehido puede
oxidarse otra vez a y-aminobutirato {GABA} o dar origen a
compuestos ciclicos. la putrescina puede tambié¢n ser
acetilada por una enzima microsomal b'a la
monoacetilputrescina ser oxidada por una monoamina

oxidasa para producir GABA (34).
En muchos sistemas celulares, las poliaminas son

necesarias para el crecimiento optimo; en la mayoria de

las c#lulas, esta necesidad es absoluta :
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-1‘) Poliaminas como factores de crecimiento en
microorganismos y en cé¢lulas de mami feros.
2) BEstabilizacién de membranas celulares.
3) Estabilizacién de particulas subcelulares.
4) Asociacién con Acidos nucleicos :
a.~ Estabilizacidén del DNA contra la desnaturalizacidn
del DNA.
b.- Asociacién con tRNA.
c.- Estabilizacion de la forma superenrollada del DNA.
d.-~ Empacamiento del DNA en bacteridfagos.
e.~ Estimulacidén de la sintesis de DNA.
f.- Estimulacidn de la sintesis de RNA.
g.~ Modificacién de la actividad de ribonucleasas.

h.- Estabilizaci®¢n del RNA recié¢n sintetizado.

" 5) Efectos sobre la sintesis de proteinas :

a,- Fijacidn de moléculas de tRNA a ribosomas.

b.- Estimulacién de metilacidn del tRNA.

c.- Reemplazamiento de Mg++ en la reaccién de
aminoacil tRNA sintetasa.

d.- Asociacion con ribosomas.

e.~ Fidelidad de la traduccién.

f.~ Iniciacién de la traduccidn.

g.- Estimulacién de la nucleotidiltransferasa del tRNA.

6) Efectos sobre varias reacciones metabolicas :
a.- Estimulacién de nucledtido cinasas.

b.~- Mocdificacién de las actividades de las protelnas
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cinagas. o )

c.- Incremento de 1la ADﬁ—xibbsilaéibnvvde proteinas
nucleares. ‘ ‘ .

d.- Activacién de la fosforilasa b.

e.- Estimulaciton de lipdlisis.

f.- Activacién de colina cinasa.

g.- Incremento en 1la utilizacién de f£fructosa en
espermatozoides (epididimo).

h.~ Inhibicién de ATPasa.

i.- Modificacién de 1la actividad de acetil colina
esterasa.

j.- Inhibicién de la agregacién de plaquetas.

k.- Estimulacién del metabolismo del estradiol en

microsomas de hi{gado.

La incubacién de adipocitos de rata con insulina,
espermidina o espermina; estimula la conversién de
glucosa a didxido de carbono e inhibe la 1lipdlisis
estos efectos han sido observados cuando las
concentraciones de las poliaminas varian entre 1-50uM
(40). Cuando se utilizan concentraciones elevadas de
espermidina y espermina, el aumento de la oxidagion de
la glucosa y la supresién de la lipsdlisis son identicos
a los efectos producidos por insulina.lLa inhibicién de
la lip&lisis por poliaminas se debe a supresiones en los
niveles de AMPc ya que 1la 1lipslisis inducida con
epinefrina o teofilina se inhibe por las poliaminas, sin

embargo, cuando se administra dibutiril AMPc esta accidén
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no se produce (44).

Las poliaminas intervienen en varios procesos
biolégicos a nivel membrana. El grupo de Elgavish
demostrd que estas moléculas estimulan el transporte de
D-glucosa en c¢lulas ciliadas renales. Dicho transporte
puede deberse a la inhibicidén de 1la wvia Na+/H+ por
espermina, estimulando asi el mecanismo ‘"simport" de
D-~glucosa y Na+. En presencia de Mg++, la espermina
permite tener un 10% de }la actividad de la Mg-ATPasa que
se debe a la habilidad de esta poliamina por reemplazar
el Mg++ en la sintesis de ATP. El Mg++ reduce la carga
negativa de ATP formando Mg-ATP que despué¢s se combina
con la ATPasa. Las poliaminas tienen un efecto similar

al combinarse con el ATP (1).

Recientemente se ha demostrado que algunas enzimas de
la via glucolitica como hexocinasa, fosfofructocinasa vy
piruvato cinasa del sitioc de implantacién de la rata son

activadas significativamente por espermina (46,47).

Las poliaminas en tiroides estdn asociadas con el
crecimiento neoplastico y la formacién de bocilo. La
biosintesis de poliaminas en tiroides se regula por la
tirotrofina de la pituitaria (TSH). El1 suplemento de
ornitina en tiroides se relaciona con los niveles

circulantes de TSH. La espermina tiroidea es muy
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sensible a los cambios de TSH circulante (12).
POLIAMINAS Y PANCREAS

Las poliaminas son cationes alifaticos ubicuos
relacionados con la diferenciacién celular, sintesis
macromolecular y crecimiento en numerosos sistemas
celulares. En 1986, Hougaard et al (24) encontraron que
las poliaminas son grandemente limitadas por la
produccién de insulina de las c#lulas {3 y que la glucosa
estimulsd la biosintesis de poliaminas; contrario a2 esto,
Thams et al (24) sugirieron un papel inhibitorioc de las
poliaminas por la secresién de insulina. Se propuso que
las poliaminas inhiben la proteina kinasa C y que este
papel inhibitorio puede contraatacarse con un estimulo

inducido de 1a movilizacién de Ca++.

Las poliaminas estdn involucradas en el contenido de
insulina del RNAm, biostintesis de insulina y proteinas y

liberacién de insulina sensible a la glucosa.

Se ha sugerido que la espermina ejerce una accién
inhibitoria en la actividad de ornitina descarboxilasa.
La espermidina y putrescina son regulantes a algun nivel
de transporte gque no controla espec! ficamente la
biosintesis de insulina. Se ha informado que las
poliaminas afectan el transporte regulando 1la wunidn

ribosomal e interactuando con RNA.
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Los posibles niveles de la regulacién de espermina
del contenido de insulina el RNAm son : interacciones
con DNA y factores de transcripcié¢n, activacién de RNA
polimerasa, regulacien de 1la estabilidad del RNA y
modulacién de la actividad de la enzima dependiente de

poliaminag casein kinasa II.

Hougaard et al (24) sugieren gque estas sustancias
pueden ejercer un papel en la liberacidn de insulina
estimulada por la glucosa funcionando como mensajeros
intracelulares, Las poliaminas pueden ser necesarias
para la liberacién de insulina estimulada por la glucosa

actuando como sustratos de las transglutaminasas.

La putrescina y espermidina parecen ser necesarias
para la biosintesis de insulina y proteina, puesto que
el agotamiento de la uUltima disminuye los contenidos de
RNAm, biosintesis de insulina, contenido de insulina en
log islotes, liberacién de insulina glucosa-sensitiva y
§ﬁtesis de DNA. Las poliaminas actuan como factores de
estimulacion o permisivos en diferentes sitios de la

produccién de insulina in vite (24).

Comparado con todo el pancreas, los islotes contienen
una gran concentracién de espermina relativa a
espermidina. Se localizaron poliaminas en las c#lulas
productoras de insulina ¥ se encontrd que la biosintesis

de poliaminas in vitre es estimulada por la glucosa, que
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también estimula la replicacién de oflulas en los
islotes. La glucosa estimula la biosintesis de
poliaminas a partir de ornitina y putrescina. Es posible
que la glucosa afecte la ornitina descarboxilasa y las
enzimas biosintéticas de poliaminas. Muchas poliaminas
estidn restringidas al citoplasma de las células
productoras de insulina en donde se encuentran en
granulos secretores. E1 papel de las poliaminas en las
transglutaminasas es mediar la liberacién de insulina o

como mensajeros intercelulares (30).

Las concentraciones tisulares de poliaminas en
pancreas de rata se ha reportado con la concentracién de

egspermilina que es de 8.62 moles/gr de peso humedo.

POLIAMINAS Y HORMONAS

En ratones machos y hembras, la testosterona induce
la hipertrofia celular y un incremento en la actividad
de algunas enzimas especi ficas del rifién. Estos efectos
son mediados via un receptor de andrégenos, cuando la
testosterona se liga a ¢1, el complejo receptor es
transportado al nucleo donde hay un incremento en la
actividad de RNA polimerasa y un incremento en la
sintesis de proteinas especificas. Se sabe que 1lo0s
andrdgenos estimulan un incremento grande y rapido en la
actividad de ornitina descarboxilasa en el riftén de

ratén.
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La actividad de estu enzima se correlaciona con. la
actividad de andrédgenos endégenos, incrementindose en la
pubertad de los machos y bajando con la castracién. - La
respuesta es especl fica para la testosterona y otros
compuestos androgénicos, requiriendo un receptor de
andre¢geno funcional. Esta enzima no se estimula con
estrégenos o cortisolen el rifién de ratén, pero si 1lo

hace en el de rata (52).

Se han reportado cambios biogquimicos en el utero
despu¢s de pocas horas de tratamiento con estradiol-177
antes de detectar los primeros cambics en el RNA y
contenido de proteina. El estradiol-17a incrementa 1la
actividad de ODC pero hay que administrarla en
cantidades mayores (10 veces). Existe una combinacién de
especificidad orginica Y quimica provocando un
incremento en la actividad de ODC. La actividad de SAMD
aumenta en la préstata ventral de ratas castradas por

efecto de la testosterona (51).

