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RESUMEN

l.a diabetes mellitus (DM) es un padecimiento gue constitijye un grave problema de safud en
un gran namero de paises. En este padecimiento se presentan diversas complicaciones crdnicas
como las neuropatias, nefropatias, retinopatias, asi como macro- y microangiopatias. El origen de
estas alteraciones se desconoce. por lo que se proponen 3 hipétesis principales para explicario:
a) Lina deficiente oxigenacion de los tejides, b) la sobreactivacion de la via de los polioles y ¢) la
unién inespecifica de la glucosa a moléculas libres ¢ de la membrana celular a través del proceso
conocido como glucosilacién no enzimatica. Se considera a esta dltima como la mas importante.
Desde hace tiempo se han probado diferentes aminoacidos, aminoguanidinas, y otros compuestos,
con la finalidad de inhibir esta unidn y disminuir sus efectos, sin oblener resultados concluyentes
hasta el momento. En este trabajo a ratas diabétizadas por una aplicacién intramuscular de
estreptozotocina (50 mgfKg), se adminisiraron por via oral fos aminoéacidos glicina (al 1 %) o
taurina (0.5 %) durante un periodo de 6 meses disueltos en el agua de consumo, comoe medio para
disminuir o retardar la aparicidn de las complicaciones caracteristicas de la PM. Los animales
tratados con los aminocacidos mostraron una menor pérdida de peso, una menor concentracion de
glucosa circulante, una disminucién en la cantidad de glucosa excretada por orina, una
disrninucion en el porcentaje de hemoglobina glucosilada, menor concentracién de triglicéridos y
colestersl, asi como una mejor respuesta a la estimulacién por mitégenos de las células
mononucleares totales. A nivel histopatolgico se encontrd que & infiltracién por glucégeno y la
presencia de leucocoria caracteristica del individuo diabético, fue menor en fos animales que
recibieron glicina, Experimentos realizados in vitro incubando glucosa marcada con carbono 14,
mostraron una menor unién de la glucosa con diferentes proteinas en presencia de glicina, de
manera similar a lo reportado para la taurina. La valoracién con lectinas que reconocen acido
siatico en cortes de cerebro por congelacién, mostraron una menor expresion de dcido sidlico en
los capilares de cerebros pertenecientes a los animales tratados con taurina o glicina.

Se observé que en presencia de glicina o taurina se reguiaron los parametros bioquimicos
alterados comanmente en la DM, asi como una disminucién en afteraciones patolégicas como ia
infiltracién de glucégeno en rifidn y la presencia de leucocora en el ojo. Esto nos permite sugerir
la utilizacidn de glicina o taurina {obteniéndose mejores resultados con glicina), para ayudar a
disminuir ias complicaciones crénicas que se presentan tanto en la diabetes mellitus
insulinodependiente como en la insulino independiente.



1.- INTRODUCCION

1.1- EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS
Epidemiologia mundial de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad que se conoce desde la antigledad (1), y
desde entonces se ha reconocido su importancia madica y social. Actualmente se
considera que un 10 a 20 % de perscnas en Estades Unidos y Europa padecen
diabetes mellitus (DM){(2). La diabetes es un desorden en el metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y grasas, producto del desequilibrio existente entre la insulina
disponible y a5 necesidades que se lienen de esta hormona. En este trabajo, nos
enfocamos a la diabetes mellitus insulino-dependiente (DMID) o diabetes juvenil,
caracterizada por una marcada deficiencia de insulina, asi como por un incremento en
los niveles de glucosa sanguinea y en el catabolismo de grasas y proteinas, en un
madelo experimental agudo de DMID.

La DMID es un problema grave de salud en numerosos paises; un estudio
realizado en Liguria, ltalia, de 1987 a 1991, reporté que hay 11.72 casos por cada
100,000 habitantes y que la edad en la cual se presenta esta entre los 5 y 9 afios (3). En
la zona de Roma, entre 1989 y 19983 se valord a nifios y adolescentes de 0 a 14 afos, y
la tasa de incidencia de la DMID fue de 7.9 por cada 100 000 habitantes; la edad del
grupe de mayor riesgo fue nuevamente de los 5 a los 8 afios. Ademas se ohservé que el
ndmero de casos registrados sufre un aumento en inviermno, lo que sugiere la existencia
de factores ambientales que influyen en el desencadenamiento de la enfermedad. kn
Austria en un periodo de 15 aflos (1979-1983), la tasa de incidencia de la DMID en
nifios entre los 0-14 afios fue de 7.9 por cada 100 000 personas (4).

En algunas zonas el problema es adn mas grave. Por ejemplo en Cerdefia,
italia, se ha encontrado la tasa de incidencia mas alta de las regiones italianas y del
Mediterraneo entre 1989 y 1992, ya que existen 26.2 pacientes por cada 100 000
habitantes entre fos 0 y 29 afios. En este estudio se menciona la existencia de
variaciones estacionales c¢on un aumento de casos en invierno y una disminucion en
verang (5). En Finlandia se ha observado un patron estacional sélo para nifios entre 0 y
9 afios, con una incidencia de 35.6 por cada 100 000 personas. En Francia, ésta fue de
7.6 casos por cada 100 000 habitantes en el periode 1988-1990.



Finlandia tiene la incidencia mas alta, seguida por Suecia (26/100 000 habitantes),
Dinamarca (22/100 000) y Noruega (21/100 000); los paises de la regién con los indices
méas bajos son Lituania (7/100 000} y Polonia {(6/100 000), por lo que podemos concluir
que existen marcadas diferencias aun entre paises de la misma region (6), y si bien se
desconoce la etiologia del padecimiento, todo parece indicar que es resultado de la
interaccion entre factores genéticos y ambientales.

En paises denominados del tercer mundo como Libia, en el periodo de 1981 a 1990 la
incidencia fue de 9.4 hombres y de 8.5 mujeres por cada 100 000 ciudadanos menores
de 35 afios, con una predominancia en las mujeres entre 0 a 14 afios de edad, mientras
que en hombres estuvo entre los 15 a los 34 afos (7). En este trabajo no se mencionan
variaciones estacionales ni anuales para la incidencia de la enfermedad.

En otros paises como por ejemplo la India, la DMID u otro tipo de diabetes no es un
padecimiento muy comun, considerandose mas bien como un evento raro. En China la
diabetes es un problema de salud menor; en un estudio retrospectivo realizado entre
1989 y 1993 en nifcs de 1 a 14 ahos, los investigadores encontraron gue la edad
promedio en la cual se presenta la diabetes en nifios es de 8 afios, mientras que en las
nifas este padecimiento se presenta un poco mas tarde (9.7 afos). Si bien la incidencia
de la enfermedad parece ir en aumento, China sigue mostrando uno de los porcentajes
mas bajos en el mundo {8). En el sultanato de Oman, pais localizado en ia parte sureste
de la peninsula arabiga, también se han encontrado tasas de incidencia del
padecimienio bajas. Datos de enero de 1993 a diciembre de 1994 muestran 2.4%
enfermos por cada 100 000 habitantes en la poblacién de nifios de 0-14 afios de edad.
Un aspecto interesante son las variaciones estacionales observadas, ya que el ndamero
de casos aumento en los meses mas frios del afo. Un estudio realizado por cuatro afos
con un grupo de 400 diabéticos en Burkina Faso, reportd una prevalencia del 10.7 % de
sujetos con DMID y 76.5 % con diabetes mellitus no insulino-dependiente (DMNIDY),
estos datos indican la importantia como problema de salud de los distintos tipos de
diabetes. En Nigena se ha observado que la diabetes en individuos de 10 a 20 afos,
representa menos del § % del total de enfermos de todos los paises del Africa tropical
{10}. Se ha observado una asociacién de la DMID con otros padecimientos. Por ejemplo
en Argelia, se ha observado una asociacion del 16 al 20 % de los enfermos con DMID

con la enfermedad coleica {11).

10



aurnento constante, pasandc de 0.2 defunciones por cada 100 000 habitantes en el afo
de 1950, a 31.73 por cada 100 000 en 1985 (20), actualmente ocupa el cuarto jugar en
cuanto a causas de montalidad, considerandosele ya como un asunto prioritario dentro
de los programas de salud.

El primer intento por determinar {a incidencia del padecimiento en la poblacion
mexicana fo realizé lzquierdo en 1819, encontrando una prevalencia del 13 % {21), Rull
en 1974 reporta el 4.6 % (22). Un estudio realizado en 1950 encontré un porcentaje del 2
%. Observaciones mas recientes muestran un ascenso en la frecuencia del padecimiento
pasando de un 8.1 al 9 % (23-26). En las zonas urbanas de México el porcentaje va del
6.7 al 8.7 %, mientras que en las zonas rurales la presencia de la enfermedad va desde
el 0.9 al 3.01 %, por lo que en las comunidades indigenas se le considera como una
enfermedad rara (27).

Con respecto a la DMID, no existe informacién a la cual referirse especificamente
con excepcion del trabajo de Robles y colaboradores (28), quienes informan de 2
enfermos por cada 100 000 habitantes.

En los estades del norte del pais y en el Distrito Federal es en donde se observa
un mayor numero de personas diabéticas (29). La mortalidad por DM tiene también una
distribucién variable de acuerdo a la region, por ejempic en Oaxaca la tasa de mortalidad
es de 56.41 por cada 100 000 personas, en Chihuahua es de 199.85, es decir, los
pobladores de este tltimo estado tienen un resgo 3.5 veces mayor de morir por DM. En
Nuevo Ledn, Guanajuato y el Distrito Federal hay arriba e 1000 defuncicnes por afio a
causa de la diabetes, mientras que los estados del Sur muestran menos de 500
defunciones al afio por esta enfermedad. Los estados del centro de 1a Reptblica tienen
un comportamiento intermedio entre las dos zonas mencionadas (30).

Estos datos enfatizan la importancia de la enfermedad en el Sector Salud por la
pérdida de afios de vida activa de los enfermos (31), por ello, se deben buscar
tratamientos para la prevencion de ias complicaciones secundarias del paciente
diabético, asi como [a implementacién de un adecuado plan de manejo y tratamiento de

este tipo de pacientes.
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2.0.- PATOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus muestra como principal caracteristica el incremento de los
niveles de glucosa sanguinea. La presencia de la enfermedad no necesariamente
implica una deficiencia en la cantidad de la insulina, puede deberse también z una
alteracion en su estructura con una disminucion en su actividad, a modificaciones de su
receptor, a la incapacidad de !as células B para liberarla o bien a la destruccidn de estas
uitimas. i

La etiologia de la enfermedad es muy variada, y de acuerdo a ello se ha clasificado
en 4 grupos principales (32, 65):

1) Diabetes Mellitus tipo | (dependiente de insulina o DMID)
2) Diabetes Mellitus tipo Il {no insulino-dependiente o DMNID)
3} Diabetes Gestacional

4} Diabetes Secundaria

En el caso de la DMID, la caracteristica principal es una deficiencia de insulina
debida a la reduccidn tante en nimero como en funcionalidad, de las células B
pancreaticas. Son 3 los mecanismos considerados importantes para favorecer Ia
presencia de la enfermedad: a} factores genéticos, b) autoinmunidad y ¢} agresion

ambiental (infecciones virales, etc.).

a) Factores genéticos

Las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC o en humanos HLA)
juegan aparentemente un importante papel en el desarrcllo de la diabetes,
principatmente |os antigenos. -B8, -Bw15, -Dw3 y -Dw4 (33). Se han ohservado también
alelos que codifican para proteinas de la clase Il (HLA-D), los cuales dan 8 veces mas
probabilidades de desarrofiar DMID. Todd y Bell enconiraron susceptibilidad a la DMID
en sujetos en los que un aminoacido de la posicidn 57 en la cadena B de HLA-DQ
estaba ocupada por alanina, serina ¢ valina en lugar de acido aspartico (34). El gene
para la proteina HLA-DR3 actla al parecer de manera sinérgica con los haplotipos
positivos -DQ3.2, ya que los portadores de ambos genes tienen un riesgo 20 veces
mayor de desarrollar DMID; a este respecto, se ha determinado la presencia de -DR3 en
asociacién con -DQA1 en pacientes a los cuales se les ha diagnosticado la enfermedad
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antes de los 10 afios, mientras que un haplotipo relacionado con proteccion a la
diabetes (el DR15-DQA1) esta ausente a fa edad mencionada (35).

Se han observado diferencias en los haplotipos de riesgo de acuerdo a la raza. Por
ejemple, en nifios finlandeses los genotipos HLA-DQB1 se asocian con un alto riesgo de
padecer diabetes mellitus, esto se ha confirmado con resultados obtenidos al utilizar
sondas para buscar alelos de alto riesgo (de -DQB1) en pacientes con DMID y sujetos
control (36).

Otro alelo considerado de importancia es DR4 (37), asi como haplotipos de
HLA-DR3 y DR4, por ofro lado HLA-DR2 parece proteger de la enfermedad (38) al igual
que HLA-DQ1.2. Al parecer es la interaccién de diferentes grupos de aminoacidos, la
molécuta DQ y el péptido ligado, los que intervienen para dar la proteccién.

Los sujetos mas susceptibles a la enfermedad son aguellos que poseen genotipos
heterocigoticos para los alelos de alto riesgo. Por ejemplo, los heterocigéticos chinos (39)
y negros (40) para DR3/9, o bien algunas poblaciones de caucasicos para los antigenos
DR1/4 y DR4/8. El alelo de DR4 (DRB1+0405), ha sido descrito como de mal prondstico
para desarrollar la enfermedad en todos los grupos &tnicos en los que se encuentra (41),
en el casc de méxico-americanos el alelo *0402 es muy comin e implica alta
suceptibilidad (42).

l.as moléculas DQ en algunas poblaciones pueden representar proteccién y en
ofras riesgo, el punte de vista mas aceptado para explicarlo propone que es la unién de
diferentes alelos de DQ-DR el aspecto importante a tomar en cuenta. En México se ha
determinade que los alelos DR3, DR4, DQ2 y DQB estén altamente asociades a la
DMID, mientras que DR11, DR15, DQ5, DQ6 y DQ7 se relacionan con un efecto
protector (43},

b) Autcinmunidad

La primera cbservacion que demostrd un proceso autoinmunitario como la etiologia
de la DMID fue realizada por Gepts, quien observé que un poco antes del desarrolio
clinico de ia enfermedad se presentaba insulinitis {44); el analisis de los tipos celulares
involucrados en el proceso autoinmune, determiné 3 tipos principales: a los linfocitos
CD8+, un pequefio nimero de CD4+ y algunos macréfagos (45). Al utilizar marcadores
de superficie se ha observado que estos tipos celulares se encuentran activados v estan

preduciendo citocinas. Entre las citocinas que se producen estan la interleucina 1 (IL-1),
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el factor de necrosis tumoral alfa {TNF-o) y el interferon (IFN). Los dos primeros
mediadores son citotdxicos individualmente para las células B y mas aln si actdan en
conjunio (46). Se ha encontrado que en la insulinitis hay un aumento en la expresion de
moléculas def MHC de ciase I} debido a algunas citocinas como el IFN-y, y si se utiliza un
inductor de la sintesis de IFN-a {polyl:polyC} el comienzo de la diabetes se acelera,
probablemente por un incremento en la respuesta inmune tanto celular come humoral
47).