Una sola inyecci®n intraperitoneal de estradiol-1773
de 0.5ug estimula durante cuatro horas un pico en la
actividad de ODC que baja a sus niveles intermedios
antes de regresar a los niveles de control a las

20hrs. postinyeccién en ratas de 20-24 dias. Con una
inyeccién de 0.5u4g de estriol, la actividad de la ODC se
elava a las cuatro horas y regresa a los niveles de
control a las 14 hrs. postinyeccion. Los patrones de

SAMDC son similares a los de ODC pero de menor magnitud.
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Se ha sugerido que la inyeccién continua de
estradiol-173, estriol o ambas, producen respuestas de
crecimiento uterino equivalentes cuando s8e miden a
intervalos diarios. La actividad de ODC y SAMDC con una
sola inyeccién y el patrén de la ODC en experimentos
con inyecciones miltiples son diferentes cuando se
comparan como resultado de un tratamiento de
estradiol-1773 y ése con estricl, la diferencia en el
tiempo del pico no se debe a la dosis ni tampoco a
simples diferencias figicas en los estrodgenos; estas
diferencias parecen deberse a alguna compleja
interaccidn -entre estos dos estrdégenos. Se sugiere que
el estriol modula la estimulacién uterina del

estradiol-1772 (50).

ARGINASA

La arginasa ( L-arginina amidinohidrolasa
E.C.3.5.3.1.) fue descubierta por Kossel y Dankin;
cataliza la reaccién de hidrélisis de L-arginina a
L~ornitina y urea como se ilustra en la siguiente

reaccién :

L-arginina + HQ -—=rec——m—eeu- > L-ornitina + urea
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La fuente mas abundante de arginasa es el higado de
animales wurotélicos (maniferos y batracios) Y en
cantidades mucho menores en rifidn, testiculo,bazo, etc.
También se encuentra en las mamas en el periodo de
lactancia. Est4 ausente en el higado de animales
uricité¢licos. Se encuentra en granos en germinacién,
levaduras,algunos mohos y bacterias. En los animales se
encuentra en la fraccién soluble del citoplasma,
mitocondrias, lisosomas, aparato de Golgi y tal wvez en
el nicleo (1). La actividad de arginasa se ha encontrado
también en cerebro y préstata; ademds, esta actividad
estd influenciada por la ingesta de comida, factores

ambientales y envejecimiento (28).
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Figura 14.- ciclo do la urea.

Su peso molecular es de 138000, es estabilizada por
manganeso, cobalto y niquel; es 1inhibida por cinc,
lisina, ornitina y serina. Su pH ¢ptimo es de 9.8-10 en
presencia de cobalto y manganeso, y en presencia de
ambos es de B.5-9. En el higado, el manganeso es el

activador natural de la arginasa:

Pro-arginasa + Mp -——--r—eew- > Arginasa

Se ha reportado una disminucién en la actividad de
arginasa hepatica en ratas deficientes de cinc
(19).Colman et al (18) mostraron al cinc no como parte
esencial de la enzima, sino como un modificador

alostérico inhibitorio (18).
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Los derivados guanidinicos monosustituidos no pueden ser

sustratos de la arginasa si no cumplen con :

a) tener un grupo guanidinico, un radical NH 1libre y un
carboxilo asociado con un grupo NH o OH en alfa.

b) que haya cierta separacién entre el vprimeroc y el

segundo.

La arginasa se combina con el resto guanidinico de
una parte y otra y la orientacién de su grupo activo
descansa sobre una atraccidén gque parece hacer el
manganeso sobre el grupo carboxilo, amino © hidroxilo
del sustrato. E1 metal se comporta como agente
coordinador entre enzima y sustrato por intermedio de
sus ultimos grupos. La arginasa actua sobre la
canavanina y de forma moderada sobre 1la. cupleina y
monohenzoil-arginina. No ataca a 1la benzoilarginina,
4&cido guanidinacético {glicociamina}, creatina ni

creatinina (1).

La arginasa tiene una aplicacién clinica como medio
de diagnostico en las enfermedades hepaticas. Juntc con
la ornitincarbamiltransferasa son los datos enzimidticos
de mayor hepatoespecificidad que se conocen. La
formacitén de urea sge verifica exclusivamente en el
higado y la produccisn de &sta a expensas del amoniaco
depende de la presencia en el tejido de ornitina,

citrulina y arginina (Fig.14)(1).
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-La dgf?éigncia de arginasa se caracteriza por un
deteriord;méntal Y- neurolégico severo despu¢s de haber
fénidd uﬁ'&esarrollo normal aparente los primeros afos
de'vida! Los glébulos rejos de nifios y adultos tienen un
alto contenido de arginasa. Las propiedades cindticas e
inmunoléglcas son identicas a las de 1la arginasa
hepatica. Los glébulos rojos fetales pueden usarse para
diagnosticar errores del metabolismo del innato. 1la
enzima en el tejido fetal es la misma postnatalmente vy

el rango de valores normales estd bien establecido (4).

Para la formacién de enzimas, generalmente un grupo
de enzimas aparece durante la vida fetal final, otro
inmediatamente después del nacimiento y otro durante la
fase tardfa de lactancia. La arginasa se acumula al
principio con el grupo de enzimas del final de 1la vida
fetal y muestra una segunda fase de aumento coincidiendo
con el grupo de fase lactante tardia. La tiroxina puede
ser el estimulo para la formacién prenatal, y 1los
glucocorticoides el estimulo para la fase lactante
tardia que coincide con el aumento de 1la funcidn
adrenocortical de la pituitaria. La arginasa aparece en
el higado de tejidos fetales de rata Y despu;s se
desarrolla a una alta concentracié¢n en el higado adulto
Y en pequeffas pero significativas concentraciones en el
intestino delgado, rifién y pancreas. También se han
encontrado a bajos niveles en tumores trasplantados

(11).
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Bajando el pH del &ptimo(9.5) a un valor mais
fisiologico (7.5), hay una transicién cinética de
hiperbdlica a sigmoidal. Los efectos cooperativos se
observaron en presencia y ausencia del producto
ornitina. Los dimeros de arginasa exhiben una cin¢tica
tipica de Michaelis-Menten aun en presencia de ornitina.
La inhibicién por ornitina es competitiva 04 la
cooperatividad positiva por el sustrato es aparente a
PH7.5. El comportamiento cin¢tico a este pH se relaciona
con el estado estructural de la enzima. 8i la enzima
estd disociada en dos dimeros, hay una transicién
cinética de sigmoidal a hiperb&lica. Laysen y Strecker
(10) sugirieron un segundo sitio de 1ligadura para
arginina y ciertos amino4dcidos, los cuales, cuando lo
ocupan; modifican el sitio catalf{tico que es dependiente
del pH. Bedino sugirid una regulacién alostérica de 1la
enzima por el producto de la arginasa hepatica del
bovino (26). La urea no produce inhibicién enzimatica

sobre la arginasa (10).

La actividad de arginasa se estimul® por elevadas
concentraciones de arginina y baj% con niveles elevados
de prolina en cé¢lulas cultivadas (14). La presencia de
arginasa y demids enzimas responsables de la sintesis ade
arginina no significa necesariamente gque est¢ operando

el ciclo de la urea(5,11}.

En infartos recientes, la arginasa hepatica estaba
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elevada al doble debido al factor hemolitico. La
arginasa asciende siempre que haya higado en éstasis sea
del tipo que fuere, el ascenso evoluciona
sincrénicamente de forma paralela al grado de
descompensacién derecha valorada poxr la hepatopatia
estasica. Esto tal vez es debido a la hipoxia
condicionada por la hipertensién venosa , siendo las
alteraciones de la membrana y no la necrosis el factor
directo de la liberacién de la enzima. En los casos de
insuficiencia cardiaca irreversible, la enzima se
normaliza o desciende por el agotamiento de sus reservas

en el higado (3).

La arginasa se libera al torrente sanguineo en
individuos con dafio hepatocelular, incluso hepatitis

viral o cirrosis hepatica (7).

La arginasa posiblemete esta involucrada en la
inhibicién del crecimiento celular por membranas
plasmaticas del hfgado. Se ha demostrado que el mayor
principio inhibitorio aqui es 1la arginasa. La amplia
distribucidn de arginasa en muchos tejidos sugiere que
égta puede poseer algunas funciones adicicnales aparte
de ser la enzima clave en el ciclo de 1la urea. La
arginasa de la membrana plasmitica es diferente a la del
citosol hepitico. La inhibicién de sintesis de DNA y 1la
proliferacién de células por el citosol hepatico ha sido

investigado y se ha identificado al principio
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inhibitorio ‘del citosol hepstico como. arginasa (22).

Otro Eaéel de la arginasa puede ser su participacién
en la sintesis de éspermidina que aumenta marcadamente
en el tejido lactante asi como las actividades de
ornitindescarboxilasa Y S-adenosil-L-metionina
descarboxllasa; En pregsencia de estas dos enzimas, 1la
ornitina puede convertirse en espermidina a través de
putfescina. Estudios recientes han demostrado que la
espermidina junto con la insulina y prolactina producen
un marcado incremento en 1la produccién de proteinas
lacteas. Estudios preliminares indican que la H-arginina
es convertida a H-espermidina y que 1la prolactina
estimula esta conversién aumentando la actividad de
arginasa. La insulina, glucocorticoides y prolactina
interact¢an para estimular un grupo de enzimas
involucradas en la biosintesis de espermidina durante el

desarrollo del epitelio mamario (6).

El Fuplemento de ornitina en la tiroides de rata para
la biosintesis de poliaminas est4d regulado por el nivel
de lisina y arginasa en tiroides. La arginasa tiroidea
sirve para proveer suficiente ornitina como sustrato

para la sintesis de putrescina(12).
ARGINASA Y GLANDULAS

La actividad de arginasa en 1la glandula mamaria
aumenta marcadamente durante la lactancia. Estudios

recientes sugieren que la enzima estd implicada en la
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formacién de prolina en combinaci®n con . la ornitina
aminotransferasa para la sintesis incrementada de

protetna lactea (6).

Las enzimas del ciclo de la urea se afectan por la
carencia de glucocorticosteroides durante el perxiodo
fetal tardio a excepcidén de 1a argininosuccinasa. El
glucag®n aumenta la actividad de arginsa en el wdltimo
dia de la gestacidén. No hay respuesta sinergistica de

las tres enzimas (8).

El glucag®n apoyado en un papel permigivo por
glucocorticoides es el unico inductor hormonal de las
cinco enzimas del ciclo de 1la urea. El1 AMP¢ trabaja
acelerando el rango de transporte e incrementando la
cantidad funcional de RNAm. En la rata, la
adrenalectomia baja la actividad de las cincoc enzimas,
la cortisona las restaura y a grandes dosis se
incrementan las actividades. El AMPc es el mediador de
la accién del glucag®n en la induccién de las enzimas
del ciclo de la urea. Solo los glucocorticoesteroides
interactuan con el glucagén como inductor del Ciclo de

la Urea (16,17).

La actividad de arginasa en el higado estid regulada
por los corticoides b'd factores dietéticos. La
adrenalectomia provoca la reduccion de la actividad de

arginasa hepatica pero no modifica el nivel de arginasa
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renal (21).

Las hormonas tiroideas y glucocorticosteroides son
capaces de estimular la actividad de arginasa después
del nacimiento. La actividad de arginasa en fetos

aumenta durante la gestacion prolongada (23).

En el periodo posnatal inmediato, la actividad de
arginasa se vuelve sensible a la hormona
glucocorticosteroide exégena. La elevacion de la
actividad enzimatica durante la senectud puede deberse
a la elevacidén simul tanea de los niveles de
corticosterona. La actividad en rata aumenta entre los 2
y 4 dias postparto en un periodo con bajos niveles de
corticosterona, esto puede deberse al bajo radio
insulina-glucagén y 1los altos niveles de AMPc en

hepatocitos de neonato (25).

La glandula mamaria lactante de la rata exhibe una
apreciable actividad de arginasa y tal vez sea la
segunda fuente mas rica de esta enzima en el cuerpoc. La
arginasa de la glandula mamaria tlene que ver con la
desaminacién de aminocacidos por dicha glindula y que el
incremento en la cantidad de arginasa durante la
lactancia tardia en la rata se debe al incremento en el
requerimiento de residuos deaminizados para la sintesis

da los constituyentes de la leche (27).



ARGINASA Y HORMONAS SEXUALES

Los estrogenos participan en la regulacién de
arginasa que se relaciona con el contenido total de
protelina uterina. Se ha reportado un aumento en la
actividad de arginasa con la aplicacién de estradiol,

observindose el mayor incremento en dosis de 2ug (2).

La castracidén y administracién de estrdgenos provocan
atritis tisular. La actividad de arginasa en prostata
ventral disminuye con la castracién y aumenta después de
la administracién de androgenos a animales castrados

(20).

En la préstata dorsolateral, la involucidn
estrogénica ocasion® un incremento en la actividad de
arginasa. La activigdad de arginasa se redujo
considerablemente en la préstata ventral después de 1la

castracidn y en la dorsolateral no cambid (20).

Los esteroides 17-OH aumentan 1la actividad de
arginasa hepatica, la cual disminuye en animales

adrenalectomizados (21).

Se ha sugerido gque la arginasa esta bajo el control
regulatorio de andrégenos. El papel del incremento de la
actividad de arginasa en ratones castrados es para

prevenir la sobreproduccién de pirimidinas. Se ha

™
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reportado una rapida proliferacién del reticulo
endoplasmitico en la prastata ventral después de 1la
administracién de testosterona y este puede estar
correlacionado con la elevacién de saltos de particulas
de arginasa. Se ha reportade una rapida elevacidén de
biosintesis de espermidina sequida de la administracién
de testosterona en ratas castradas y el incremento de
actividad de arginasa puede contribuir a esta
biosintesis. La arginasa en rifién y préstata ventral es

una enzima regulada por la testosterona (28).

Despu#¢s del nacimiento, la administracién de
estradiol causa un incremento en la carbamilfosfato
sintasa y actividad de arginasa a dosis altas, La
progesterona inhibe fuertemente o hasta revierte los
efectos estimulatorios del estradiol. Los
glucocorticosteroides influenc! an la actividad
enzimidtica y los perfiles de contenido de DNA mientras
la progesterona y testosterona modulan los perfiles
ejerciendo un efecto antagénico sobre los

glucocorticosteroides (29).
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OBJETIVOS

1) Estudiar la actividad de arginasa y «-amilasa del
pancreas de ratas orquiectomizadas a diferente tiempos,
ya que la accidén de algunas enzimas es dapendiente de las

hormonas sexuales.

2) Correlacionar estas actividades enzimiticas con otros

parametros bioquimicos.
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon siete grupos de cinco ratas
machos adultos de la cepa Sprague-Dowley con un peso de
350-400 g y nueve grupos de cinco ratas machos con 21
dias de nacidos de los cuales un grupo y tres grupos
fueron utilizados como controles respectivamente debido
a que las ratas se encontraban en etapa de
crecimiento. Los demds grupos se castraron Y
sacrificaron a diferentes tiempos :24 hrs., 48 hrs., 5§

dias, 20 dias, 30 dlas y 60 dlas.

El sacrificio de las ratas fue por desangrado para
poder obtener el suero. A las ratas adultas se les
administré 0.3 ml de Droperidol (tranquilizante) y 0.6
ml de Ketalar (anest¥sico); a las ratas puberes se les
administrd 0.3 ml de Droperidol y de 0.3-0.6 ml de
Ketalar segun el tama®o. Una vez anestesiadas se hacen
incisiones para abrirla por la mitad y poder encontrar
la arteria aorta abdominal (Fig.15); se extrae la sangre
con una jeringa de 5-10 ml y con una aguja de2lx32.
Despué¢s de desangradas, se extrae el pancreas (Fig.l16)y
se coloca en una solucidén salina al 0.9% a baja

temperatura. La sangre se deja reposar a temperatura

(3]
N



ambiente por Ilo"minufos’ y se centrifuga a 3000rpm
duirants ‘10 minutos, Se recupera el suero y se toman las
',alic'ﬁotas : para‘ hacer las diferentes determinaciones.
Los pancreas se limpian perfectamente para pesarlos ¥y
después homogenizarlos con 4 ml de solucién salina al
0.9% y se toman las alicuotas necesarias para todas las
determinaciones. Todas las determinaciones se hicieron

por duplicado.

Figura 15.- siatema circuletoric de la rata.
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Figura 16.- Anatom{a de la rate (lfheqa medie,

DETERMINACIONES EN SUERO SANGUINEO

1) Glucosa.- Se toma una alicuota de 20 ul de suero, se
le agreg® 2 ml de reactivo de glucosa mezclandose
perfectamente y se incub® por 10 minutos a 37°C en la
obscuridad y se midié la absorbancia final a 530 nm

después de calibrar el colorimetro y frente al blanco.
2) Trifacilglicéridos.- A 10 pl1 de suero se le agregd

1ml de reactivo para triacilglicéridos y despué¢s de 20

ninutos a temperatura ambiente se ley® la absorbancia a
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530 nm en un espectrofotdmetro previamente calibrado ¥y
frente a un blanco de reactivos.

3) a-Amilasa .- A una alicuota de 4041 se le agreg® 1ml
de reactivo para a-amilasa a 37°C y se incub® durante un
minuto y se tomé la lectura inicial, después se dejd
incubar otro minuto y se tomd la lectura final en un
espectrofotémetro previamente calibrado y frente a un

blanco de reactivos a una absorbancia de 405 nm.

4) Proteinas.- Una alicucta de suero se diluy® 1:10 y de
esta dilucion se tomaron 10ul para determinar proteinas

segun el método propuesto por Lowry (48).