La importancia de la respuesta inmune humoral en la DMID ha sido demostrada por la
presencia de anticuerpos contra células de ias isletas (ACI), contra la isoforma de 65 kDa
de la descarboxilasa del &cido glutamico (ADAG) y contra insufina {Al). En 1974,
Bottazzo y colaboradores encontraron que & suero de pacientes con este padecimiento
contiete anticuerpos contra células de la isletas pancreaticas (48); se ha descrito que al
ano del diagndstico de la enfermedad hasta un 90 % de los pacientes los presentan. La
relevancia del sistema inmune en la DMID se confirma al demostrarse que la
transferencia de linfocitos T de animales enfermos a animales sanos desencadena la
enfermedad (49). También se han encontrade ADAG, esto fue primeramente descrito por
Baekkeskov (50). Se considera la presencia de estos ADAG como indicadores altamente
confiables del inicio de la diabetes. En los enfermos se ha determinado también la
presencia de Al, a los que es posible encontrar antes de las manifestaciones del
padecimiento (51).

En Finlandia, no se han encontrado diferencizs en la frecuencia ni en la
concentracion de Al ni para los ADAG, por lo que se atribuye el origen de la enfermedad
principalmente al complejo HLA ¥ a la presencia de anticuerpos que reconocen al
transportador de glucosa GLUTZ2, inhibiéndose de esta manera a entrada de glucosa a
las células B. La asociacion de los Al y ACI implican el mayor riesgo para desarrollar !
padecimiento. Las concentraciones de los tres tipos de anticuerpos mencionados varia
con la edad y el sexo del individuo, asi, la concentracion de ADAG dan la mayor
sensibilidad diagndstica después de los 20 afios sin importar el sexo, mientras que antes
de los 10 afos son de una pobre sensibilidad diagnéstica en nifios no asi en nifas; en
comparacion los Al son mas representativos antes de los 15 afios. Por lo mencionado,
se considera a la interaccidn entre la edad, el sexo, los alelos del complejo HLA ¥ a los
anticuerpos mencionados, come los factores que interactdan para el desarrollo de la

enfermedad.
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En el suero de sujetos diabéticos en fases tempranas de la enfermedad se han
encentrade, anticuerpos contra la albumina sérica bovina cuyo epitope antigénico tiene
una cansiderable homologia con una proteina de las isletas conocida como p8&9 (52); v
con una perteneciente al virus de coxsackie. Otra clase de autoanticuerpos encontrados
estdn dirigidos contra los ganglidsidos C y D, que se encuentran en altas
concentraciones en neuronas e isletas pancreaticas. Aproximadamente el 30 % de los
pacientes insulino-dependientes tienen anticuerpos que reconocen al ganglidésido GT3,
otras moléculas de este tipe son GM2 y GM1 (53). Han sido identificados anticuerpos
contra proteinas de 37 y 52 kDa, de esta ultima se piensa que podria tratarse de la
proteina periferina (54). Otros agentes considerados importantes para el desarrollo de la
autoinmunidad en la diabetes meliitus son los virus, en donde el contacto entre virus y
hospedero debe darse afios 0 meses antes del desarrollo de Ia diabetes. La hipotesis
considerada mas factible, propone que éstos lesionan a las células B provocandec una
reaccion autoinmune en personas susceptibles. Uno de los virus implicados es el
coxsackie B4, al parecer debido a que la DAG muestra una regién homédloga con una
proteina del virus coxsackie (55). La infeccidn por rubéqla provoca respuesta inmune
sobre los islotes pancreaticos dando como resultado DMID en individuos que ademas
posean alelos HLA de susceptibilidad (56). Otros virus asociados con la diabetes son el
del sarampién y el de la encefalomiocarditis, este dltimo es capaz de producir la
destruccidon selectiva de las céiulas B y bajo ciertas condiciones iniciar un proceso
autoinmune (57,

El andlisis de los datos, nos permite concluir que el origen de la DMID-és

multifactorial.

c) Factores ambientales . .

Se han mencionado ya un gran ndmero de trabajos realizados en diferentes
regiones del mundo que establecen la importancia de los agentes ambientales en el
desarrolio de la enfermedad ( 5, 14, 15). Como ejemplo estan algunos quimicos y toxinas
capaces de provocar la aparicidn de la diabetes, como el raticida Vacor, ciertos nitratos
(58), el aloxan (59) y la estreptozotocina (60).

La estreptozotocina (STZ) es una melécula que se usa para inducir diabetes
experimental (figura 1); y que ha sido utilizada como antibidtico y agente antitumoral (61).
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8u accién diabetogénica se relaciona con la alta actividad litica selectiva que tiene por
las células } del pancreas, lo que se ha comprobado en organismos de muy diferentes
especies (82). Si bien, se desconoce con exactitud su sitio de accién para provocar el
dafio, existen dos propuestas: una de ellas se inclina por el desencadenamiento de un

proceso autoinmune (63} y la otra por la induccion de [a apoptosis de la célula B (64).

CH20H
0
OH
OH
NH Figura 1.- Estructura quimica de la molécula de
estreptozotocina
-0
N-N=
CH3

Manifestaciones clinicas de la DMID

En la DMID los sintomas como la poliuria, la polifagia y la polidipsia son agudos e
imprevistos. La glucosa es una molécula osméticamente activa que al estar en exceso en
el filtrado giomerular sobrepasa ia capacidad de reabscreidn de los tibulos renales y
origina la glucosuria, esta va acomparada de una excesiva pérdida de agua por orina
(poliuria) gue provoca la polidipsia.

La polifagia es resultado de la incapacidad de las células para utilizar la glucosa
circulante en donde como efectos adicionales s observa el aumento en la utilizacién de
los depositos celulares de carbohidratos, grasas y proteinas (85). Con el incremento en
la concentracion de la glucosa sanguinea diversas proteinas se ven alteradas, una de
ellas es la hemoglobina (HA1c) que sirve como agente diagnéstico, ya que esta se

17



glucosila y es un indicador del control, eveolucion y det tiempe que lieva desarrollandose
la enfermedad (66).

a) Complicaciones agudas

Si no se controla el aumento en la concentracion de la glucosa sanguinea, se
cbservan diversas aiteraciones metabdlicas. Una de elias es la excesiva utilizacion de las
reservas grasas, lo que eleva la concentracion de acides grasos lipres y puede llevar a fa
cetoacidosis por sobreproduccién de cetonas por ef higado al sobrepasar la utitizacion
celular y Ia excrecion renal de los cuerpos cetdnicos. Los procesos cetogénicos se
activan y se inicia la acidosis metabdlica, en donde el sustrato son los acidos grasos
libres del teijldo graso. Esta es una de las complicaciones mas severas de la diabetes
mellitus, originalmente se consideraba privativa de la DMID pero puede presentarse
también en la DMNID. En nuestro pais se cuenta con muy poca informacion
epiderniologica y clinica de esta alteracién (67). En un estudio refrospectivo realizado de
1987 a 1993, se encontrd que la cetoacidosis es mas comdn en los grupos de comienzo
tardio de la DMID, mientras que en el grupo de comienzo tempranc con DMNID, ei
principal factor que promueve la cetoacidosis son las infecciones del tracto urinario. La
presencia de esta alteracion en los pacientes se atribuye a un inadecuado control
metabdlico, a la falta de informaciéon adecuada del paciente, a no sujetarse a la terapia
de insufina o a la dieta (68), por lo que &5 importante implementar un programa que
aporte informacidn para el adecuado manejo de los pacientes en nuestro pais.

Ofra complicacion aguda que puede presentarse es la hipoglucemia, la que se
caracteriza por dolor de cabeza, taquicardia, ansiedad, sudoracion, constriccion de vasos

sanguineos y coma.

b) Complicaciones crénicas

Si la diabetes no se controla y la concentracion de glucosa sanguinea se mantiene
elevada por mucho tiempo se presentan diversas complicaciones cronicas que van
disminuyendo la calidad de vida del paciente, y de las cuales no se conoce hasta el
momento su origen. La mayor parte de los estudios indican que las complicaciones mas
importantes de la diabetes mellitus son consecuencia de los trastornos metabdlicos. La
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morbilidad asociada con este padecimiento se relaciona con neuropatias, nefropatias,

retincpatias, complicaciones vasculares e infecciones.

Neurcpatia diabética.- Puede afectar cualquier parte del sistema nervioso, y puede tomar
la forma de diversos sindromes por una lesidn especifica 0 bien ser resultado de la
aterosclerosis acelerada. En esta alteracidén se observan 2 cambios principales: a) el
engrosarmiento de las paredes de los vasos sanguineos que Hlegan al nervio, lo que hace
suponer que la isquemia juega un papel importante y b) la desmielinizacion de las
células de Schwan, lo que produce una conduccidn nerviosa deficiente. Aigunas
investigaciones sugieren que la formacién y acumujacion def sorbitol mas el descenso en
los niveles del mioinositol también intervienen en el dafio a las células de Schwan.
Algunos de los sintomas principales son: entumecimiento, parestesias, hiperestesias
severas, dolor y defectos en reflejos vasomotores. Algunas de las caracteristicas
particulares de esta alteracidn se han observado en modelos de rata diabética, lo que
hace comparable este tipo de estudios con los realizados en humanos (69). Otro
probiema del enfermo diabético son los microinfartos a nivel de sistema nervioso central,
que provecan la muerte o bien la incapacidad permanente, esto ocurre en mas del 60 %
de los enfermos diabéticos mayores de 70 afios (70). Esta alteracion también &s posible
observarla en modelos de rata diabética con una gran semejanza a lo gue ocurre en ef
humane (71). En la enfermedad cerebrovascular se han observado ofros factores como
el aumento en la concentracion de la apolipoproteina £4 circulante, con descensos en la
funcion cognoscitiva. La presencia de las alteraciones mencionadas son de alto riesgo
para el paciente con diabetes mellitus, el que generalmente también presenta niveles
aitos de colesterol, otro factor de riesgo (72).

Nefropatia diabética.- La DMID es fa causa mas comln de enfermedad renal terminal
siendo el glomérulo el mas afectado (73). La microangiopatia en generat y la que
involucra al rifidn es la causa mas comun de muerte y de morbilidad en el sujeto
diabético. Los principales cambios en &l glomérdlo son: engrosamiento de la membrana
. basal capilar, la esclerosis glomerular difusa o la glomerulosclerosis nedular, factores
que provocan una disminucion del flujo sanguinec con una perdida progresiva de la
funcién renal. En las fases tempranas de la enfermedad, el tamafio renal y la tasa de
filtracion aumentan como consecuencia de la elevacion en el flujo del plasma renal y en
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la diferencia de presion capilar, se propone que este aumento promueve el paso de
proteinas, desencadenando la proteinuria at lesionar e} epitefio del glomérulo, Ha sido
descrita ademas la acumulacion de minerales como ef hierro, que causa dano tubular en
la nefropatia diabética (74). En México, el porcentaje de diabéticos con nefropatia es
semefante al informado en otras partes del mundo; todo indica que es el deficiente
control de la hiperglucemia o que lleva a padecer de nefropatia, por lo cual es imperativo

el desarmolio de un programa para disminuir esta complicacion (75).

Retinopatias.- Son la causa mas frecuente de ceguera en los diabéticos y pueden ser
simples o proliferativas. En el primer caso se presentan hemorragias intrarretinianas o
prermetinianas, con exudado, edema, diataciones venosas y engrosamiento de los
capilares retinianos con aparicion de microaneurismas. En la retinopatia proliferativa se
cursa con neovascularizacion y fibrosis, lo que puede provocar ceguera asi como
hemorragias intraviireas por ruptura de capilares. En México, el problema de la
retinopatia es alarmante ya que existe una significativa proporcion de enfermos sin
diagnostico y tratamiento {78), esta complicacidén se encuentra relacionada directamente
con un pobre control metabélico y con un alte contenido de triglicéridos y colesterot en ef
plasma. Por lo mencionado, es de gran importancia establecer un programa de muestreo
para ayudar a prevenir la pérdida de la vision debida a la relinopatia diabética, 1a cual
puede evitarse c¢on una adecuada atencion. En diferentes modelos de rata diabética se
han observade dafios parecidos a los que se presentan en humanos (retinopatia,
neuropatia, eic), lo gue hace al modelo muy Gt para el esfudio de la retinopaﬁa
derivada de la DMID (77).

Complicaciones vasculares de grandes y pequefios vasos.- Se ha demostrado que la
arteriosclerosis @5 mucho mas frecuente en la poblacidn diabética que en la no diabética;
aparece fanto en enfermos con DMID como con DMNID. Menos del § % de sujetos
mayores de 40 afios que no padecen de diabetes sufren de arteriosclerosis en algun
grado (de moderado a grave), mientras que el 75 % de los pacientes diabéticos tienen
esta complicacién (78). Entre las legsiones que Se pueden presentar se citan: ulceracion,
calcificacién, y trombosis; en esta Ultima se estrechan u ocluyen las arterias causando
lesiones isquémicas en distintos érganos, En el caso de la enfermedad arterial coronaria,
se forrman dilataciones por aneurismas io que redunda en riesgo de ruptura y es
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responsable de ta mortalidad por infarto al miocardio, asi cormno de dafo por accidentes
cerebrovasculares (79), asi como del aumento en el desamrollo de gangrena en las
extremidades inferiores. Alteraciones semejantes se han enceontrado en ratas
diabetizadas con STZ en donde se ha intentado corregirias con compuestos como el
acido tibctico (80).

En México, se ha encontrado que un 10 % de los pacientes con diabetes sufren
ademas de hipertensién. Un problema adicional es la hipercolesterolemia asociada con
una alta presién sanguinea, de acuerdo con datos de Villalpando y colaboradores (81),
esta alteracion es muy comin en nuestra poblacién en donde el principal problema es el

descanocimignto de su padecimiento por el sujeto.