5) Arginasa.- A una alicuota de suero se le hizo una
dilucidn 1:100 con amortiguador de Tris HC1 0.04M
conteniendo cloruro de manganeso 0.2 mM en NaCl 0,154 M.
De esta dilucién se tomaron 0.9ml y se activaron a 55° C
durante una hora, después se agrege O0.lml de una
solucion acuosa de arginina 0.4 M/glicina 0.15 M, se
incubd a 37°C por 15 minutos y se sumergi® en agua
hirviendo por 7 minutos. Transcurrido el tiempo, se tomd
una alicuota de 0.2ml para determinar la actividad de

arginasa cuantificande 1la urea (15).

DETERMINACIONES EN TEJIDO PANCREATICO

1) Peso Seco.- A 1041 de homogenizado se 1le agregaron
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990u1 de agua destilada y 2ml de mezcla crémica, se dejd
enfriar y se leyd la absorbanclia a 660 nm frente a un
blancae de reactivos en un colorimetro previamente

calibrado (49).

2) Proteinas.- A 100ul de homogenizado se 1le agregaron
0.5m)l de NaOH 1IN y se incubd a 379C por 30 minutos. Se
centrifugd por 10 minutos a 3000rpm v del sobrenadante
se hizo una dilucién 1:10 y se tomaron 100ul para la

determinacién segun Lowry (48).

3) Arginasa,- A 200yl de homogenizado se les adicionaron
0.5m1 de amortiguador de Tris HC1 0.04 ™M conteniendo
cloruro de manganeso 0.2 mM disuelto en solucién salina
0.154 M. Se activé por na hora a 55°C y se centrifugd a
3000rpm por 10 minutos. Una alicuota del sobrenadante se
diluyd 1:100 y se tomaron 0.9ml, a los que se les agrege®
0.1ml de una solucién acuosa de arginina 0.4M/glicina
0.15M y se incubd durante 15 minutos a 379C; pasado este
tiempo se sumergi¢ en agua hirviendo por 7 minutos.
Pasado este tiempo se tomd una alicuota de 0.2ml para
determinar la actividad de arginasa cuantificando 1la

urea {15).
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RESULTADOS

DETERMINACIONES EN SUERO

GLUCOSA
ADULTAS.~ Los niveles de glucosa no se modifican
considerablemente. Algunas desviaciones estandar son
altas, pero los valores promedio caen dentro del mismo
rango de concentracion (Fig.17)(Tabla 1).
PREPUBERES.-~ Los niveles de glucosa se elevaron un 35% a
los cinco dias; despué¢s se recuper¢, pero a los 60 dias

sufrid un incremento del 58% (Fig.17)(Tabla 2).

TRIACILGLICERIDOS

ADULTAS .- A las 24 horas se presenta un incremento del
84% y del 134% a las 48 horas.Despu¢s los valores
tienden a disminuir sin alcanzar 1los niveles basales,
aunque a los 60 dias el valor se eleva alcanzando un
141% con respecto al control (Fig.18)(Tabla 1).
PREPUBERES.~ El primer dia, el wvalor disminuye en un
44%; al segundo dia tiende a recuperarse, pero al
quinto dia vuelve a disminuir en un 52% , a los 20 ¥y 30
dtas el valor se mantiene, pero a los 60 dtas se eleva

en un 81% (Fig.18)(Tabla 2).

ACTIVIDAD DE o— AMILASA

ADULTAS .- La grafica muestra una disminucion del 27% a
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RATAS ADULTAS Giucosa {mg/dh)
204130

Control .

24 hrs 213.0407

48 hrs 108.3000

§ dlas 192,1875

20dias 201.9753

30 dias 1771429

60 dias 21.7877

Gluoosa (mg/dly
250
200
150
100
80

0
Control 24 hrs 48 hrs  Sdies 20 diss 30 dlias 80 dles

RATAS PREPUBERES Qlucosa (mg/dt)
Control Piberes  183.1081
24 hre 164.8421
48 hrs 184.088
Sdias 219459
Contro! 20dias 1938471
20 dias 2101225
Control 30 dias 1654118
30 dias 104.3808
Control adutas  204.138
40 dias 323.2844
T
Giucosa (mg/n)
0
X0
250
20
10
100
]
Efan 353 H ]
%8l EG R EQ sils

Figura 17. 7 de dn  de glucoss ®n  suero
aduliaa y prepdberse,
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RATAS ADULTAS Triglicéridos (mg/di}
Controt 23,8374
24 hrs 43.4931
48 hre 55314
Sdias 428480
20dlas 35.5538
0 dlas 38.5059
40 dias 57.0089
Triglicdridos (mg/di)

a0

50 s

40

30

29

10

] L
Controt 24hrs 48 hrs 5dias 20dlas 30 diss 60dfas

RATAS PREPUBERES
Control Puberes
4hre
48 hre
sdias
Control 20 dias
0 dies
Control 30 dias
3 dise
Cantrol adultas
40 dias

Trigticéridos {mg/dl)
82,5278

34.0878
50.1955
302300
05.2125
274408
38.0105
27.8052
26374
42.7751

Trighicéridos {mg/dh

co¥8888Y

ﬂ%ﬂmﬂmmmm

Comml
24 hrs
48 hrs

s dlas |

|
g_ﬂ.
8

20dias
80 alas

Figura 18.-~ordficam de

concentracidn  de

triglicéridos

odultams ¥ preplberes.
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RATAS ADULTAS - Am!lasa Suero (Wmp)

Control 0.0103
24 hrs 0.0115
48 hrs 0.0087
Sdias 0.0075
20 dias 0.0108
30 dias 0.0082
80 dias 0.01182

Amllasa Suero (U/mg)

" Control 24hrs 48 hrs Sdles 20 dlas 30dlas 80 dias

RATAS PREPUBERES - amilasa Suero (3/mg)

Control Paberes  0.0081
24 hrs 0.0108
48 hrs 0.00754
Sdias 0.0123
Controt 20 dias  0.0074
20 dias 0.0093
Control 30 dias  0.0095
30 dias 0.0088
Control adultas  0.0103
80 dias 0.0073
Amiiasa Susro (U/mg)
0.014
0.012
0.01
0.008
0.008
0.004
o.oog
2 FNCE] [
gs g g ',!, gogy % £
2N wEsRES S 3
Figura 19.- ordficas do aclivided de O-amilass o weere de  rates

adultas y prepiberes.
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los 5 dias; el valor se recupera y vuelve a bajar a' los

20 dias en un 20% tendiendo 2 la recuperacidn a los 60
'dias (Fig.19)(Tabla 1).

PREPUBERES.~ La grafica muestra un aumento del 33% en el

primer dia, al segundo dia el valor se normaliza paro al

quinto dia se vuelve a elevar en un 52%, después los

valoras tienden a estabilizarse(Fig. 19)(Tabla 2).

PROTEINAS
ADULTAS.~ No se presentaron cambios significatvos en las

concentraciones (Fig.20){Tabla 1).
PREPUBERES.~- Los valores se mantienen estables a
excepcién del quinto dia , donde el valor disminuye un

47% (Fig.20){Tabla 2).

ACTIVIDAD DE ARGINASA
ADULTAS.- Este valor mostré un aumento del 130% a las 24
horas, despue¢s se estabilizo, elevandose a los 60 dias
un 79% (Fig.21)(Tabla 1),
PREPUBERES.- El cambio mds notable ocurrid a los 5 dias

con una elevaci®n de un 234% (Fig.2l)(Tabla 2).
DETERMINACIONES EN TEJIDO PANCREATICO
PESQ GLANDULAR

ADULTAS.~- Todos los valores presentaron una ligera

disminucidn a excepcidén del grupo de las 4B8horas el cual
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RATAS ADULTAS Protefnas Suero {mg/100mi)
7.3

Control
2 hrs 6.3825
48 hrs 7.8375
Sdias 8.83
20 dlas 8.1825
30 dlas 8.0175
60 dias 5.85625
Protefnas Suero (mg/100ml)
10
]
‘8
4
2
[}

“Conlrol 24 hrs 48 hrs Sdias 20dias 30 dias 80 dfas

RATAS PREPUBERES Protefnas Suero (mg/100m)
Control Piberes 7.25
24 hrs 8.595
48 hrs 7.425
8dias 3.8275
Control 20 dias  8.275
20 dias 7.885
Control 30 dfas  8.225
30 dias 6.08
Control aduttas 7.3
S0 dlas 7.5425
Protelnas Suero (mg/100ml)
10
[
[}
4
2
0"
g2 £ g8 38 3644
-« ©» VP 5 © g g0 3O
pN - wguacss 28
8

Figura 20.- ordficas de concentracidn de

protelnce
ratas adultas y prepdberes. o
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RATAS ADULTAS
Cantrol
Uhre
48 hrs
S dias
20 dias
N dias
40 dins

444707
102488
45.7708
57.0984
60.2103
458023
70.8007

Arginasa Suaro (pmoles/img min)

Arginasa Suero (umoles/mg min)

120

-8523%

‘Contol 24hrs 48 hrs Sdlas 20diss 30dlas 8adles

RATAS PREPUBERES Argina
Control

Pubsres  44.4403

1

48 hrs

Gdias
Control 20 dias

10 dias
Control 30 dias

30 diss
Controf adultss

S0 dias

543419
49.7838
1482131
a0
38.5785
32,8388
43.068
44.4707
555724

18 Suero (pmoles/mg min)

Arginasa Suero (ymoles/mg min)

Figura

21.- ordficas de activided de

vy prepiberes.
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RATAS ADULTAS Paso PAncreas (g}
Control 23791

1.2638

2.3987

1.5942

1.8242

21175

1.8805

Poso Péncreas (g)

ol L
Comrol 24hrs 48hrs Sdiss 20dlas 30dias 60dlas

RATAS PREPUBERES Paso Pincreas {g)
Control Piberes  0.4307
24hre 0.5200
4 hrs 0.758
Gdias 0.3689
Control 41 dlas 08917
20 dias 1.399
Controt 81 dias 09951
J0dias 24044
Control aduitas  2.38%1
0 dias 1.4856
Peso Pincress (g)
2.5 p=
2 7‘
1.5
1
0.5
°sPE E g5 45 B5HE
- w
Eg 3 e 538® BY5E g °
go v mgsﬁgssugs
o o
Flgura 22.- ordfican comparativas  det peao glendular  ep

v preplberes
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presenta un valor igual al del control (Fig 22)(Tabla l)

PREPUBERES.- En, los primerosvdlas ‘el peso

normal,
haqta un’ 142 a los 03

en un 63% de su valo

PESO SECO
ADULTAS.~- Todos.

pres ntan “una ligera

los grupos

disminucidn, a excepcicn del grupo de ias 24horas que
baj4é en un 45% de su valor control (Fxg.ZB)(Tabla 1).

PREPUBERES.- Se observd una ,pé:dida de peso a las
24horas y S5 dias (33% y 29% respectivamente), desputs se
estabiliza para elevarse un 364% a 1los 30 dfas para
disminuir en un 45% del nivel control a los 60

ditas(Fig.23)(Tabla 2).

ACTIVIDAD DE «-AMILASA

ADULTAS.- Hay una ligera perdida de actividad a las
24horas (24%) que se recupera y vuelve a disminuir a los
20 dias un 54% para despuss tender a la recuperacitn
(Fig.24)(Tabla 1}).

PREPUBERES.~ Todos los valores se muestran sin cambios a
excepcidn de una disminucion del 49% a 1los 5 dias

(Fig24)(Tabla 2).

PROTEINAS
ADULTAS,~- No hay cambios significativos (Fig.25}(Tabla

1}.
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RATAS ADULTAS Peso Seco (mg/mg)

Control 55376
24 hrs 3.0855
48 hrs 4,10208
S dias 42332
20 dias 5.5088
30 dlas 4.507¢
¢0 dias 4.7056
Peso Seco (mg/mg)

O 4N GWGL2PO

" Control 24hrs 48hrs Sdlas 20dfas 30dlas 60dlas

RATAS PREPUBERES Peso 8eco {mg/mp)
Control Piiberes  7.3163
24 hrs 4.0483
48 hrs 8,8005
S dias 5.2002
Control 20 dias  4.8935
/ 20dlas 4.3518
Control 30 dias  3.367

30 dias 15.6316
Control adultas  5.5378
40 dias 3.1082

Peso Seco (mg/mg)

18
14
12
10
8
8
4
ou
g g 8 828 & 8
§§ 2 f"lgéﬁgé.&?%z

Figur - {
gura 23.- ordficas de pesc weco en ratas adultos y prepdberen.
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RATAS ADULTAS o¢~ Amliasa Pincreas {U/mg)

Control 11,855
24 hrs 8.0048
48 hre 10,8917
Sdias 13.0655
20 dias 5.4705
30 dias 10.6656
S0 dias 0.7756

Amilasa Péncreas (U/mg)

12
10

enso

"Control 24 hrs 48hrs Sdlas 20diss 30 dlas €0 dlas

RATAS PREPUBERES ot = Amilasa Péncreas (U/mg)
Control Piberes  10.6237

24 hrs 8.9185

40 hra 8.8008

Sdias 53718
Control 20 dlas  10.4883
20 dias 10,4775
Control 30 dias  13.0008

30 dias £.0004

Controf aduitas 11,855

&0 dias 02118

Amllasa Péncreas (U/mg)

oNaa®

24hrs
48hrs

il

.
Figura 24.- ardficas de  octividad de  a-amilasa pancrefiica  en
adultas y prepdheres,
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RATAS ADULTAS Protefnas PAncreas {mg/mg)
Cenirol 0.3253
b 0.3207
48 hrs 0.3121
Gdlas Q.4059
20 dlas 0.3037
30 diss 0.3821
80 dias 0.3558
Protefnas Péncreas (mg/mg)
05
o4
03
02
Q.

'L,
Control 24hrs 48hrs

Sdias 20 dles 30 dlas 80dlas

RATAS PREPUBERES Prote(nas Pancreas {mp/mg)
. Control Paberes  1.0888
24 hrs 0.7058
48 hre 1.2152
8 dias 0.3518
Control 20 dlas  0.7448
20dias 0.5047
Control 20 dlas  0.4101
0 dias 0.8688
Control adultas  0.3253
60 dias 03174
Protelnas Pancreas (mg/mg)
14
12
1
[.X] "
08
04
0.2
[ -
- h-d
2% ¥ SESREIagNs
o s}
Figura 25.- ardficas de  concentracidn de  protefna

adullas y prepdboerea.




PREPUBERES.- A las 24 horas hay una ligera ‘disminucion .
de un 27%, el valor se recupera y se eleva a,loS'30kdlas
en un 112% con respectc a su control 'y se vﬁélve' a

recuperar a los 60 dias (Fig.25)(Tabla 2).

ACTIVIDAD DE ARGINASA . Gt B
ADULTAS. - Hay una elevacion del 55% a las 24 horas; este
valor se recupera Y se eleva a los 20 dlas en un- 156%
para después normalizarse{Fig.26)(Tabla 1).v

PREPUBERES.~ El valor disminuye eﬁ un 35% a 1las 24
horas, se normaliza y a los 5 dlas se eleva un 28%,

despuss los valores tienden a estabilizarse y se ealevan

un 49% a los 60 dias (Fig.26)(Tabla 2).

Todos los porcentajes estin calculados con respecto a
su control respectivo: para las adultas s®lo existe un
control, para las prepuberes de 1, 2 y 5 dias se utilizd
el control de ratas de 21 dtas, para las prepuberes de
20 dias se utilizd el control de ratas de 41 dias de
nacidas, para las prepuberes de 30 dias de castracion se
utiliz® el control de ratas de 51 di as de nacidas y para
las prepuberes de 60 dias de castracidn se utilizé el
control de.ratas adultas. Esta variedad de controles se
utilizd debido a que las ratas castradas en la etapa
prepuber se encontraban en la fase de crecimiento

activo.
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RATAS ADULTAS Arginasa Phncreas (pmoles/mg min)

Control 158,6463
24 hrs 2486015
48 hrs 183.3378
Sdias 108.0717
20dlas 408.8335
30 dlas 177.0872
60 dias 194,058

Armginasa Pincreas (ymoles/mg min)

$00
400
300
200
100

" Conlrol 24hes 4Bhrs Sdiss 20 dlas 30 dias 80 dias

RATAS F Pé L min)
Control Piberes  380.4237
24hrs 2483134
48 hrs 341.2504
8 dias 484.9844
Control 20 dias  163.0722
20dlas 140.0474
Control 30dlas  167.4513
30 dias 183.3425
Control Adultas  158.8403
60 dlss 235.7837
Arginasa Pancreas (pmoles/img min)
500
400
300
200
too
o
E L gR 83 5633
E ] o g Sxg9 § o
- wgsREgsR 3
< (5]
Figura 26.- ordfican de actividad de arginasa

adultes y prepliberes,
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[ Okcosa T g 100mi) ' suero min| Amalasa

Control Pubsres | 73.62 27477 63,1081 ¢ 52.0684 525276 £ 10.3510 7.2500 ¢ 1.20354 ' 444405 ¢ B 0394 0.008t £ 0 00096
24 hrs 646¢2 8% 654.8421 ¢ 236620 349678 ¢+ 7.6266 6.5950 £ 0.26407 : S63419 2 7.8631 00108 £ 0.0031
43 s | 99.0£6.1644 | 164.0860 £ 11.5460 56.1955 + 17.0300 742502072133 ] 4376384 63437 0.00754 ¢ 0.0012

& dies (#1152 \3@7_5 4500 ¢ 120075 302300+ 5737 82752053877 ] 1482131 2 30.1968 001731 0.0056

| Control41 diae (15342127348 1936471 £ 10.8057 E5 21252 129267 2750 ¢ 1.14342 ] 431702 80172 0.0074 2 0.001

20 diss 21502244233 2101225+ 255546 | 27.4496 2 36343 8450 067172 ‘ 385765233304 0.0093 £ 0.001

Control §tdies {151.02 11.5434] 165.4118 £ 185251 38.9105 £ 93367 | 2250 ¢ 0.3354 i 2 6368 ¢ 44504 0.0085 £ 0.001