Se desconoce el origen de [as alteraciones cronicas mencionadas, pero existen
fres propuestas que intentan explicarlas:

2} Deficiente oxigenacidn de los tejidos- Esta teorfa propone que las
complicaciones aumentan en el sujeto diabético debido a una insuficiente oxigenacién en
los vasos sanguineos por la inadecuada liberacion del O, por los eritrocitos (82).

b} Via de los policles.- Se refiere a los mecanismos infracelulares responsables de
modificar el nGmero de grupos hidroxilo de 1a glucosa. El exceso de glucosa es reducido
por la aldosa reductasa a sorbitol (figura 2), cuyo incremento al no poder ser eliminado
rapidamente altera la funcién celular en los tefidos que utilizan esta via {(cristalino, rifidn,
nervios). Como es una moiécula osmoticamente activa provoca un aumento en la
entrada de agua dando como resultado ta inflamacion del iejido. Un efecto adicional
observado, es la disminucidn del mioinositol y de la actividad del ATP (83).

aldosa-reductasa

glucasa sotbitol Figura 2.- Reduccidn de |z glucosa
por la enzima aldosa-reductasa

NADPH NADP"
+ H*
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¢) Glucosilacién no enzimatica (GNE).- La concentracion aumentada de la glucosa
en el sujeto diabético favorece la glucosilacidn anormal de las proteinas, acidos
nucleicos, etc., alterando su funcicnaiidad e interviniendo ademdas en numerosas

alteraciones estructurales (24).

2_1.- Glucosilacion no enzimética (y compuestos AGE).

De las diferentes hipdtesis existentas para explicar el origen de las aiteraciones
crdnicas de la DM, consideramos come mas importante a la glucosilacion no enzimatica
{(GNE). En este proceso, el grupo aldehido de la glucosa se une al grupo amino de las
proteinas sin intervencion enzimatica formando una base de Schiff (reaccién que es
quimicamente reversible); si el exceso de glucosa no se controla adecuadamente se
forman productos de glucosilacién temprana mas estables {producto Amaderi). Coma en
la glucosifacién no enzimatica es necesario un gran pericdo de exposicién de las
moléculas de proteina a un medio con abundante glucosa, los productos de Amadori
sufren nuevas modificaciones quimicas y comienzan a interactuar con proteinas de larga
vida como la colagena en tejidos intersticiales y vasculares, produciéndose finalmente lo
que se conoce como productos finales de glucosilacion avanzada (AGE, por sus siglas
en ingles advanced glycosylation end products) (figura 3), los cuales son irreversibles, y
poseen propiedades quimicas y bioldgicas potenciaimente patogénicas como veremos a

continuacion.
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Figura 3.- Etapas de la glucosilacién no enzimatica. (tomado de Brownlee y cols,

1986)(124)
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2.1.1.- Efectos de l1a glucosilacién no enzimatica en el rinién

Una gran cantidad de informacién confirma el papel patogénico de los AGE en las
complicaciones renales, pues se ha demostrado que incrementan la permeabilidad
vascular, el deposito de proteinas y lipoproteinas, inactivan la accién del oxido nitrice o
bien exacerban la sintesis de proteinas de la matriz extracelular (85). Se ha cbservado
su acumulaciéon en la intima vascular de los diabéticos particularmente a 1o large de las
arterias, asi como en las lesiones nodulares del glomérulo utilizando anticuerpos anti-
AGE (86), en el caso de la rata diabelizada, los AGE se detectan en las areas
mesangiales y en la membrana basal glomerular del rifidn (87); se ha encontrado que en
el humano la restauracion de a funcién renal disminuye los niveles de AGE presentes en
la piel de syjetos diabéticos (88). Los productos AGE solubles tienen una gran afinidad
por el nicleo de las células del rifdn, como las de la membrana basal, asi como con la
matriz mesangial en iejido de animales normales; esta afinidad se ve aumentada si jos
tejidos provienen de animales diabeticos (89). Los productos de glucosilacion avanzada
tienen ademas la capacidad de estimular la expresién de genes como el de la faminina
Bl y de las coldgenas tipo | y IV, cuyos productos estdn relacionados con la
glomeruloesclercsis (90), probablemente al interaccionar con su receptor en este tipo de
células (91).

2.1.2.- En el ojo.

En estudios realizados in vitro la glucosilacion no enzimatica disminuye la
proliferacién de pericitos, e incrementa la proliferacién de células endoteiiales de la retina
(92), alteraciones semejantes a las observadas en la retinopatia diabética del humano.
Se ha encontrado ademds, una elevacidn sighificativa en la concentracion de los
productos AGE en las fases tempranas de la retinppatia diabética, que se va
incrementando audn mas conforme la enfermedad avanza (93). Los preductos AGE son
especiaimente t0Xicos para los pericitos lo que explica 1a pérdida de este tipo de céluias
en el diabético (94); ademas promueven la formacion de capilares acelulares en la

retinopatia diabética (95). Los compuestos AGE se han relacionado con la formacién de
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cataratas (96) probablemente como agentes que favorecen la formacion de

entrecruzamientos de la colagena en la comea del diabético (97).

2.1.3 - En el sistema nervioso

Entre fas ma:a\s importantes complicaciones tardias de la DMID y de la DMNID estan
las neuropatias periféricas, en donde la glucosilacién no enzimatica juega un importante
papel Se ha encontrade que las proteinas glucosiladas atraviesan con relativa facilidad
la barrera hematoencefalica (98) e influyen en el desarrollo de ia neuropatia. Un
problema adicional del sujeto diabético es el riesgo de sufrir infartos cerebrales que
pueden incapacitario o provocar su muerte, aspecto en donde se han visto implicados
directamenfe lgs productos AGE {99). La importancia de la GNE y de la formacién de los
productos AGE, también se ha visto en ofras alteraciones coma la enfermedad de
Alzheimer (100). Estudios inmunohistoquimicos han demostrado su presencia en las
placas seniles y en los entrecruzamientos fibrilares (101), también se ha informado de su
refacion con la apolipoproteina E (102). Otro padecimiento con el que se asocian los
productos de glucosilacion avanzada es el mal de Parkinson (103). Entre las distintas
vias terapéuticas con las que se experimenta en el paciente diabético para prevenir la
formacion de los AGE se citan; la aminoguanidina (104), Jos suplementos con mio-
inositol (105) y la aplicacién de inhibidores de la aldosa reductasa (106), los cuales han
dado resultados parciales.

2.1.4.- En el sistema inmune

La glucosilacibn no enzimatica puede interferir en Ja produccidn o en la  actividad
de los diferentes elementos del sisterna inmune. Por ejemplo, la glucosilacion no
enzimatica de la lisozima y de la lactoferrina inhibe su actividad bactericida. Los
productos AGE estimulan ia produccién de la interleucing-6 (IL-6), asi como del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-«} en monocitos, la sobreproduccion de IL-6 observada ayuda
a explicar ef incremento en la concentracion de fibrindgeno del paciente diabético (107).
La formacion de los AGE en conjunto con ia alteracion en los niveles de lipoproteinas de
baja densidad (LBD) y triglicéridos, alteran la funcionalidad del macrofago tanto en su
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actividad como en la produccién de monocinas (108). Se ha demostrado gue los AGE
actan sobre este tipo de células sobreestimulando ia produccion del éxido nitrico de
una manera dependiente de la dosis (109). Se ha encontrado en pacientes con falla

renal, una asociacidn entre los AGE y ias anormalidades en su sistema inmune (110),

2.1.5.- En el sistema circulatorio (aterosclerosis)

A nivel circulatorio los productos AGE también intervienen de manera importante
en la fisiopatolagia de la DMID vy de la DMNID, ya que la aterosclerosis (complicacion
tardis), se desarrolla mas rédpidamente en el enferme diahético. Trabajos recientes
muestran que la funcionalidad alterada del endotelio en el sujeto diabético, se debe a la
interaccidn de los AGE con sus receptores expresados en las células endoteliales (111).
Palinski v sus colaboradores (112}, utilizando un anticuerpo que reconoce a los AGE,
demostraren su presencia en lesiones aterosclerdticas de aorta en animales diabéticos
pero no en tejido procedente de animales normales. La manera como intervienen los
productos derivados de la glucositacion no enzimatica en la aterosclerosis, es uniéndose
a los compenentes de fa cubierta celular en donde se depositan y promueven la fijacion
de otras substancias como las lipoproteinas de baja densidad que iniclan la formacion
del ateroma, ademas se incrementa ei entrecruzamiento de las moléculas de colagena
provocando gue las arterias se vayan endureciendo y la coldgena se vuelva insoluble, se
inhibe ademas la actividad de la colagenasa (113). Kume y cofs, demostraron que los
AGE se acumulan en macrofagos y células de musculo liso en las lesiones

aterosclerdticas de humanos (114).

2.1.6.- La glucosilacién no enzimatica en otros tejidos,

Los glucosilacidon no enzimatica también se realiza en lipoproteinas (115, 116), en
la p2-microglobulina (117), y en la colagena, formandose enlaces cruzados (crosskinking)
{118). Las proteinas mencicnadas interaccionan a su vez con proteinas del plasma y
proteinas intersticiales. En los grandes vasos ¢l atrapamiento de lipoproteinas de baja
densidad (l.DL) retrasa su salida de la pared vascular, y favorece el depésito de
colesterol en la intima, o que acelera la aterogénesis; se ha observado ademas que la
colagena glucosilada es capaz de estimular la proliferacion de células musculares lisas lo
que puede acelerar |a macroangiopatia en el diabético (113), En los capilares (incluidos

los del glomeérulo), algunas proteinas plasmaticas como la albumina se unen a la
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membrana basal glucosilada y son responsables en parte del engrosamiento
caracteristico de la microangiopatia diabética; es interesante mencionar que las
proteinas glucosiladas son ademds resistentes a la digestién proteolitica. La GNE
también se fleva a cabo en los acidos nucleicos y en sus componentes, como por
ejemplo en las histonas (120). Se ha demostrado que los productos AGE son capaces de
estimular la sintesis de DNA en células endoteliales (121), y de regular ia tasa de
transcripcidon en células mesangiales (122). Lo anterior se considera importante para
explicar la alta tasa de malformaciones en hijos de madres diabéficas (123).

Los AGE pueden interaccionar con su receptores en monocitos, macrofagos y en
las células del endotelio, provocande un aumento en la permeabilidad endotelial, en la
actividad procoagulante de las células endotefiales y de los macréfagos, estimulando la
proliferacion y sintesis de la matriz exiracelular por los fibroblastos asi como por las

fibras musculares lisas.

Resumiendo, los productos AGE estan implicados de manera importante en:
- Formacion de enlaces cruzados en las proteinas de la matriz extracelular
- Atrapando proteinas plasmaticas no glucosiladas (LDL lg,etc.)

- Dando resistencia a las proteinas celulares a la digestion proteolitica

- Induciendo la lipoperoxidacion de los lipidos de la membrana celular

- inactivando o activando al oxido nitrico

- Se unen a acidos nucleicos

- Se unen a receptores de AGE en monocitos y células mesangiales

- Estimulan la migracién monocitaria

- Estimulan la secrecion de citocinas y factores de crecimiento

- Estimulan el aumento de la permeabhilidad vascular en el glomérulo

- Estimulan a actividad procoagulante

- Estimulan la proliferacién celular

- Estimulan la produccidn de matriz exiracelular

2.2.- Inhibicién de la glucosilacion no enzimética

Como se ha descrito en los apartados previos, la GNE se relaciona directamente con
las complicaciones crénicas de los dos tipos principales dz2 diabetes meillitus: la DMNID y
de ia DMID {124), que muestran alteraciones patologicas similares. Por lo anterior se
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trabaja intensamente en la busqueda de compuestos capaces de disminuir este procesao,
en donde el objetivo principal es bloquear los grupos aldehido de la glucosa o bien los
grupos carbonilo que se encuentran presentes en fas fases tempranas de la GNE vy los
cuales intervienen modificando ia estructura proteinica o bien favoreciendo ta formacion
de enlaces cruzados .

Entre los diferentes compuestos probados se cita a la aminoguanidina (AG), una
hidrazina nuclecfilica capaz de interactuar con los productos tempranos de la GNE
impidiendo la formacién de lus AGE (125). Con su uso se ha observado una disminucion
en la formacion de los enlaces cruzados en las proteinas de la pared arterial (126), en la
GNE de ja hemoglobina (127) y en la prevencién del dafio al cerebro (89), sin embargo
se siguen valorando los efectos secundarios que implica su aplicacion a nivel
ierapéutico {toxicidad y tumorigenicidad.).

QOtros agentes probados son los aminodcidos como la D-lising, que es capaz de inhibir
in vitro la union de [a glucosa a proteinas como la albumina (128); in vive en un modelo
de rata diabética se observd una disminucién en la glucosilacidén de la hemoglobina, de
las proteinas del cristalino y en las de suero (129). Sin embargo, su utilizacidn na se
considera libre de complicaciones como medio de prevencién de la glucosilacién no
enzimatica (130). La L-arginina también ha sido empleada, demostrandose que la union
de la glucosa a la colagena de tendones de cola de rata se ve disminuida, aungue se ha
comprobado la formacion de productos AGE al interaccionar la arginina con la glucosa in
vitro (131).

TAURINA y GLICINA

ta taurina es un aminocdcide que se encuentra en un gran numerc de tejidos,
principalmente en musculo, pancreas, bazo, rifidn, leucocitos y plaquetas (132), en
donde ha mostrado desempefar diversas funciones. En estudios in vitro se ha visto que
puede disminuir la peroxidacion de lipidos, asi como fa produceidn excesiva de colagena
en células mesangiales expuestas a altas concentraciorics de glucosa (133, 134), es
capaz de proteger de dafos ocasicnados & la membrana celular por radicales de
oxigeno (135}, y ademads evita el efecto antiproliferativo de la glucosa y de los productos
AGE en cultivos de células mesangiales (138). Reacciona activamente con los aldehidos
(137) mostrando también una gran capacidad para disminuir la nefropatia en ratas
diabéticas (138).



La glicina es un aminoacido que se encuentra en todos los tejidos e interviene en
multiples reacciones metabdlicas como precursor de la sintesis de proteinas, purinas,
glutatidon, creatinina, serina, giucosa, glucdgeno, nucledtidos, etc. Se ha demostrado que
su administracién en soluciones de rehidratacidn a suietos diabéticos con problemas
diarréicos es segura (139), puede funcionar como un osmoprotector (140}, y es un
arinoacido que puede ser glucosilado de manera importante en las proteinas (141).