30 dias | 2235296177 | 164.3808 £ 148551 27.9352 = 26491 $.0800 £ 1 2608 439680 ¢ 6.5623 00088 £ 0.001!
Control Adultas |386.7 1 10.2963| 204136 $ 23362 Z36374 2 5 4394 73000 £ 0.80338 1 44 4797213 0496 00103 £ 0.0024
80 diss 36062 18.35211  323.2544 £ 30.3986 4277512 8.5812 15425 ¢ 1.0515 t 555724 2 1301941 000732 00019

i
)

Peso (g) Puso Peto ! ncreas rin] Amniiata 5]
Control Puberss | 736227477 | 04307 £ 0:0803 73132 2705 1.0883 £ 0.4490 3801237 £ 756155 106237 £ 34379
Uhes 646224850 | 0.5290 ¢ 0.0652 49483 21.1924 0.7958 « 0.05997 2483134 # 38 0469 BI1ES: 304D
48 hrs 99016.1644 | 0.758020.1070 8.9005 £ 0 5208 2152 £ 0.3390 3417504 2 50 9498 B.8008 ¢ 22249
S dias 11152134397 0.3689 ¢ 0.0861 52002 ¢ 1 4462 3518200748 484 6844 ¢ 31 6126 537164 06003
Control 41 dias 11534+ 127348 08617203100 489352 06108 7448 ¢ 0.1577 1630722 + 73.5652 10.4883 2 0 6921
20 dias 21502244233 1.3000 £ 02425 4351651 0.7581 .5047 2 0.3301 148.0474 + 43 0740 104775+ 2 1634
Control §1 dias [191.0211.5434 0.9951 2 0240 3.3670 ¢ 1.0020 0.4191 £ 0.0858 16745132 22 3702 130066 £ 1.9367
30 dias 235¢ 96177 24044 £ 05776 15.6316 £ 1.8041 6896 ¢ 0.1892 183.3425 2 6.0559 S069421.1133
Contros sdultas | 386.7 £ 1020631 __ 23891 2 0.2008 £5376 ¢ 1.6373 1253 + 0.0869 1586493 ¢ 21.5370 1185502 11129
0 dins 0621835211 1.4856 10,0586 31967 2 0 4743 03174201160 57837 2 53 6006 921181 17316

Tabla 2 .- concoentracidn de loa resuliadea obtenidos al analwzar los

diferentes pordmetros en sueroc y péncreas de ratas prepdberes.



L

Guucoss Trigiceridos (mg/di) _IProteines suero{mgoomi) Inasa suero Amiasa suero (Ui
204.126 + 23.3382 236374£5.4554 7.3000 £ 0.60338 44.4797 £ 13.0496 0.0103 2 0.002¢
2130407 2 230378 | 434931210 5542 6.36250 £ 0.80816 102.4850 £ 18.8263 0.0115 2 0.0082
.. 4 1963006 ¢ 166410 | 5531402 9.7444 7.63750 £ 0301688 457768 £ 1.0789 00087 £ 00018
Sdias  1311.8213.755 | 19218754 142458 8468 :8179 6.9300 ¢ 1.18300 57.0084 + 8.03868 00075 £ 0.0012
20diss [365.2 4 19.9894 | 2016753+ €2.2382 | 365538+ 24.1574 6.18250 & D.S2801 602103 £ 53572 00106 £ 0.0015
30 dies 3445 £9.1652 7714284+ 255107 | 3650592 1.730 801750 ¢ 1.17525 459823 4 4.9953 00082 2 0.002
Ls_oinl 4336 £ 44.5286 | 231.7877 £ 287571 | 57.0069 £ 10.7780 585625 ¢ 205443 78.6807 £ 20071 1 00116220.0024
|
Peso Peso pincrees (g) | Peso Seco (mgimg)  iProteinas mg/mg) !Arginass pancreas [ min] | Amilasa pé s (Ul
Controd 1386.7210.2993 237912 0.2066 55376 £1.6373 0.3253 2 0.0869 | 158.6433 2 21,5570 11.8550£1.1129
24brs (36112102372 | 1.26382 00101 3.055610.7828 0.3267 £ 01376 2466315 £ 49.2083 BINMS £1.1573
43 Iws 1354 2422 6533 7 £0.1356 41026£02711 0.3121 20,0466 183.3376 ¢ 18.9052 10.8917 £ 2.1952
Sdias  [311.621375% 12 £ 0.2824 42332 4 0.7991 4059 £+ 0.0867 1980717 £ 15,1249 12.9655 £ 2.7107
20 dias {365.2219.9894 8242 4 0.3078 55086 £ 1.3903 .3037 + 0.0809 406.8335 ¢ 60.7564 5470532 20157
30 dias 344595 1652 2 1175 2 0.2304 45071 £ 1.689 . 3621 £ 0.1685 177.9672 2 26,8268 10.6856 » 1.7051
80 dias 1433 6344.5286 1.8995 ¢+ 1.04868 A.T056 + 1%55 3558 £ 0.0823 194 6560 2 47.5519 B.7756 £ 1.5195
Tabla 1 .- cConcentracion de los resuliados obtentdoa al analizar loa

diferentes puo‘motron en guero y pdncreas de ratas adultas,




DISCUSION DE RESULTADOS

DETERMINACIONES EN SUERO

GLUCOSA

ADULTAS.- Cualquier cambio bioquimico derivado de la
castracion no tiene influencia en ningun parametro que
pueda modificar la concentracidn de glucosa sanguinea
(Fig.17).

PREPUBERES.- El descontrol que existe a los 5 dlas y 60
dias puede deberse a la reaccidn del organismo a la
castracid®n, pues se ha demostrado que las poliaminas
estidn en altas concentraciones en islotes pancreaticos,
Y su presencia estd restringida a 1las co®lulas n
productoras de insulina gque estidn asociadas con las
glandulas secretoras (24, 45).Se ha propuesto que 1la
arginasa esta presente en el pancreas para proveer de la
ornitina requerida para la biosintesis de
poliaminas(45). Se ha reportado también que los
andrégenos estimulan un grande y rapido incremento en la
actividad de la ornitina descarboxilasa en el rifién de
ratén (52) y se ha encontrado que la castracién de los
cuyos produce una disminucién en la actividad de
arginasa en el rifién (61). Esta disminucién de 1la
actividad de arginasa puede suceder en la misma forma en
el pancreas; por lo que la pérdida de esta actividad
provoca un descenso en la cantidad de la ornitina

requerida para la sintesis de poliaminas necesarias para
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que las células (? produzcan o© secreten la insulina
suficiente para metabolizar toda la glucosa. Este parece
ser un desajuste que trata de estabilizarse pero que a
largo plazo no se logra pues la glucosa se eleva
considerablemente en el grupe de ratas castradas vy

mantenidas por 60 dlas (Fig.17).

TRIACILGLICERIDOS

ADULTAS.~- Las ratas adultas castradas contienen ya un
minimo aporte de testosterona por otras glandulas que la
secretan en cantidades casi despreciables comparado con
el suministro mayoritario de esta hormona que son 1los
testiculos. En este caso, este aporte mayoritario se ha
eliminado y esto provoca una ligera disminucién en 1la
secrecidn de insulina (24, 45, 61) que no afecta la
concentracién de glucosa, pero si a la de los
triacilglicéridos, en la cual hay un descontrol que se
trata de estabilizar pero que a largo plazo no se logra
y los niveles de triacilglice#ridos se elevan debido a la
activacidn de la lipasa sensible a hormonas que propicia
el desdoblamiento de los 4cidos grasos almacenados en
los adipocitos a triacilglicérides y glicerol, y su
liberacién al torrente sanguineo. Tal vez si se dejaran
las ratas castradas por mds tiempo, estos altos niveles
permanecerian y hasta hubiera una ligera repercusién
sobre la concentraci¢n de glucosa (Fig.18).

PREPUBERES.- Los valores control en los primeros 20 dlas

se mantienen altos y van disminuyendo conforme 1la rata
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va creciendo. El sensible descensoc de este valor en cada
grupo con respecto a su control puede deberse a un
intento del organismo por estabilizar dichos niveles, ya
que en los primeros 5 dias hay un evidente descontrol
debido a la castraci®n y después los niveles de las
ratas castradas se estabilizan con el valor control de
las ratas adultas. A largo plazo la falta de
testosterona se manifiesta con la falta de insulina que
provoca la activacién en los adipocitos de la lipasa
sensible a hormonas que propicia el desdoblamiento de los
acidos grasos a triacilglicéridos y glicerol y su
liberacién al torrente sangulneo. Es por esta razén que

el valor se eleva un B81% a los 60 dias (Fig.18).

ACTIVIDAD DE a-AMILASA

ADULTAS.- Existen ligeras variaciones, pero ninguna
llega a ser importante como para suponer un cambio
bioquimico (Fig.19).

PREPUBERES .- Este valor se mide con el propésito de
buscar indirectamente alguna alteracién de 1la funcidn
exécrina. Este incremento irregular durante los primeros
5 dias puede ser debido a gque la enzima pancreitica
baja, entonces pudiera ser que las glandulas salivales
realizaran una funcién compensatoria los primeros dias,
auﬁque esto no ha sido comprobado; despu¢s, los valores

logran estabilizarse a los niveles basales (Fig.19).



PROTEINAS

ADULTAS.- No se produce ningun cambio gque contribuya a
aumentar la concentracién de proteinas al torrente
sanguineo; por lo tanto, no se detectan mayores cambios
en el suero (Fig.20)..

PREPUBERES.- La drastica disminucién de proteinas puede
deberse a una ligera disminuci®n de la actividad de
arginasa propiciada por la falta de testosterona; ésto y
la gran actividad de arginasa para 1la restauracion de
los tejidos debido a la operacién pudo haber ocasionado
una disminucién temporal en la producci¢én de proteinas
para otros fines que no fueran la restauracién de 1los

tejidos lesionados (Fig.20).

ACTIVIDAD DE ARGINASA

ADULTAS .~ La sensible elevacién de la actividad de esta
enzima a las 24horas es debida a que esta enzima esta
implicada en el crecimiento, diferenciacién celular vy
restauracién de tejidos lesionados, por lo que un dia
despuss de la operacidn, se necesitaba una mayor
actividad de arginasa para producir 1las poliaminas
necesarias para la restauracién del dafio. Después, los
valores tienden a normalizarse. Se ha demostrado que las
paoliaminas son limitadas por la produccidén de insulina
(24), por lo que la elevacién a los 60 dias puede
deberse a una ligera falta de insulina producida por la
castracién, gque no produce una elevacidn en la

concentracién de glucosa pero st en Jla actividada de
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arginasa, pués nd,ejerce su efecto limitante sobre las
poliaminas (Fig.21). .

PREPUBERES.~ La elevacidén en el valor es debida tambign
ala reparacivn de 1los tejidos daffados durante 1la
operacidén. La reaccidn en las ratas prepiberes tard® mas
tiempo en manifestarse pero lo hizo casi al doble gque
las ratas adultas. Esto puede deberse a que estas ratas
estan en crecimiento activo y con constante necesidad de
esta enzima para la diferenciacidn celular Y el
crecimiento, por lo que logra mantener sus niveles
estables a principio, pero al requerir un mayor aporte
de otros metabolitos como prolina para la reparacién del
tejido, eleva su actividad de arginasa en un 234%.

Despu#s la actividad logra estabilizarse (Fig.21).
DETERMINACIONES EN TEJIDO PANCREATICO

PESO GLANDULAR

ADULTAS .- Se ha reportado que después de la castracién,
el peso glandular baja indicando un efecto androgénico
sobre el tejido pancreitico (24). En este estudio ocurre
tambi4n una ligera pérdida de peso en el tejido
pancredtico de las ratas castradas (Fig.22).
PREPUBERES.~ Al principio el peso aumenta debido a la
fase de crecimiento activo de las ratas ya largo plazo
también hay una pérdida de peso en el tejido pancreatico
(Fig.22).
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PESO SECO

ADULTAS.- Los grupos presentan una ligera disminucién
debido quiza al efecto androgf#nico causado por la
castracion sobre el tejido pancreatico. A las 24 horas,
la disminucidn fue mayor , pero la desviacidn estandar
no indica un efecto significativo (Fig.23).

PREPUBERES.~ La marcada elevacién a los 30 dias puede
deberse a que en este tiempo también la cantidad de
proteinas pancreaticas es mucho mayor a los niveles
basales, por lo que la materia orginica en el pancreas

aumenta aunque su peso glandular no lo hace (Fig.23).

ACTIVIDAD DE o-AMILASA

ADULTAS.~ La disminucién a los 20 dias puede deberse a
un dafo temporal en la funcidén exé4crina como reacciédn
tardia a la falta de testosterona, que logra
estabilizarse a los 60 dlas (Fig.24).

PREPUBERES.~- La disminucién al quinto dia puede deberse
tambi¢n a un efecto temporal en la funcién exdcrina que
se trata de regularizar a mediano plazo. Esta
disminuci¢n se trata de compensar con una mayor
secresién de esta enzima de las glandulas salivales en

este mismo lapso de tiempo (Fig.24).

PROTEINAS
ADULTAS .- No se presenta cambio alguno en el contenido
de protelna pancreitica, ya que la castracién no influye

en ninguna forma en este parametro (Fiyg.25).
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PREPUBERES.- Injcialmente hay una desestabilizacién en
el contenido de prdtelna pancreatica y puede deberse a
que la actividad de arginasa a los 5 dias esta
produciendo poliaminas para la restauracién del tejido
dafiado y limitando la produccién normal de protelnas
para el buen funcionamiento pancreitico. La produccion
de proteinas se estabiliza pero a los 30 dias se eleva
significativamente tratando de recuperar la cantidad de
proteinas necesarias para el pancreas. Estos valores

logran estabilizarse a los 60 dfas (Fig.25).

ACTIVIDAD DE ARGINASA

ADULTAS.~- No se producen cambios significativos a
excepcion de las 24 horas y 20 dlas. E! primer pico
puede deberse a una coparticipacién en la produccién de
arginasa para la sintesis de poliaminas para la
restauracién de los tejidos lesionados. El pico de los
20 dias puede deberse a un efecto tardio a la castracioén
sobre las enzimas pancreaAticas, ya que a los 20 dias 1la
actividad de a-amilasa disminuye (Fig.26).

PREPUBERES .~ Se ha demostrado que las poliaminas son
limitadas por la produccién de insulina y que la glucosa
estimula la biosintesis de poliaminas(24), por lo tanto,
si la insulina falta, la producci®én de poliaminas se

eleva como en los rupos de 5 y 60 dias. Se ha sugerido
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que la enzima estd bajo el control regulador de

androgenos (28),y también se sabe que la arginasa tiene
dos etapas pico de formacién :a) durante la vida fetal
final,b) durante la fase tardia de lactancia (11). E1l
destete de estas ratas fue a los 21 dlas, exactamente
cuando se les practicé la operaci®n; por esta razén la
actividad de arginasa control preptber es alta con
respecto a los demis controles. Despué¢s de la operacién,
la actividad de arginasa sufre un descontrol por 1la
castracién y se eleva a los 5 dias debido también a su
etapa pico de formacién durante la fase tardia de
lactancia. Despuds el valor se estabiliza, pero debido a
la falta de insulina que limite su produccidén, el valor

se vuelve a elevar a los 60 dias (Fig.26).
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CONCLUSIONES

1.~ De acuerdo a las observaciones realizadas en este
estudioc se puede concluir que los efectos mis
significativos se presantaron en las ratas castradas en
la fase prepuber de crecimiento y los cambios fueron mas

ligeros en las ratas castradas siendo ya adultas.

2.~ Como efecto de la castraci®n se produce una ligera
pérdida del peso glandular, una disminucién temporal en
la actividad de «-amilasa pancreidtica y un aumento

temporal en la actividad de arginasa pancreatica.

3.~ Apoyados en que se ha demostrado que las poliaminas
estidn en altas concentraclones en islotes pancreaticos y
que su presencia estd restringida a las c#lulas ?
productoras de insulina y que estan asociadas con las
glandulas secretoras (24, _45) Yy que se ha demostrado 1la
presencia de un receptor androgénico en el pancreas
sugiriendo su participaci¢én en la regulacién por
esteroides sexuales de 1la funcién pancredtica (39);
podemos pensar que la castracién podria tener una ligera
influencia indirecta sobre la produccion o secrecion de
insulina, pues en este estudio hubo una notable elevacién
en las concentraciones de glucosa y triacilglicéridos en
los grupos de ratas operadas en la fase prepuber. Esto

necesita un estudio mids profundo y extenso ya que, a
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pesar de que otros autores han sugerido esta relacioén,

aun no esta comprobado.
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APENDICE

DETERMINACION DE GLUC OSA (Test-combinacién. Glucosa
GOD-POD. Boeringer Mannheim Gmbh, Mannheim, Alemania

Occidental)

FUNDAMENTO
GOD
glucosa + 02 —--mmcco—an > gluconato + Hz0z
POD
2 Ha0z + 4 aminofenazona + fenol ~ —-mee-- >

4 (p-benzoquinona-monomico}-fenazona + 4 H20

REACTIVOS Y APARATOS

Amortiguador / enzimas / 4 aminofenazona
Fenol

Estandar de glucosa 100 mg/dl

Centri fuga

Colorimetro

PROCEDIMIENTO

Se mezclan 20¢l de suero con 2 ml de la mezcla de
reaccién, se incuba por 10 minutos a 37°C en ausencia de
luz y se mide el color final 530 nm a temperatura

ambiente en un lapso no mayor a 15 minutos posteriores a
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duplicado frente a un blanco y un estandar.