No se han realizado hasta el momento, estudios que ayuden a valorar la importancia
de estos aminoacidos como agentes terapéuticos en el sujeto diabético, por lo que este
estudio se enfocd a valorar el dafio que se produce en los tres principales niveles en el
organismo diabético: el bioquimico, el histopatologico y el neurclégico en un modelo de
rata diabética insulinodependiente analizando los efectos ccuando se ‘administraron a los

amino&cidos taurina o glicina.
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3.0.- HIPOTESIS

Las alteraciones metahdlicas y cronicas que se presentan en la diabetes mellitus tienen
su origen en la hipergiucemia, ya que la unidn de la glucosa excedente con los grupos
amino de las proteinas circulantes y celulares (giucosilacién no enzimatica), alteran su
funcionamiento. Al administrar glicina o taurina, estos aminoacidos interactuaran con el
exceso de glucosa disminuyendo la glucosilacion no enzimdtica, evitando de esta
manera la aparicion de las alteraciones metabdlicas y cronicas que se presentan en la
DM.

4.0.- OBJETIVO GENERAL

- Valorar el dafio a nivel bioguimico, neuroldgico y histopatoldgico en un modelo de rata
diabética insulinodependiente en presencia y ausencia de los aminoacidos glicina o
taurina.

4.1.- Objetivos particulares:

- Estudiar el dafio neuroldgico en un modelo experimental, comparando los patrones de
expresion de acido sidlico en el cerebro de ratas diabéticas usando diferentes lectinas.

- Analizar los principales parametros bioquimicos que se ven alterados en la diabetes
mellitus en los diferentes grupos experimentales.

- Comparar el estado anatomopatdlogico de los principales 6rganos afectados en la
diabetes mellitus en los distintos grupos de estudio, después de 6 meses de tratamiento

con los aminoéacidos glicina o taurina.
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5.0.- MATERIAL Y METODOS:

5.1.- Seleccion de los animales y formacién de los grupos experimentales.- Se utilizaron
40 ratas macho Wistar de 2 meses de edad, con un peso promedio de 253.3 £ 45.9 gr,
de las que se obtuvieron dos muestras de 1 ml de sangre por puncioén de la vena caudal;
una de las muestras fue heparinizada y utiizada para determinar la concentracion de
hemoglobina glucosilada; la otra muestra no se heparinizd y se centrifugd a 1700 rpm
durante 15 min para obtener el suero, en donde se determiné fa conceniracion inicial de
glucosa. Simultaneamente se valoré la presencia de glucosa en orina.

Los animales no inducidos y los inducidos a la DMID fueron distribuidos al azar en 4
grupos experimentales, quedando de la siguiente manera:

a} Grupo control (RN).- 10 animales

b) Grupo diabético sin tratamiento (RST).- 10 animales

c) Grupo diabético con glicina (RCG).- 10 animales

d) Grupo diabético con taurina (RCT).- 10 animales

Todos los grupos experimentales recibieron la misma alimentacion y estuvieron bajo las

mismas condiciones ambientales durante el experimento.

5.2.- Proceso de diabetizacion.- Se les administro una dosis Unica de 50 mg/kg de peso
por via intramuscular de estreptozotocina (Sigma, St. Louis Mo., USA)) (STZ) disuelta en
agua estéril (pH= 5.0) (60). En el grupo control se administré Gnicamente el vehiculo. A
los 7 dias se comprobd la diabetizacion de los animales determinando |a presencia de

glucosa en sangre { > 200 mg/dl) y en orina.

5.3.- Administracion de los amincacidos.- Se probaron distintas concentraciones de los
aminoacidos antes de iniciar su administracion, encontrdndose problemas como la
presencia de diarrea en los animales que recibiercn concentraciones elevadas de glicina
y de taurina. Finalmente se encontrd que usando la glicina al 1 % y la taurina al 0.5 %
como las concentraciones mas altas, los problemas mencionados desaparecieron.

Al comprobar la diabetizacion y la glucosuria, se inicié la administracion con los
aminoacidos glicina (1 % p/v) (Hampshire Chemical, Texas USA.), y taurina (0.5 % p/v)
(Sigma) diluidos en agua estéril, los que fueron tomados ad fibitum por los animales por

un periodo de 6 meses.
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5.4.- Obtencion de las muestras bioclogicas.- Cada 30 dias, un animal perteneciente a
cada uno de los grupos fue sacrificado para realizar el andlisis histopatolégico; se
tomaron muestras de plasma vy suero para determinar la concentracion de glucosa,
triglicéridos, colesterol {en suero) y de hemoglobina glucosilada {en la muestra con
anticoagulante) de todos los animales. Al final del experimento (6 meses) los animales
restantes fueron pesados y sacrificados para obtener muestras de sangre y de los otros

6rganocs como se describe adelante.

Suero y plasma.- Las muestras de sangre se tomaron de la vena caudal de todos los
animales cada 30 dias, recolectandose 1 ml de sangre con o sin heparina segin fuera el
caso en tubos Eppendorf estériles. L.a muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a
1700 rpm para obtener el suero y realizar las determinaciones ya mencionadas.

Orina.- También cada mes se colectd en tubos estériles una muestra de orina de todos
los animales para determinar su concentracion de glucosa con ayuda de firas reactivas
{Diastix, Bayer). Ei fundamento de esta prueba parte de la accién de la glucosa oxidasa
que cataliza |a formacion de icido gluconico y perdxido de hidrégeno por oxidacién de la
giucosa. Una segunda enzima (peroxidasa), cataliza la reaccién del perdxido de
hidrégeno con el yoduro de potasio {cromdgeno), oxidandole y dando como resultado un
producto colorido, el cual se compara con una escala estandar proporcionada por el
fabricante.

Cerebro, ojos, higado, pancreas, aorta abdominal, rifion.- Al término del tiempo de
estudio (6 meses) se anestesid a todos los animales sobrevivientes con éter y se
procedid a realizar la diseccidn para obtener los érgancs mencionados, los cuales se
lavaron 2 veces con solucién salina fisiolégica y se fijaron en formol al 10 %. Una
excepcion fue la aorta, ya que después de lavarse se incubd con acido acético 0.5 M
durante 2 horas a 25 °C .

Células mononucleares totales.- A los 6 meses de estudio se obtuvieron por puncion
cardiaca 8 ml de sangre toal con jeringa heparinizada. La muestra se diluyé 1:4 con
medio de cultivo RPMI-1840 (Sigma) y se purificaron las células mononucleares totales
(MNT) por medio de gradiente de Ficoll-Hypaque en proporcién de 1:3 (Nycomed, Co.).
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Ya separadas se lavaron una vez con 10 ml de medio de cultivo sin suerc fetal de
ternera Se procedi6 finalmente a sembrar 200 000 células por pozo en medio RPMI con
suero de ternera fetal al 10 % en placas de cultivo de 96 pozos, y se mantuvieron en
cultivo a 37 °C y atmosfera de CO, al 5 % durante 24 horas. Al término de este fiempo
las células fueron estimuladas con 5 g por poze de Concanavalina A (Con A) o bien
con 10 pg de fitohemagiutinina (PHA) por pozo durante 18 horas. Posteriormente se
marcaron con 1 HCi de timidina tritiada (Ammersham, Life Science) por pozo por otras 18
horas, y se colectaron en una cosechadora de células (Brandel USA). El papel filtro
utilizado (Whittaker, M.A. Bioproducts) se deshidraté por 72 horas a temperatura
ambiental y posteriarmente se colocd en viales, en donde se le adicionaron 3 ml de
liquido de centelleo; la cantidad de radiactividad se determiné en un contador de
radiacion beta y los resultados se expresaron en cuentas por minuto (cpm). Todos los

ensayos se realizaron por triplicado,

5.5.- Medicion de glucesa, trighcéridos, colesterol y hemoglobina glucositada;

Glucosa.- Se utilizoé el "kit"de Bioxon (cat. 519). Se colocaron 20 pl de agua destilada
(blanco), 20 1l de suero (muestra) o bien 20 pl de una solucién con una concentracion
conocida de glucosa en tubos estériles, mas 2 ml del reactivo que contiene ortotoluidina.
Se mezclaron bien y se colocaron en bafo de agua hirviendo por & min. Posteriormente
se enfrid con bafio de agua y hiela por 3 minutos y se determind la absorbancia a 630
nm (Espectrofotémetro Perkin Elmer, Lambda 11). La concentracion de las muestras se
determind por la siguiente formula:

Glucosa (mg/dl)= Absarbancia de (a muestra X 100

Absorbancia del patrén

Triglicéridos.- Su determinacidn se realizé enzimaticamente en el laboratorio de analisis
clinicos del Instituto Nacionai de Enfermedades Respiratorias, per medio del "kit" para
triglicéridos de la compaiia bicMérieux {catalogo 61 236), cuyo principio se hasa en ia
separacion de los triglicéridos obteniéndose glicerol mas Acidos grasos; posteriormente
el glicerol por medio de la gliceroguinasa produce glicerol-3-fosfato, de este Uitimo
producte se cbtiene fosfato de dihidroxiacetona por medio de [a glicerol-3-fosfato

oxidasa, se adiciona ahora peroxido de hidrégeno mas paraclorofenol mas
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amino-4-antipirina, en donde con ayuda de la enzima peroxidasa se obtiene un producto

colorido.

Colesterol. La concentracion se valord en suero utilizando un “kit* {Sigma, cat. 352), el

cual determina enzimaticamente la cantidad de colesterol. Se prepard el reactivo a

temperatura ambiental y se colocd 1 mi por tubo, en donde se adiciond un volumen de

10 pt de agua, de muestra problema, o bien 10 ul de! estandar. Se mezcld por inversion

suave, incubandose durante 5 min a 37 °C. Se leyd la absorbancia a 500 nm. La

concentracion de colesterol se determiné de acuerdo a la férmuia;

Colesterol dei suero (mg/dl)= Absorbancia del problema X concentracion del estandar
Absorbancia del estandar

Hemoglobina glucosilada.~- Se utilizaron columnas de afinidad por intercambio catidnico
para determinar la concentracién de este tipo de hemoglobina (HELENA, cat. 5351).
Cincuenta microlitros de sangre total se mezclaron perfectamente con 400 pl de solucion
de lisis, de aqui se tomaron 100 pl y se colocaron en la columna por 8 min. Al término de
este tiempo se adicionaron 4.5 ml de la primera solucién de desarrolio que eluye la
hemoglobina no glucosilada, 1a que se recolectd en un tubo distinto al utilizado para
hemolizar la muestra. Esta se llevd a 15 ml totales con agua destilada. Un tubo nuevo
fue colocado en la base de la celumna y se adicionaron 3 ml de la segunda solucién de
desarrollo que permitidé la elucion de la hemoglobina glucosilada. Los fubos fueron
tapados y mezclados 3 veces antes de leer en un espectrofotdmetro  (HemmeSpec®
Plus) a 415 nm. Se leyd primero la solucién con ia hemoglobina glucosilada y
posteriormente la solucién conteniendo a la hemoglobina no glucosilada, el aparato
realizd automaticamente los célcules y determiné el porcentaje total de hemoglobina

glucosilada.

5.6.- Determinacion de colagena.- Las muestras de la aorta después de ser lavadas con
solucién salina fisiolégica se incubaron con acido acético 0.5 M (Sigma) durante 2 horas
a 25 °C con el objeto de solubilizar las moléculas de coldgena que aln ng mostraran
enlaces cruzados, posteriormente el acido fue decantado y almacenado en un recipiente.
El tejido restante fue deshidratado e incubado por 72 horas con HCI 6M para extraer
todas las moléculas de colagena altn presentes en éste. El mismo procedimiento
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mencionado se llevé a cabo con el acido acético almacenado. En ambos casos se
eliming el &cido clorhidrico por evaporacion y se determiné el contenido de colagena por
el método de Woessner (por determinacién de la concentracién de hidroxiprolina). Se
obtuvo una curva patrén de hidroxiprolina, en donde a cada concentracion de la curva
asi como a cada muestra problema (volumen de 100 yl), se le adiciond 1 mi de solucion
de cloramina T 0.05 M (Sigma, Co.) por 20 min a temperatura ambiental. En seguida se
agregd 1 mi de acido perclorico 3N (Productos Quimicos Monterrey) a cada tubo, y
posteriormente se adiciono 1 ml de una solucion de paradimetiaminobenzaldehido al 20
% en metilcelosolve {Sigma, Co.). Las muestras fueron incubadas durante 20 min a 60
°C. Transcurrido este tiempo se leyd la absorbancia en un espectrofotémetro a 560 nm
(Perkin Elmer lambda 11). A los resultados obtenjdos de la curva patrén se les realizd
una regresién lineal de donde fueron estimadas las concentraciones de hidroxiprolina de
las muestras experimentales. A [os valores encontrados se les multiplicd por un factor de
7.5 que corresponde a la relacion de hidroxiprolina existente en cada cadena de
colagena para obtener la cantidad de colagena total presente en la muestra. Se expreso

lo obtenido como porcentaje de colagena total del tefido (142 ).

5.7.- Histopatologia de rifidny, higado, pancreas y ojo.- A los 6 meses (término del
estudio) los animales scbrevivientes se sacrificaron y se disecaron los érganos
completos de los cuales se tomaron fragmentos que fueron lavados previamente en
solucién salina fisioldgica para posteriormente ser fijados en formol al 10%. Estas
muestras fueron procesadas y analizadas en el Laboratorio de Investigacion en
Morfologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, en donde el patdlogo

realizd el andlisis de las muestras a doble ciego.

El animal diabético presenta entre otras alteraciones: polifagia derivada de la necesidad
de cubrir sus necesidades de glucosa por medio del alimento al no poder usar
adecuadamente la glucosa circulante; polidipsia derivada de la deshidratacion por el
exceso de orina producida (poliuria) por ef organismo para eliminar &l exceso de glucosa
sanguinea. Por estos motivos consideramos importante comparar la cantidad de
alimento ingerida y la cantidad de éste desechada a fravés de la excretas; de manera
semejante se pensd en comparar la cantidad de agua ingerida con la cantidad pérdida

por medio de la orina. Para realizar lo anterior, se mantuvo a los animales sobrevivientes
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ai termino del experimento por 72 horas previas a la realizacion de las mediciones
mencionadas en cajas metabdlicas, con la finalidad de acostumbrar a los organismos a
éstas. Al terminar este periodo de tiempo se procedié ahora a pesar la cantidad tota) de
alimento consumido por 24 horas y se obtuvo el promedic mas la desviacion estandar; se
siguié el mismo procedimiento con la cantidad de heces producidas a las 24 horas, el
procedimiento mencionado se realizdé por 2 dias. El promadio de peso de las heces se
dividié entre el peso promedio de alimento ingerido y se multiplicd por cien para obtener
el porcentaje gue representaron las heces con respecto al total de alimento ingerido. Se
realizo el mismo procedimiento con respecto a la orina y a la cantidad de agua ingerida
de los distintos grupos estudiados.

Hay que mencionar que se tuvo cuidado al cuantificar la cantidad de excretas para que

no pudiera verse influido su peso con restos de alimento.

5.8.- Inhibicién de la glucosilacion no enzimatica in vitro utiizando al aminoacide glicina.
Para demostrarlo se utilizé suero total de humano, hemogiobina humana, albumina
bovina e inmunegiobulina G (1gG) humana.

Las concentraciones finales fueron las siguientes: se usaron 100 mg/di de proteina total,
glicina no marcada a una concentracién de 100 mg/dl y glucosa marcada con C" a una
concentracion final de 400 mg/di y con una marca de 10 uCifdl.

Cada una de las proteinas y el suero total, se incubaron en un tubo con glucosa marcada
radiactivamente. En tubos distintos bajo las mismas condiciones, estos compuestos se
incubaron ademas con la glicina. El tiempo de incubacion fue de 72 horas a temperatura
ambiental, y al finalizar se precipité la proteina correspondiente con sulfato de amonio.
Para realizar esto en el caso del suero total, se utilizé una cencentracion de sulfato de
amonio del 90 %, para [a hemoglobina se usé una concentracién del 80 %, para la
albiimina del 45 % y al 33 % para la 19G. El precipitado se resuspendid en 200 pl, de
donde se tomaron 100 Wl que fuercon colocados en papel filtro y dejados secar a
temperatura ambiental. El papel ya seco se colocd en viales en donde se adicionaron 3
ml de liquido de centelleo, se mezclé con ayuda de un vortex y se leyd en un contador de
centelleo. El porcentaje de inhibicién de la glucosilacién no enzimatica, se obtuvo al
comparar las lecturas obtenidas de los tubos de proteinas incubadas con glucosa sin
glicina, con las obtenidas de los tubos de proteinas incubadas con giucesa y glicina
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5.9.- Histoquimica de cortes de cerebro por congelacion usando lectinas,
Lista de lectinas que reconocen acido sidlico, utilizadas para el marcaje de los cortes de

cerebro por congelacion.

Qrganismo de origen de la lectina oligosacarido reconocido

Sarmbucus nigra (SNA} NANA (02,6} Gal/GalNAc
Maackia amurensis (MAA) NANA(a2,3) Gal
Limulus polyphemus (LPA) NANA

Machrobranchium rosembergi (MR) | O-acetil-stdlico

NANA - Acido sidlico o N-acetil-neuraminico

Después de ser lavado e cerebro con sclucién salina fisioldgica, fue cubierto
completamente por resina sintética tissue-tek (Miles Inc, USA) que impide la degradacion
del tejido por el proceso de congelacion y sumergido inmediatamente después en
nitrogeno liquido durante 3 minutos. Al término del tiempo se mantuvo a - 70 °C en un
ultracongelador (REVCO, Inc. USA). Para el andlisis con lectinas se tomarcon cortes
transversales de 3 mm de grosor de la parte media del cerebro (indicada con una flecha
en la figura 4), abarcando los dos lobulos cerebrales, de esta porcion se realizaron
cortes por congelacion con un grosor de 7 pm.

Los cortes fueren colocades en un portachjetos, se fijaron con acetona-cloroformo (1:1
viv) por 10 minutos, y se lavaron 2 veces con PBS-Tritdn X100 (0.01 %), incubandose
finalmente con suero de rata al 10 % en PBS durante 15 minutos. Se volvid a lavar de
manera similar a la ya mencionada, Se incubarcn con 3 i de lectina por 15 min y se
repitié el procedimiento de lavado. Se incubd ahora cen streptavidin-peroxidasa por 15
min. Nuevamente se lavd, y finalmente se reveld con diaminobenzidina (1 mg por cada
3.3 ml de PBS), hasta ver aparecer manchas de color café; en este momento se layo la
preparacion con PBS-Triton para detener la reaccién. Finalmente el corte se cubrié con

PBS-glicerol en proporcion de 1:1.
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Figura 4.- Representacion esquematica del cerebro de rata, en donde la flecha indica la
zona estudiada en este trabajo.

Anélisis estadistico.- Se realizo las pruebas de Tukey y de Dunnett en donde una p< 0.05
fue considerada como estadisticamente significativa, las comparaciones se realizaron
entre los animales normales vs los demas grupos (*p< 0.05), y entre los animales
diabetizados sin tratamiento vs los grupos RCG y RCT (°p< 0.05 ).

En figuras y tablas a menos que se indique lo contrario se muestran el promedio + error

estandar.
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7.0.- RESULTADOS

7.1.-Peso y valores bioquimicos encontrados en los grupos experimentales.

Peso.- Los animales de los distintos grupos experimentales fueron pesados cada 30

dias durante los 8 meses que duré el estudio, los valores obtenidos se observan en la

tabla 1.

Tabla 1.- Promedic de peso {en gramos) de los animales normales y diabetizados por

mes de estudio (promedio * error estandar).

Mes de|Ratas normales|Ratas diabéticas|Ratas diabéticas |Ratas diabéticas

estudio (RN} sin  tratamiento { con glicina | con taurina

(nimero de (RST) (RCG) (RCT)

animaies)
1(10) 357.5+16.3 2268+11.4* | 218.0+154" 202.2+13.5*
29 4208+ 186 2328+142* | 2257 +165* | 2058+ 187*
3(8) 5405 +9.2 2205+252* | 2328+%184* 231.7+18.3*
4 (7) 583.0%£75 216.0+£195* | 251.6+249* | 2496+16.2*
5 {8) 623.0+10.2 2129£119* | 281.7+£217* | 2654 +171"
6 {5) 543.0 +16.1 191.22207* | 314.4+147™° | 2806+ 206™°

(* grupo RN vs todos los grupos p< 0.01, ° grupo RST vs los grupos RCG y RCT p< 0.01)

En la figura 5 se muestra Unicamente como se modifica el peso en los grupos

diabetizados conforme transcurre el tiempo del experimento. Los animales tratados con

los aminoacidos mostraron menor pérdida de peso en comparacién con el grupo sin

tratamiento.
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Figura 5.- Variacién de peso en ratas diabetizadas, tratadas y no tratadas con
glicina o taurina.

mes
Se muestran los promedios * el error estandar

** p<0.05

Giucosa en sangre.- La concentracién de glucosa en los grupos experimentales
después de diabetizar pero antes de comenzar la administracion de los amincacidos fue
la siguiente: el grupo RN tuvo una concentracién inicial de 102.2 + 4.5 mg/dl, en los
animales diabetizados se tuvo como promedio 298.4 = 3.3 mg/d! (antes de separarlos en
los diferentes grupos). Con estas caracteristicas se distribuyeron los animales al azar y
se comenzd la administracion de los aminoacidos (glicina 1% o taurina 0.5 %), disueltos
en agua estéril y asi la tomaron ad fibitur. Las diferencias que se pueden considerar
como mas significativas se observaron en el sexto mes, en donde la concentracion de
glucosa de los animales tratados con glicina o taurina {(185.0 + 12 y 175.2 £ 1.8 mg/d
respectivamente) estuvieron por abajo de la mitad de la concentracion mostrada en el
grupo R3T (420.0 £ 67 mg/dl).
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Figura 6.- Concentracién de glucosa en sangre de ratas normales y diabetizadas
{tratadas y no fratadas con glicina o taurina).

Se muestran los promedios + el error
estandar
* *p<0.05

Glucosa en orina.- Si bien Ia cantidad de glucosa en orina no se considera un factor
clinico confiable por los altibajos que se encuentran cominmente al determinarla, es un
buen marcador para determinar alteraciones en la absorcion de la glucosa en el rifién.
En la tabla nimero 2, se puede observar que las ratas del grupo RN nunca mostraron
eliminacién de glucosa, mientras que en los grupos restantes se determind gran
concentracién en otina. A pesar de que el andlisis estadistico solo encontrd diferencias
en los primeros meses, en los animales sin tratamientc existid siempre una mayor
cantidad de glucosa, en contraparte a los animales en donde se administrd como
suplemento a los aminoacidos glicina y taurina mostraron menor eliminacion de este

carbohidrato por orina.
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Tabla 2.- Concentracion de glucesa en orina en mg/dl en los animales normales y

diabetizados sin y con tratamiento. Promedios mensuales £ error estandar

Mes de estudic RN RST RCG RCT
(nimero de
animates)
1(10) 0.0 8916 +132.8 550079 800.0+1233
2(9) 0.0 1177.0+£22686 | 256.6+67.98° | 593.7 +117.3°
3(8) 0.0 1500.0+£188.7 | 508.2+53° | 2214+5089°
4 {7} 0.0 1042.8+187.5 | 800.0+1511 | 708.0+t 1186
5(6) c.0 1500.0+£2233 | 950.0+253.1 | 750.0+114.3
6 (5) 0.0 1200.0+160.2 | 630.0+183.3 | 825.0+156.5
(°p< 0.01)

Hemoglobina glucosilada.- Inicialmente ef valor porcentual promedio de hemoglobina

glucosilada fue de 2.9 £ 0.01%. Al primer mes, no existieron diferencias en la cantidad

de hemoglobina glucosilada en los grupos RST, RCG y RCT. Al término de 6 meses en

el grupo normal se obtuvo una concentracion de 3.2 * 0.26 % de hemoglobina

glucosilada, en el grupo RST fue de 7.2 + 0.2, ¥ en los animales tratados con glicina o

taurina fue de 56 + 0.3 y de 55 * 0.2 % respectivamente. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas por lo que podemos decir que estos

aminoacidos

influyeron en la glucosilacion no enzimatica de la hemoglobina en los organismos a los

cuales se administraron (tabla 3).
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Tabla 3.- Porcentaje de hemoglobina glucosilada en las ratas normales, diabetizadas sin
tratamiento, y en las diabetizadas que recibieron como suplemento a la glicina o a la

taurina. Resultados de! primero, tercero y sexto mes de estudio.

Mes de estudio RN RST RCG RCT
{nimero de
animaies)
1(10) 29+0.03 35:08 315+ 0.44 29+06
3 (8 264003 B.S5+ 0.05* 55+0.08*° 8.0+0.07 *°
& (5) 3.2+02 72+026* 56+0.3*° 55+02*°

Promedio = error esténdar. (* pg 0.01, °p< 0.01)

Colesterol.- A los tres meses del estudio la concentracion de colesterol del grupo RST se
encontro ligeramente por encima de la mostrada por los deméas grupos (tabla 4). Ai final
del trabajo en las ratas RN se tuvo una concentracion de 216.7 £ 17.8, en las RST 330.8
+ 21.0, en las RCG 1946 + 116 y en las RCT 243.7 + 20.1 mg/dl. No existieron
diferencias estadisticas significativas al comparar a los grupes RN, RCG y RCT entre si;
donde si existieron diferencias estadisticas fue en la comparacion realizada entre los
grupos RCG y RCT con respecto a los animales pertenecientes al grupo RST.

Tabla 4.- Niveles de colesterol en mg/dl (promedio * error estandar) en cada uno de los

grupos experimentales al primero, tercero y sexto mes de seguimiento

Mes de estudio RN RST RCG RCT
(ndmero de
animaies)
1{10) 1339127 1476 £3.28 152.0 £ 4.0 154.0+£53
3(8) 950146 130.0£7.4" 110.0£5.3 100.0+£3.8"
6 (5) 2167 £17.8 330.8%21.0* | 1946+21.0° | 2437 £20.1*°

("p <005, °pz0.01)
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Concentracién de triglicéridos.- Al primer mes de tratamisnto en los animales RCG y RCT
se observaron concentraciones relativamente més elevadas de triglicéridos. Los datos
obtenidos para RST son muy semejarites a los encontrados en el grupe RN, en donde no
existieron diferencias significativas entre estos dos grupos. No sucede asi a los 3 meses
en donde 1a concentracién del grupo RST y del RCT se elevan de manera significativa,
mientras que los grupos RN y el RCG muestran valores muy semejantes (no existieron
diferencias significativas). Al término del estudio en los grupos RN, RCG y RCT Ia
concentracién de triglicéridos fue claramente inferior a ta mostrada por los animales del

grupo RST, el analisis estadistico indicé diferencias significativas (p< 0.05).

Tabla 5.- Concentracion de trglicéridos en e suero de los animales normales,
diabetizados sin tratamiento y diabetizados con suplemento de glicina o taurina.

Resultados del primero, tercero y sexto mes de estudio {mg/d).

Mes de estudio RN RST RCG RCT
{nimero de
animales)
1(10) 492+33 57.8+8.1 96,6 +10.9 87.5+9.07
3(8) 220.0%£6.3 11000813 | 290.0+£11.6° | 10000 £63.6*
6(5) 1317+ 102 | 10256+581* | 1333129 | 1422%7.1°

(promedio £ error estandar) {* p< 0.05, ° p< 0.05)

Estimulacién de células mononucleares totales (MNT).- A los seis meses de tratamiento
los animales fueron sacrificados y se purificaron las MNT, las cuales se estimularon con
las lectinas; concanavalina A (Con A) y fitchemaglutinina (PHA). Como podemos
observar en la tabla 6, la capacidad de respuesta de las células obtenidas de los
animales pertenecientes a RST mosiraron menor capacidad de respuesta ante los dos
diferentes estimulos mitogénicos que |as pertenecientes a RCG y RCT. Es importante
enfatizar que la mayor respuesta al estimuio fue observada en las células MNT
provenientes del grupo RCG (semejante a la respuesta obtenida en el grupo RN), en
seguida fueron las MNT de! grupe RCT y finalmente las de los animales pertenecientes a

RST. Si tomamos en cuenta los indices de estimulacion se observa que mientras las
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MNT del grupo RST no tuvieron respuesta ante el estimulo mitogénico, los animales

diabetizados tratados con glicina y taurina ademds de incorporar mayor cantidad de

timidina, presentaron indices de estimulacion casi del doble con respecto a la basal

(incorporacion de timidina de las células no estimuladas), aunque es importante hacer

notar que as células proveniantes de las ratas def grupo RN tuviercn entre 4 y 5 indices

de respuesta a la estimulacién con respecto a la basal. El andlisis entre el grupo RST

con respecto a los grupos RCG y RCT si mostrd diferencias significativas.

Tabla &.- iIncorporacién de timidina tritiada expresada en CPM en células mononucleares

totales estimuladas con mitégenos, procedentes de los animales normales y de los

animales diabetizadas sin y con supiemento de aminoacidos.