CALCULOS

c (mg/dl)= 100 x lectura prueba - lectura blanco

lectura estandar -~ lectura blanco
OBSERVACIONES

La solucién contiene azida de sodio como conservador,
se debe evitar todb contacto con piel y mucosas. La
ingestién de grandes dosis puede provocar vasodilatécién
y descenso de la presién sanguinea. La solucién 2
contiene fenol que es venenoso si estid en contacto con

la piel y es ingerido; causa cauterizacién.
TRIACILGLICERIDOS (reactivo para triglicéridos -color-)

FUNDAMENTO
lipasa

triglicéridos ----~-- > glicerol + acidos grasos

glicerol + ATP ======= > l-glicerolfosfato + ADP
G-1-PDH
l1-glicerolfosfato + NAD# —=c-ce—m—a—a- > fosfato de

hidroxiacetona + NADH
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REACTIVOS Y APARATOS

Juego de reactivos para triglicéridos que contiene:
-ATP

-NAD

~INT

=GK{microbiana)

-G-1~-PDH (misculo de conejo)

- Diafora (Cl. Kluyveril)

~ Lipasa (microbiana)

-Amortiguador pH=7

-Espectrofotémetro

PROCEDIMIENTO

Se mezclan 10ul de la muestra con 1ml de reactivo
reconstituido, después de 18 y antes de 30 minutos se
lee la absorbancia a 530 nm en las pruebas hechas por
duplicado frente a un blanco de reactivos Y un

estandar.

CALCULOS

c mg/dl = lectura prueba - lectura blanco x 500

lectura estandar - lectura blanco




OBSERVACIONES

Evitér'ia ingestién y contacto con la piel ya que la

toxicidad del reactivo no ha sido establecida.
ACTIVIDAD DE o-AMILASA
FUNDAMENTO

La a-amilasa cataliza 1la hidrélisis del p-nitrofenil
maltoheptaozida bloqueada (PNPG7 blogqueada). El1 grupo
bloqueador inmuniza el sustrato contra la descomposicién
por medio de las dos enzimas auxiliares que contiene el
reactivo pero no con la c-amilasa. Una de las enzimas
auxiliares (glucoamilasa) hidroliza los productos de la
reaccién de la amilasa y la otra (maltasa) cataliza la
liberacién del p-nitrofenilato. el indice de produccién
de PNF es proporcional a la actividad de a-~amilasa en la
muestra.

a-amilasa

PNPG7 ~m—m—mre———ae > PNPG3 + maltotetraosa
glucoamilasa
PNPG3 ~==~w—mmm e > PNPGl + glucosa
maltasa
PNPGl ~—--—ee ~m==wm===> PNP + glucosa
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REACTIVOS Y APARATOS

Juego de reactivoa para a-amilasa que contiéné:
-PNPG7 blogueada ' 7 o
-Cloruro de sodio

-Cloruro de calcio

-Mal tasa

~glucoamilasa

-Amortiguador pH=7

-Azida de sodio

-Cronémetro

-Espectrofotémetro

PROCEDIMIENTO

Se mezclan 40ul de la muestra con 1ml de reactivo
reconstituido, después de un perfodo de incubacién a
37°C por 1 minuto se toma la lectura a una absorbancia
de 405 nm (Ao) y después de 1 minuto de incubacién a
37°C se toma una segunda lectura (A1), Las pruebas se

realizan por duplicado frente a un blanco.

actividad de a-amilasa = AA/min x 1076 x 1.04 =
{(U/ml) (8.9 x 10°3) x 1 x 0.04
Aa/minx2921

10°6 = conversidn de moles a wmoles
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1.04 = volumen total de reaccién en ‘ml
0.04 = volumen de muestra en'ml .
1 = recorrido de la lz en cm

8.9 x 103 1l/molcm = absorbancia molar de PNF a 405 nm y 37°C
OBSERVACIONES

Este reactivo es sumamente susceptible a la
contaminacién por amilasa salival asi que no se debe
pipetear con la boca. Los anticoagulantes como EDTA o

citrato de sodio inhibiran la actividad de la a-amilasa.

PROTEINAS (Método de Lowry con el reactivo de

Folin=-Ciocal teau)(48)
FUMDAMENTO

El color que produce el reactivo de Folin-Ciocalteau
se debe a la reaccién de la proteina con la solucién de
cobre alcalino Y a la reduccién de
fosfomolbdato-fosfotungstato del reactivo por la

proteina tratada.
REACTIVOS Y APARATOS

-Solucidn preparada en agua destilada de Na2C0Oa al 2%,
tartrato doble de sodio y potasio 0.02% y NaOH 0.4%.

-Solucién al 0.5% de CuSO«.5H20 en agua destilada.
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-Vortex
-Colorimetro
-Bafko de 37°C

-Centri fuga

PROCEDIMIENTO

Se toma toma la alicuota de la muestra una vez
procesada y se completa el volumen a 0.5m1, se affaden
2ml de una solucién hecha con las dos soluciones
primeras en proporcion de 50 a 1, se mezcla y se deja
reposar por 10 minuto, se agrega 0.2ml de reactivo de
Folin-Ciocalteau, se mezcla y se deja reposar por 20
minutos. Se mide la absorbancia a 530 nm frente a un
blanco; ademdés se realiza una curva estandar para los

calculos.

CALCULOS

La concentracicn de protelnas es expresada como mg de
proteina /ul al interpolar el valor de 1la absorbancia
de la muestra menos la absorbancia del blanco en una
curva estapndar de absorbancia’ vs. concentracién.
Posteriormente se relaciona este valor con el proceso
que se le di® a la muestra para expresarse finalmente

como mg de proteina / 100ml de homogenizado.
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OBSERVACIONES

El reactivo es toxico, por lo que se debe evitar su

contacto con la piel o ingesti¢n

PESO SECO (49)

FUNDAMENTO

Las muestras organicas se oxidan al miximo con una
solucison acida de dicromato de potasio para cuantificar
la materia orginica presente que es proporcional a la

intensidad del color obtenido.

REACTIVOS Y APARATOS

-Solucién de dicromato de potasio en 4cido sulfirico
concentrado ( 1lg en SOml).

-Solucién estandar de manosa o manitol (2mg/ml}).

-Vortex

-Colorimetro

PROCEDIMIENTO

Se toma una alicuota de 5041 de homogenizado y de
completa 1ml con agua destilada, se le agregan 2ml de

la solucidn acida, se deja enfriar y se lee ia
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absorbancia a 660nm frente a un blanco de reactivos. Las
muestras se procesan por duplicado al igual que la curva

estdndar frente a la que se corren las muestra.
CALCULOS

La concentracién de materia organica presente se
expresa en ug de peso seco/ul al interpolar el valor de
la absorbancia de la muestra menos la absorbancia del
blanco en una curva estandar de absorbancia
ves.concentracién de manosa o manitol. Posteriormente se
relacionan las unidades antes mencionadas con el volumen
original de la muestra de homogenizado para expresarse

como mg de peso seco/ml de homogenizado.
OBSERVACIONES

Este me¢todo es aplicable a homogenizados de tejidos
en soluciones organicas aunque tiene como desventaja que
el dicromato reacciona con grupos que contienen carbdn
de manera espec!tfica, por lo que la participacién de &1
u otros elementos en la composicién del materjial
biolégico daran proporcionalmente menor absorbancia. Se
debe tener cuidado en el manejo de los reactivos, ya que

producen severas quemaduras.
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ACTIVIDAD DE ARGINASA (15)
FUNDAMENTO

La aparicidén del color en este metodo se debe a la
reacci®n de la wurea formada con tiosemicarbazida
diacetil monoxima en acido trico. La aparicidén de color
depende del tiempo y temperatura de calentamiento, debe
tenerse cuidado pues el producto es 1labil, a la

temparatura.
REACTIVOS Y APARATOS

—-Extracto acuoso de una solucicon cin tiosemicarbazida
2.4imM y 2, 3 butadiona monoxima 4.1mM.

-0.1ml de cloruro de fierro III 0.12M en 4cido fosférico
al 56.7% y 100ml de H2S0+ al 20%.

—~Solucidn estadndar de urea 15ug/ml.

—Parrilla eléctrica

-Vértex

—Colorimetro
PROCEDIMIENTO

Una vez procesada la muestra de homogenizado se toman
alicuotas de 400wl y se completan a 1Iml con agua
destilada. Se agregan 1Iml de la primera solucién y 2ml

de la segunda, se mezclan y tpan los tubos. Se someten a
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calentamiento en bafo de agua a 95°C por 25 minutos, se
dejan enfriar y se lee la absorbancia a 530 nm frente a
un blanco y curva estandar. Todas las lecturas se hacen

por duplicado.

CALCULOS
La actividad de arginasa se expresa en
#gurea/ulxl5min al interpolar 1la lectura de la

absorbacia de la muestra menos la del blanco en una
curva estindar de absorbancia vs.concentracién de urea.
Posteriormente se realciona con el volumen de muestra de
homogenizado y el proceso dado para expresarse como :

mg urea/ml homogenizadoxl5 minutos.

OBSERVACIONES

Los reactivos son téxicos si estan en contacto on la

plel o son ingeridos.
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" ORQUIECTOMIA

Bajd ‘anestesia ” genﬁral, klnvducivda con 2mg/Kg de

Droperidol’y S0mg/Kg de

—‘Kefaléi_r seirasuia ‘el -‘pelo “del

“drea ‘qe * pubis e - e ; escroto, Yy con una

‘_’iaalgois'? ‘escrotales sa
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c 2 ’ 8 ision de’ 1as’ tunicas y la piel del
esr‘:ri'fto:‘. s -aplica vun'd‘esi‘ﬁf’actante antes y despuss de

la opﬂi'l"a'c'l‘on (Fig.27).
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