RN (L.E) RST(L.E) RCG(L.E) RCT(I.E)
Aclividad { 4080 + 557 (1.0) 1842 £ 205 (1.0)* | 7100+ 290 (1.0} * 3100+ 226 (1.0)*
Basal
ConA 17256 £ 368 (4.2) | 1876 £241 (1.0p" 13080 + 7152 + 1296(2.3)*
2191(1.8)*,°
PHA, 21158 £ 1160 (5.1) | 2020 £ 279 (1.0)* | 14150 £ 612 (1.9)*,° | 5980 £ 1073 (1.9)*,°

{promedio t error estandar) (* p< 0.05, °p< 0.05)
n=5 animales por grupo, cpm= cuentas por minute, |.E= indice de estimulacién
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7.2.- Resultados del analisis histopatoiégico.

Cada 30 dias un animal de cada grupo fue seleccicnado al azar y sacrificado para
buscar probables diferencias en el grado de dafio histopatoldégico en los principales
organos afectados en la diabetes mellitus sélo se encontraron diferencias significativas
en este aspecto hasta el sexto mes del estudio y son los resultados que se presentan en

las siguientes tablas y fotografias..

En rifidn.- A nivel de glomérulo se observd glomerulosclerosis en todos los grupos de
animales diabetizados; sin embarge se observé un aspecto interesante en relacién al
engrosamiento de la membrana basat glomerular, ya que se encontré un mayor grado de
engrosamiento en la membrana basal de los animales no fratados con los aminoacidos
(figuras 7, 8, 9y 10).

Con respecto al grado de tubulonefrosis valorado en los grupos estudiados, se

obtuvieron los resultados que podemos visualizar en 1a siguiente tabla,

Tabla 7.- Nivel de tubulonefrosis en rifdn de ratas normales y ratas diabetizadas
suplementadas con los aminoacidos glicina o taurina a los 6 meses de estudio.

No. de animal RN RST RCG RCT
1 0 1 1 1
2 0 1 1-2 1
3 0 1 1 1
4 0 1-2 1 1
5 0 1-2 12 1

Grado de dafio: 0= ausente, 1= {eve o escaso, 2= moderado, 3= grave o abundante
n= 5 apimales por grupo

La tubulonefrosis se evalud en los grupos normales como en los diabetizados, vy se
consideraron 4 niveles de daho, como ios datos indican no se tuvieron diferencias
significativas en los grupos de animales diabetizados, aunque podria mencionarse la
presencia de [a alteracién de manera similar entre los grupos RST y RCG,
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Figura 7.- Glomérule de una rata diabetizada sin tratamiento. Como s& puede observar existe una gran
proporcién de membrana basal glomeraiar teflida (mby), asi como de membrana basal capsular (be).
Tincidn metenamina de Jones (aumento 100 X).

Figura 8.- Glomérylo de una rata diabética tratada con glicina durante 6 meses. Si comparamos con {a
figura anterior pedernos observar que exisle un menor porcentaje de mb tefuda al utitizar metenamina de
Jones {100 X). ¢ membrana basal capsular.



Figura 9.- Glomérulo de rata diabética tratada con taurina durante 6 meses. En ej glomérulo de los
amimales que recibieron como suplemento a la taurina se enconird una menor exprésion de membrana
basal glomerular {(mb}, de manera semejante a lo encontrado en los animales que recibieron glicina (100
X)

Figura 10.- Glomérulo de rata normal. Si se compara esta figura con las anteriores, podemos mencionar
que la tincion de la mb es similar entre los animales normales y 1os diabéticos tratados con glicina 0 con
taurina (tincidon metenamina de Jones, aumento 100 X).



En la tabla 7a se muestran los resultados obtenidos al mantener a los animales en cajas

metabdlicas.

Tabia 7a.- Porcentaje obtenido al comparar la cantidad de excretas producidas con
respecto al total de alimento tcmado por cada animal, asi como de la orina producida con

respecto al agua ingerida (promedio + error estandar).

Grupo gr.excretas/gr.alimen Vol.orina/vol.de
to agua
RN 396+87 % 52064 %
RST 640+34% * 1011+ 144 % *
RCG 447 +4.1% ° 76.4+09%
RCT 465+05% ° 794+£108%

Se muestran los resultados promedio de las mediciones realizadas a los seis meses de

estudio vy llevadas a cabo por 2 dias, cada 24 horas(*p< 0.05, °p< 0.05).

Valoracion de la infiltracion de glucégeno en el rifdn.- En la infiltracion de glucégenc
encontramos a las células de Armanni-Ebstein con gotas de glucogeno derivadas
directamente de la elevada glucemia, por lo tanto es una lesidén reversible con un
adecuado control de los niveles de glucosa sanguinea en el organismo diabético. En la
tabla 8 se muestran los resultados encontrados en los animales estudiados. Los
animales sin tratamiento fueron los que presentaron a mayor escala este tipo de dafo,
les sigue el grupo RCT vy finalmente el grupo RCG. Se puede mencionar que los
resultados obtenidos en este Gltimo grupo son parecidos a los del grupo de animales
normales, lo cual podria indicar que la regulacion de la concentracion de glucosa en el
animal diabético disminuye [a infiltracion de glucdgeno en el rifidn, esto se demostrd en

los animales tratados con glicina.
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Tabla 8.- Resultados del estudio de la Infiltracion por glucégeno en el rindn de ratas
normales, diabetizadas sin tratamiento y ratas diabetizadas tratadas con los aminoacidos

glicina o taurina. Tiempo de tratamiento de 6 meses.

No. de animal RN RST RCG RCT
1 1 2-3 2
2 0 3 1 2
3 1 2-3 1 2
4 0-1 3 1 2-3
5 0 3 1 1

Presencia de dafio: 0= ausente, 1= leve o escaso, 2= moderado, 3= grave o severo

n= 5§ animales por grupo

Alteraciones en higado.- En fa tabla 9 se muestran los resultados del analisis
histopatoldgico realizado al higado. Se reportan seis alteraciones en donde sclo la
presencia de giucogeno se puede considerar como representativa del diabético. En los
hepatocitos de los 5 animales que conformaren el grupo RCG se encentrd la
madificacion, en 3 animales del grupo RCT, en 2 individuos pertenecientes al grupo RN,
y curiosamente en ninguno de los animales pertenecientes al grupo sin tratamiento que

es en donde se esperaria un mayor dafo.
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Tabla 9.- Alteraciones histopatolégicas encontradas en el higado de los animales
pertenecientes al grupo testigo, diabetizados sin tratamiento y diabetizados tratados con
los amino&cidos a los 6 meses de estudio (nimero de animales con la alteracion entre
paréntesis).

Grupo

RN RST RCG RCT
Alteracion
observada
Necrosis NC NO St {1) NO
mesozonal [eve
Hepatocitos S1(2) NO 51 (%) SI(3)
ievemente

positivos a
| glucdgeno

Hepatocitos  sin Si (3} Sl (5) NO St{2)
| glucégenc
Lipidosis de NO 31 2) NO NO
gota gruesa
Congestion NC Si(N NC NO
portal con datos
de hipoxia

Hiperplasia focal NO SH1) NO NO

Pancreas.- En el tejido del péncreas se encontraron 11 alteraciones, sin embargo, no
existieron datos que marcaran alguna diferencia fundamental entre los distintos grupos.
Un aspecto interesante observado, es la presencia de regeneracion del pancreas
exécrino en algunos individuos pertenacientes a los grupos RCG y RCT, caracteristica
gue no se encontré en el grupo RST.
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Tabla 10.- Cambios patologicos encontrados en el pancreas de animales normales y
diabetizados (nimero de animales que muestran la alteracion entre paréntesis) a los seis

meses de estudio.

Grupo
RN RST RCG RCT
Alteracion
observada

Disminucién en
el nimero vy NO Sl (5) S1(5) Si(5)
tamanfo de los
islotes

Regeneracion
de pancreas NO NO Sl (2) S (2)
exocrino

Células NO NO Sl (3) NO
binucleadas

Hiperplasia de
conductillos en NO NO SN S
porcidn exécrina

Sin cambio Si() NO NO NO
aparerie

Porcion
endocrina NO S1 (2 NO NO
atréfica

Insulinitis Sl NO NO NO

Infiltrado
inflamatorio S NO NO NO
monopuclear en
| grado leve

Vacuolas en S NO NO NO
porcion exéderina

Porcion exdéerina NO SI{1) NO SH{1)
degenerada

n= 5 animales por grupo

En el ojo se valoraron dos alteraciones, la presencia de opacidad {leucocoria) 1a cual se
visualiza como una masa blanca dentro del globo ocular que varia en densidad de
acuerdo a la gravedad del daiio, y la presencia de microaneurismas. Se encontré que en
el grupo de ratas normales 4 de ellas no mostraron alteracién y tnicamente 1 animal
presentd leucocoria en grade leve. En el grupo RST, 2 ratas tuvieron la alteracién en
grado leve y 3 en grado moderado, En los animales del grupo RCG, tres ratas no
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mostraron la alteracidn, 1 la presentd en grado leve y una en grado moderado. Con

respecto a los animales del grupo RCT, en tres individuos se encontrd opacidad en

grado leve y dos la presentaron en grado moderado.

Con respecto a la presencia de microaneurismas se encontraron principalmente en los

animales diabéticos de los grupos sin tratamiento y tratados con taurina.

Tabla 11.- Presencia de leucocoria y de microaneurismas en los ojos de animales

normales, y diabetizados sin y con administracion de los aminoacidos glicina o taurina.

RN RST RCG RCT
Alteracién
Opacidad del ojo | sin opacidad {4)leve (3] ¥ sin opacidadi leve {3) y
y leve (1) moderado (3) (3), leve {1} y|moderade (2)

moderado (1)

Microangurismas

sin cambin (5)

presentes (4)

presentes (1)

presentes (3)

Individuos con la alteracion entre paréntesis

n= 5§ animales por grupo
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Célagena en Aorta.- No existieron diferencias significativas en el porcentaje de coldgena
soluble enfre los grupos control v los grupos diabetizados, tal y como se observa en la
tabla nimero 12.

Tabla 12.- Porcentaje de coldgena soluble con respecto a coldgena total en aorta
abdominal de rata a los 6 meses de estudio (promedio £ D.E).

Grupo RN RST RCG RCT

Parcentaje (%) 5.82+1.24 6.84+078 59851095 6.35+0.37

n= 5 animales por grupo.

8.0.~ Inhibicion de la glucositacion no enzimatica /i viro utilizando glicina.- En la tabla 13
se muestran los resultados obtenidos al incubar suero total, atbdmina, hemogiobina o
inmunoglobulina G (IgG) con glucoesa marcada con carbong 14, con o sin glicina.

Se observa en estos resultados que a las 72 horas hay una disminucion del 20 % en la
incorporacidn de glucosa marcada al incubar suero tofal con glicina, de un 30 % en el
caso de la albuimina, del 54 % para la hemoglobina y finalmente de un 42 % en el caso
de la lgG. Como podemos observar la incubacion con glicina provoca una disminucion en

la unidn de la glucosa con las proteinas utilizadas en este trabajo.
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Tabla 13.- Inhibicion de la glucosilacion no enzimatica en suerc total, alblmina,

hemoglobina e inmunoglobulina G incubadas con glucosa marcada con carbono 14 y

glicina {se muestran los promedios + error estandar de fres experimenteos).

Proteina cpmD.S porcentaje de sulfato FPorcentaje de
de amonio usado para | disminucion en las
precipitar cpm
ST +glu 50072 £ 826.7 90 %
ST+ glut dii 39958 + 1471~ 90 % 20 %
sin precipitar 398509
Alb + glu 42286 +713.6 45 %
Alb.+ glu+ gli 20885 + 1470.5 * 45 % 30 %
sin precipitar 425475
HB + glu 51103 £ 736.1 60 %
HB + glu + gli 23648 £632.7 * 60 % 54 %
sin pracipitar 416740
19G + glu 36834 & 4555 33 %
laG +glu + gli 21521 +326.7 " 33 % 42 %
sin precipitar 475643

Abreviaturas: ST= suero total, Alb= alblmina, HB= hemoglobina, IgG= inmunoglobulina

G, glu= glucosa, gli= glicina, cpm= cuentas por minuto.

(*proteina-+glucosa vs proteina + glucosa + glicina, p < 0.05)

9.0.- Resultades de la histogquimica con lectinas.- Entre las estructuras reconocidas con
las lectinas utilizadas (SNA, MAA, LPA vy MR}, estan las meninges (figura 11), plexo
coraideo (figura 12), células perivasculares (figura 13), y cuerpos neuronales (figura 14).
Las estructuras mencionadas fueron reconocidas en general en todos los cerebros
estudiados sin importar el grupo. Las diferencias importantes se encontraron con
respecto al grade de fincidn. Se observé una mayor intensidad en la tincién con las
lectinas LPA y MR en los vasos de cerebros provenientes de animales no fratados con
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los aminodcidos glicina o taurina (figuras 15), con respecto a los cerebros de los
animales que recibieron a los aminogcidos {figuras 16 y 17). Otra diferencia encontrada
es fa definicion de los cuerpos neurcnales obtenidos con fa lectina MR en cerebros
provenientes de indwiduos normales del grupo RN, no as{ en los demas grupes

experimentales (figura 19).
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Figura 11.- Meninges. La flecha indica a las meninges tefiidas al usar a las lectinas especificas

para el acido sidlico (10 X).

Figura 12.- Plexo coroideo reconotido por las lectinas biotiniladas especificas para el acido
sialico (flecha, 40 X)
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Figura 13.- Células perivasculares reconocidas por las lectinas usadas en este trabaje (lefra c,
10 X).

Figura 14.- Cuerpos neuronales tefiidos por las lectinas especificas para acido sidlico (flecha,
aumento 10 X)



Figura 15.- Vasos cerebrales de animales diabetizados sin tratamiento reconocidos por las

lectinas de MR (10 X). Notese la gran extensicn del vaso reconocida por las lectinas.
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Figura 16.- Tincidn de vasos de cerebro de ratas diabéticas tratadas con glicina y tefiidas con
las lectinas MR o LPS {10 X). Si comparamos con la figura anterior podemos damos cuenta
que es menor la extensién tefida por las lectinas.



Figura 17 .- Vasos sanguineos de ratas diabetizadas suplementadas con taurina, vy tefiidos con
las lectinas mencionados anteriormente, como podemos observar la porcion reconocida es
mucho menor a la observada en los vasos de animales sin tratamiento y es a su vez muy
parecida alo encontrado en las ratas diabetizadas tratadas cen glicina (10 X).

Figura 18.- Vasos de cerebros provenientes de animales normales. Al realizar la comparacién
con las figuras E, F y G podemos concluir que la expresion de cido sidlico Q-acetilado es muy
parecida entre los animales diabetizados suplementados con los aminodcidos y los animales
normales (10 X).



Figura 19.- Cuerpos neuronales reconocidos con la fectina de MR en cerebro de animales
normales (40 X).



DISCUSION

La diabetes mellitus insulinodependiente es un desorden metabdlico derivado de la
alteracion en la concentracién y/o en la actividad de la insulina; esto tiene como
consecuencia principal el incremento en la concentracidn de glucosa sanguinea lo que
acarrea posteriomente alteraciones como el aumenio en la concentracion de
triglicéndos, colesterol asi como de lipoproteinas en el suero, observandose ademas un
aumento en los procesos de glucosilaciéon no enzimatica de las proteinas (GNE) {72, 79,
81, 84} Una consecuencia muy importante de no controlar la concentracion de glucosa
en la sangre, es la formacion de los producios finales de la GNE fambién conocidos
como AGE (del inglés advanced glycosilation end products), los cuales estan implicados
de manera importante en las complicaciones crdnicas de los enfermos diabéticos (85).
Con la finalidad de evitar o disminuir la GNE se han probado sustancias naturales y
sintéticas (guanidinas, aminoacidos, efc.), y en donde por un método de competencia por
el sitio de unidn con glucosa se ha logrado obtener alguncs buenes resultados. En este
trabajo se propone, apoyados en experimentos recienies que demuestran la capacidadg
de taurina para interaccionar con glucesa in wvitro (143), a los aminodcidos taurina y al
aminodcido glicina como medios para disminuir el proceso de la GNE, [o que nos permite
proponer que con su administracicn se logrard la disminucion de la GNE de las
proteinas.

Una caracteristica de la DMID es la pérdida constante de peso por la
sobreutilizacién de las reservas de grasa del organismo, utilizadas para corregir la falta
de ATP por el mal uso de la glucosa. Esta particularidad se observé principalmente en
tos animales del grupo sin tratamiento (RST), en donde se observé que la caida en el
peso corporal se va haciendo mas evidente con el transcurso del tiempo (fabla 1 y
grafica 5); en comparacién en los grupos de ratas diabetizadas y tratadas con glicina
(RCG) o taurina (RCT), la disminucion en la masa corporal fue mayor en los primeros
meses, sin embarge, este comportamiente negative va desapareciendo llegando a
ganar masa corporal los animales a partir del 5° mes, aunque sin ilegar a ser como en el
grupo normal (RN). Esta ganancia de peso en los animales tratados con los aminoécidos
podria explicarse por la formacidn enddgena de glucosilaminodcidos, los cuales han
demostrado tener la capacidad de actuar como anabdlicos, ayudando de esta manera a
incrementar el peso del animal de manera semejante a lo observado en ratas normales a
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las cuales se administrd experimentalmente glucosilghcina a bajas concentraciones
(144). Otro aspecto interesante de los glucosilaminoacidos es su accién en el
metabolsmo de los lipidos tanto en ratas nommales como diabéticas regulando su
concentracién (145). Lo mencionado, ayudaria evitando grandes alteraciones en la masa
corporal del organismo. Al analizar la tabla 1, se puede sugernr que la glicina
administada muestra un efecto benéfico mas claro al término del estudio en
comparaciéon con la taurina.

La caracteristica primordial del individuo diabético tipo | es la alta concentracion de
ghicosa, ka que se regula con insulina principalmente. En este trabajo (como se observa
en la figura 6) la concentracion de este carbohidrato fue menor desde los primeros
meses del tratamiento en los animales diabetizados y tratados con los aminoacidos, con
respecio a los animales sin fratamiento; se observaron algunas excepciones en el tercer
mes en el grupe RCT y en el cuarto mes para el grupo RCG, en donde se elevaron las
concentraciones de glucosa. En el quinto y sexto mes los niveles de glucosa fueron
claramente inferiores en los grupos que recibieron comoe suplemento a los aminoacidos
en comparacion al grupo RST (p< 0.05). Al cotejar los valores obtenidos del grupo
normal con los de los grupos RCG y RCT, encontramos que estos Gltimos presentaron
entre 3 y 4 veces la concentracidn del grupo RN, mientras que ¢! valor promedio del
gripo RST constituyé entre 7-8 veces esta concentracion, es decir, con la
administracion de glicina o taurina disminuyé un 50 % la concentracion de glucosa en
relacion al grupo que no tuvo ningun tratamiento adicional. Es interesante el hecho de
que conforme transcurren los meses [os niveles de glucosa de todos los grupos
estudiados muestran una caida (sin llegar a igualarse), en donde se incluye al grupo
RST, este hecho lo afribuimos a la pérdida cada vez mayor de las reservas (grasas vy
proteicas) de donde pueden echar mano los animales sin tratamiento para obtener
energia o bien sintetizar glucosa, y no a la recuperacion de las células beta del pancreas,
ya que de acuerdo a lo encontrado en el estudio histopatoldgico, éstas ya no existian. En
los animales tratados con los aminoacidos, se observd que conforme transcurre el
tiempo, éstos van mostrando una menor pérdida de peso a la par de una menor
concentracion de glucosa. El andlisis estadistico indicod que no existe diferencia entre los
grupos RCT y RCG (p< 0.05) a partir del 5° mes, lo cual probablemente nos hable de un

efecto similar de los 2 aminoacidos.
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La reduccién en los niveles de glucosa en los animales tratados con los
aminodcidos, se puede relacionar en el caso de la taurina con su capacidad de union al
receptor de insulina, estimuldndose asi la captacién de glucosa (146); para la glicina se
ha llegado a proponer la axistencia de un mecanismo semejante, uniéndose este
aminocacido al mismo receptor en un sitio distinto. Se ha visto que la taurina puede
potenciar la accién de iz insulina {147), o bien activar un mecanismo de fransporte
independiente de la estimulacién de Iz accidn o de ia liberacién de insulina (148). Otra
caracteristica importante de la taurina es su capacidad de unién a la glucosa, inhibiendo
de esta manera ia GNE al impedir la interaccidn del grupo aldehido con el grupo amino
de las proteinas (137). La taurina es ademas un importante antioxidante (134),
capacidad que ayudaria a disminuir el dafio provocado por [os radicales libres que se
producen en allas concentraciones de glucosa (148). Si comparamos la habilidad de la
glicina y de la taurina para unirse a la glucosa se cbserva una gran semejanza, & taurina
es capaz de interaccionar de manera importante con la glucosa in vifro (137), y en
nuestro trabajo obtuvimos valores semejantes en este aspecto para la glicina (tabla 13).
Hasta el momento se desconoce ef mecanismo por el cual 1a glicina puede aminorar la
concentracién de glucosa circulante, pero se pueden proponer varias respuestas
posibles. Una particularidad importante de este aminodcido es su afinidad por [a glucosa
como se comprabd en este trabajo al utilizar glucosa marcada (tabla 13}, en donde se
observd una reduccion del 20 2 mas del 50 % (en las cpm) en la unién in vitro de glucosa
con diferentes proteinas séricas al incubarlas con glicina. Ofra alternativa para explicar
nuestros resultados es que como glucosilaminoacido la glicina se puede utilizar por vias
metabélicas alternas, capaces de influir en la concentracion de glucosa circulante, vias
como: la sintesis de proteinas (150), o bien por sy unidn a receptores como el del acido
gammaminobutirico (GABA), el cual al ser activado puede promover ¢l transporte activo
de glucosa y ayudar a regular el exceso de glucosa circulante en el enfermo diabético.
En ratas normales la glicina se utiliza principalmente en la biosintesis de componentes
del organismo (151).

La administracion exdgena de cualquier compuesto o aminoacido {como en nuestro
estudio), lleva el riesgo de traer consigo efectos secundarios de magnitud variable. En
ratas normales y diabéticas se ha reportado que [a administracién exdgena de glicina es
fncerporada en un bajo porcentaje (2.9 %) a la sintesis de novo de glucosa {152}, lo cual

descarta la probable elevacién adicional de este carbohidrato al utilizar un aminoaaido



glucogenico, ya que se ha observado su utilizacion principalmente para la sintesis de
proteinas (en un 83 %) (153). Otro aspecio observado e interesante para mencicnar es
la disminucién de varios aminoacidos (incluidos taurina y glicina) en el plasma del
enfermo diabético {154); esto atenuaria el rdesgo de alteraciones metabdlicas
(hiperglicinemias por ejemplo) al suplementar a los organismos con los aminodcides
estudiados. Puntos a favor de la administracion de glicina con respecto a la taurina en el
individuo diabético, es la mayor cantidad de vias bioquimicas en donde la glicina puede
ser utilizada, asi como el menor costo y toxicidad de este aminoacido para un tratamiento
a largo piazo como &s necesario en &l paciente diabético.

En la diabetes mal controlada, la concentracion excesiva de glucosa sohrepasa la
capacidad del rindn para captarla, por lo que se comienza a excretar en [a orina. En
todos los grupos diabetizados existié giucosuria durante el transcurse del estudio, sin
embarge, fue menor la concentracion excretada en los animales fratados con los
aminoacidos y aunque el analisis estadistico no mostrd diferencias significativas por 1o
general los grupos RCG y RCT desecharon una menor concentracién de glucosa por
orina. Se sabe con respecto a lo mencionado, que depende principaimente de la
concentracion de glucosa circulante (aunque existen excepciones en el humano por la
dependencia de la funcionalidad renal); por 1o tanto la disminucién observada en el suero
probablemente es la que influye para la menor excrecién por orina explicdndose asi la
menor concentracion encontrada en los animales fratados (tabla 2).

El andlisis histopatoldgico del rifidn no mostrd diferencias significativas entre los
animales suplementados y no suplementados con los aminoacidos, sin embargo, se
observo (cualitativamente) un menor engrosamiento de [a membrana basal glomeruiar en
el 1ifion de los animales que recibieron como suplemento a la glicina o a la taurina
(figuras 7-10). Existen antecedentes en donde se indica como una caracteristica del
animal diabético el engrosamiento paulatino de la membrana basal glomerular, por el
aumento en los depdsitos de lipidos y mucopolisacaridos a causa de la GNE. La unién
inespecifica de la glucosa a las proteinas de la membrana basal, provoca la
sobreexpresién de proteinas de la matriz extracelular importantes para el desarrollo de Ia
glomerulosclerosis, como: laminina B1 y las colagenas | y IV {85, 90, 155}, asi, se
favorece también la acumulacién de [ipidos y la salida inespecifica de proteinas
glucosiladas y no glucosiladas como la albamina (1586).
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Eil haber encontrado un menor engrosamiento de la membrana basal glomerular en
los animales suplementados con los aminoacidos, probablemente  indique una
disminuciéon de la GNE, dando como resultado una menor acumulaciéon de lipidos y
proteinas de la matriz extracelular, asi como un menor efecto sobre la funcionalidad dei
glomeérulg, lo que se puede atribuir a otros resultados de este mismo frabajo, como la
disminucion observada en [a combinacion de proteinas del suero o albimina con glucosa
marcada con carbono 14 al incubar en presencia de glicina {(del 20 % al 30 %). Es
refevante mencionar, que el rifdén es particularmente susceptible a los efectos de la GNE
por la presencia de receptores para los productos derivados de ésta (AGE) en las células
mesangiales (31). Existen antecedentes que muestran la disminucion de la nefropatia
diabética al administrar compuestos que interaccionan con glucosa como seria por
ejemplo la taurina (157). La glicina es capaz de unirse a la giucpsa y ademas posee
propiedades antioxidantes, y por lo tanto puede protege del dafio derivado de este tipo
de agentes (158), si bien no se ha demostrado con anterioridad su capacidad para
proteger el rifidon de! individuo diabético, sus caracteristicas probablemente sean la
explicacion del menor dafio observado (en la membrana basal glomerular) en los
animatles tratados con este amincacido, de manera semegjante a 1o encontrado con la
taurina.

La hemoglobina es una proteina muy susceptible de ser glucosilada en forma no
enzimatica (159), y se utiiza desde fines de la década de los 50° como un marcador
para valorar el manejo adecuado del sujete diabético, ya que nos indica la GNE derivada
de la glucosa de los dos meses previos a la realizacion del estudio (160). En nuestro
trabajo, durante el primer mes de estudio no se encontraron diferencias en los grupos
estudiados con respecto a los animales normales, es a partir del 3* mes que los vaiores
encontrados de hemoglobina glucosilada (HBG) en el grupo RCG (5.5 £ 0.08 %j), son
claramente distintos a los de los grupos RST (8.5 + 0.05 %) y RCT (8.0 + 0.07 %) (p<
0.05), aun cuando no llegaron a normalizarse los valores con respecto al grupo normal
(2.6 £ 0.03 %). En el ultimo mes de estudio se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa de los grupos tratados con glicina y taurina con respecto al grupo sin
tratamiento, ya que mientras este Glimo grupo tuvo un 7.2 = 0.26 % de HBG, los
animales del grupo RCG mostraron 5.6 £ 0.3 y los pertenecientes a RCT tuvieron un 5.5
+ 0.26 %; sin embargo no llegaron a igualar el valor del grupo testigo (3.2 + 0.26 %). Se

han utilizado otros aminoacidos como la L-lisina (128), o compuestos como [a
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aminoguanidina (127), logrando disminuir ta GNE, sin embhargo existen limitantes como
su toxicidad, lo cual ha restringido su administracién con fines terapéuticos. La capacidad
de la taurina {161} y de la glicina para unirse a la glucosa puede ayudar a inhibir la GNE
de la hemoglobing; los resultados de este trabajo al uiilizar glucosa marcada con
cafbono 14 y encontrar que Ia presencia de glicina inhibe en mas del 50 % su union a la
hemaoglobina (in vitro) lo confiman. El analisis estadistico muestra  diferencias
significativas con respecto a los resultados de los animales sin tratamiento, pero no entre
los grupos tratados con los dos aminodcidos estudiados, lo .cual nos_indica un
comportamiento parecido,.

La oxidacion deficiente de la glucosa en el sujeto diabético altera el metabolismo de
sus grasas, ya gque al no poder usar a la glucosa como fuente de energia e} organismo
comienza a movilizar sus reservas de lipidos con el fin de cubrir esta deficiencia. La
distninucidn de la concentracion de insulina favorece el aumente de la lipdlisis con la
consiguiente elevacién en la concentracién de &cidos grasos libres en plasma; su alta
concentracion safura las vias oxidativas y esterificantes dando como resulfado:
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, higado graso asi como cetoacidosis. En nuestre
estudio no se obtuvieron diferencias significativas en la concentracion de colesterol total
en el primer y tercer mes del estudio; fue hasta el sexto mes cuando los valores
cambiaron de forma estadisticamente significativa entre los grupos tratados con los
aminoacidos y el grupo sin tratamiento. Los triglicéridos no estuvieron alteradeos en el
primer mes, pero en 2| tercer mes la concentracion en el grupo tratado con glicina fue
claramente diferente a las de los otros dos grupes diabetizados. Los valores obtenidos
en el grupo RCG concuerdan con resultados previos (Dr. Pedro Zamudio en el INER; Dr.
Guillermo Carvajal en el IPN; Dra. McCarthy en el INC. comunicacion personal), en
donde se logré abservar un rapide efecto de la glicina en la regulacion de los niveles de
triglicéridos, mientras que la taurina resultd ser mas lenta para ejercer un efecto similar.
Al sexto mes de estudio se tuvo un comportamiento muy parecido en jos grupos
suplementados con los aminoacidos a pesar de ser su cinética diferente; los resultados
encontrados fueron semejantes a los del grupo control. Mientras tanto, en el grupo sin
tratamiento los resultados indicaron una clara hipertrigliceridemia cronica y el analisis
estadistico mostré diferencias significativas. La disminucidon encontrada en los niveles de
colesterol y triglicéridos en los grupes RCG yRCT, posiblemente no se relacionen con un

solo mecanismo, vy la menor concentracion de glucosa (la causa iniciai} encontrada
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después de suplementar con los aminoacidos, probablemente favorecié la disminucidn
de los lipidos en el plasma. Otro probable mecanismo de control es la activacién por
la taurina de enzimas como la 7a-hidroxilasa, enzima importante en la sintesis de acidos
biliares, favoreciéndose la reduccion del colesterol, la taurina también actaa
incrementando la transferencia del colesterol de los tefidos periféricos al higado por
medio del aumento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). También se ha
descrito una mayor actividad de la lipoprotein-lipasa, con la consiguiente hidrolisis de [as
lipoproteinas ricas en TG dando como efecto la reduccidn de lipidos en el suero. En el
caso de la glicina no se han reportado los mecanismos por medio de los cuales pudiera
reducirse la concentracion de los lipidos del suero, sin embargo, es probable que
algunos sistemas enzimaticos coma los mencionados puedan verse activados por la
presencia del aminodcido, incluso mas réapide que con la taurina esto por &l efecto
cbservado en menor tiempo.

Pesde hace varios afios se reportd que las células pertenecientes al sistema
inmune de individuos diabéticos responden mal al estimulo con mitégenos (162}, ya que
se han encontrado respuestas disminuidas al estimulo con PHA, Con A vy fitolaca
americana (163). En general jos linfocitos de pacientes diabéticos mal regulados tienen
una pobre respuesta a estimulos anfigénicos, y sus subpoblaciones celulares son
particuiarmente vulnerables. Estas alteraciones desaparecen al regular la concentracién
de glucosa, observandose una mejoria en la respuesta a mitdgenos. La respuesta
parece residir en la naturaleza quimica de los receptores presentes en la membrana
celular, los cuales son susceptibles de ser alterados por la unidén de la glucosa a sus
grupos amino. En la tabla 6 podemos cobservar una menoer respuesta al estimulo por
mitégenos en las células procedentes de los animales pertenecientes al grupo RST en
comparacién con las obtenidas de los grupos RCT y RCG. Es importante enfatizar que la
mayor respuesta a los estimulos mitogénicos fue observada en el grupo tratado con
glicina, En e andlisis estadistico no se encontraron diferencias entre la capacidad de
respuesta de las células del grupo RN y RCG estimuladas con Con A, un mitégeno
capaz de activar principalmente a ias células T implicadas en la citotoxicidad celular. Al
estimular con PHA, mitdgene que activa a las células T (capaces de estimular a los
linfocitos B implicados en la respuesta de anticuerpos), encontramos diferencias entre el
grupo tratado con glicina y el control, sin embargo también existieron entre el grupo sin
tratamiento y el tratado con glicing, lo cual indicaria que a pesar de no lograr que las
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células obtenidas de animales tratados con glicina vy estimuladas con PHA igualen el
comportamiento de las células normales, si se logré una mejoria. En las células
obtenidas de animales tratados con taurina la estimulacion (cpm) fue menor con respecto
al grupo tratado con glicina y no mostiro diferencias estadisticas significativas al estimutar
con PHA pero si al usar Con A, esto con respecto a la estimutacion celular observada en
las células de los animales sin tratamiento.

La capacidad de los aminoacidos usados para inhibir la unién de la glucosa con fos
grupos aming de las proteinas, y la mejor respuesta a mitbgenos ehconirada en este
trabajo en las células mononucleares de animales suplementados con los aminoacidos,
reafirman su utilidad para inhibir ia GNE y como consecuencia obtener una mejor
respuesta del sistema inmune del enferme diahético, el cual es muy susceptible &
infecciones por patbégenos oportunistas. Si observamos los resultados al utilizar Con A y
PHA, comprobaremos que la respuesta celular a la presencia de los mitégenos mejora,
indicando que es probable un incremento en la respuesta inmune celular y humoral en
los animales diabéticos tratados con los aminoacidos.

La informacién del analisis histopatolégico mostrd que en este modelo no se
impididé de manera significativa la presencia de alteraciones en los 6rganos, sin embargo
a pesar de estos resultados se obtuvieron algunos datos interesantes. Por gjemplo, se
encontré menor depdsito de glucégeno en el rifion de los animales tratados con glicina,
lo gue nos podria indicar un mejor regulacién metabdlica. En el pancreas de los animales
tratados con glicina o taurina se vieron ademas procesos de regeneracién de la porcion
exdcrina, esto probablemente indigue proteccion por los aminoacidos ante el estrés
oxidativo derivado de la diabetizacion con la estreptozotocina (STZ), si bien adn existen
muchas dudas al respecto, se ha encontrado que la presencia de la STZ inhibe a
enzimas como la superoxido dismutasa que interviene en el procesamiento de los
radicales libres, que en este caso se producirian por el excese de glucosa. Esta
informacion junto con otros datos ya mencionados podrian sugerir una mejor regulacion
del metabolismo de la glucosa en el animal diabético al tratarse con los aminodcidos,
principalmente con el usc de glicina, una mejoria ademas no dependiente de la
presencia de células B ya que no existe recuperacién de estas.

En el diabético estan presentes la poliuria asi como la polifagia, alteraciones que
estan implicadas en la deshidratacion asi come en la ingesta excesiva de alimento al no

poder usar adecuadamente a la glucosa. Partiendo de estos hechos consideramos
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importante determinar la relacién entre la cantidad de agua ingerida contra cantidad de
agua desechada por crina, asi como la cantidad de alimento ingerida contra 1a cantidad
de excretas, en los animales diabéticos suplementados y no suplementados asi como en
los animales control. En la tabla 7a se puede ver que las ratas del grupo RCG y RCT
tuvieron una menor pérdida de liquido por 1a orina en comparacién con el grupo RST, si
bien no existieron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en la relacién de
aguaforina. En cuanto a la relacién alimento/excretas si se encontraron diferencias
estadisticas significativas, lo que nos indica que a pesar de no tener resultados
claramentie diferentes existe una ligera mejoria metabdlica en los animales tratados con
los aminoécidos.

Otras alteraciones patoldégicas encontradas en el individuo diabético son la
opacidad de la cornea (leucocoria) vy la presencia de microaneurismas en el ojo,
modificaciones derivadas de los procesos de oOxidovyeduccidn de la glucosa
{produciéndose sorbitol) y del aumento en la GNE de las proteinas. En este trabajo se
observé un menor grado de opacidad en los animales suplementados con glicina; en
contraste en los grupos RST y RCT se encontrd un mayor grado de leucocoria. Con
respecio a ia presencia de microaneurismas fue menor su presencia en los animales
tratados con glicina, en donde existid menor dafio. En el gjo, las alteraciones derivan
principalmente del exceso de glucosa, eésta es reducida por la aldosa reductasa a
sorbitol que es una molécula osmdticamente activa y se acumula provocando el dafio
caracteristico de! ojo del diabético; un papel importante también lo juega la GNE de las
proteinas que puede modificar la funcicnalidad de las células endoteliales y ademas
acumularse en el globo ocular. Se ha encontrado que con la utilizacién de morno- y
diaminoguanidinas (inhibidores de la GNE}, se puede disminuir el proceseo de leucocoria
y la actividad de la aldosa reductasa (164). Con glicina se puede disminuir la GNE de las
proteinas del cristalino y por io tanto el dafio al ojo, y ademas atenuar la presencia de
cataratas (165). Otro dato interesante es referente a la presencia de glicina marcada con
carbono 14 en el humor vitreo y en el cerebro a las 2 horas de su ingesta (datos no
publicados), lo que indica |la capacidad de la glicina para poder intervenir en distintas
zonas del organismo e interactuar con el exceso de glucesa; en cuanto a la tauring, no
existen antecedentes al respecto.

No contamos con informacidn que nos permita relacionar a  los aminoacidos

utilizados con la regulacion de enzimas importantes para el desarrollo de 1as alteraciones
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presentes en el ojo det diabético como la aldosa reductasa, sin embargo, existen datos
interesanies que indican la aclivacién de esla enzima por estrés oxidativae (168),
fendmeno presente en el diabético por el exceso de glucosa. Si tomamos en cuenta la
actividad como antioxidantes de la taurina y la glicina, probablemente esta caracteristica
intervenga protegiendo del estrés oxidativo ¢ indirectamente acide inhibiendo la
activacion de la enzima y por lo tanto del sorbitol. Su utilidad para disminuir la
concentracion de glucosa circulante y por 1o tanto la GNE, y su importancia en la
regulacién de la concentracion de los lipidos del organismo, son indicio de los beneficios
de su aplicacion para atenuar algunas de las complicaciones a las que el diabético es
susceptible.

L a colagena es una proteina susceptible al igual que la hemoglobina de sufrir GNE
(167), 1o que afecta su solubilidad, recambio y degradacion, favoreciéndose ademas la
formacion de entrecruzamientos entre diferentes haces de colagena. Estos Ultimos son
particularmente importantes por su papel en el endurecimiento de las arterias vy
pequenos vasos, implicados en la micro- y macroangiopatia. Por lo anterior,
consideramos importante determinar la proporcion de colagena soluble con respecto a la
colagena total en la aorta abdominal. En los resultados no se encontraron diferencias
entre los grupos, esto se contrapone a lo reportado por otros autores, que observaron
una diferencia entre la cantidad de colagena soluble con respecto a la total en ratas
tratadas con aminoguanidina comoe inhibidor de la glucosilacion no enzimdatica (126); los
autores de este trabagjo hallaron una menor cantidad de colagena soluble en animales
diabetizados sin tratamiento, mientras que en ios animales con el inhibidor de ia GNE, se
obtuvo una mayor proporcién de colagena soluble. Probablemente la diferencia en los
resultados esté relacionada con la técnica, sitio estudiado o bien el mecanismo por el
cual se inhibe la GNE en nuestro modelo.

La relevancia de la GNE en la genésis de la microangiopatia, hizo importante
analizar a nivel cerebral algdn posible cambio. Esto es importante por el elevado riesgo
del individuo diabético de sufrir infartos cerebrales relacionados directamente con la
presencia de productos derivados de [a glucosilaciéon no enzimatica (productos AGE), asi
como de microinfartos capaces de incapacitario o provocar su muerte (99). Se ha
descubierto que las proteinas glucosiladas atraviesan mas rédpidamente la barrera
hemato-encefélica acelerando de esta manera la neuropatia (98). Para buscar algin

cambio utilizamos lectinas capaces de reconccer al acido sidlico, miembro de una familia
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de az(cares carboxilados de 9 carbenos, que se encuentra cominmente en todas las
unidades de cligosacaridos de los  vertebrados, en donde el mas comin es
el acido MN-aceti-neuraminico, considerado el precursor de todos los demas
integrantes. Este carbohidrato se encuentra en la membrana celular y es considerado
como un residuo terminal de las cadenas de oligosacaridos. Existen diversos ejemplos
(como el caéncer} en donde la presencia o ausencia Jel acido sidlico es considerada
como una senal de transformacion celular o de modificaciéon postraduccional; la
presencia de acido sialico en la cubbierta celular se retaciona ademas con la enfermedad
cardiovascular, y se ha reportade que su concentracidn estd elevada en el individuo
diabético con microalbuminuria y proteinuria (168), asi como en el diabético en generai
(169), por estas razones en este trabajo analizamos su presencia a nivel del tejido que
forma la microcirculacion cerebral

Se receonocieron independientemente del grupo estudiado, las siguientes
estructuras con las lectinas especificas para el acido sialico. las meninges, el plexo
coroideoc, las células perivasculares y los cuempos neuronzales. Trabzjos realizados
recientemente en cerebros de rata nomal, en donde se usaron lectinas comeo las usadas
en este estudio, reconocieron estructuras similares (170). El aspecto interesante a
mencionar es €l diferente grado de tincidén, ya que se registrd una mayor expresion de
acido sialico en los capilares de cerebros provenientes de animales sin tratamiento. Si
analizamos la figura 15, podremos darnos cuenta que una mayor extension dei capilar
se tifie intensamente; no sucede asi con los cerebros de animales tratados con los
aminodcidos {figuras 16 y 17), en los que el grado de tincién es menor y en muchos
casos semejante al observado en cerebros provenientes de anmimales control (18). Se
logré reconocer al acido sidlico usando la lectina de Limulus polyphemus {LPA) que
reconoce a todas las variantes del Acido sialico, y con la lectina de Machrobranchium
rosembergi (MR} capaz de unirse solo al acido sidlico O-acetilado. El acido sialico es
importante porque nfluye en @ carga eléctrica de la membrana, en la deformacidn
celular vy en la interaccién célula-célula en el endotelio y en otros tipos celulares como
los leucoctos (171). La diabetizacién con STZ provoca una menor expresion del dcido
sidlico en la membrana de hepatocitos (172), e induce la caida en la actividad de ciertas
glucosiltransferasas sin afectar significativamente 1a actividad de las sialiltransferasas
{173). En el organismo diabético la concentracidon normal del acido sidiico se puede ver

alterada principalmente por efecto de la glucosilacidn no enzimatica, esto se ha
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ocbservado principalmente en células endoteliales y en pericitos (174). Por los
antecedentes mencionados nos damos cuenta de la existencia de muchas dudas aun
con respecto at papel que juega ef acido sidlico en el organismo diabético.

Es interesante el reconocimiento logrado usando la lectina de MR capaz de reconocer

al 4cido sidlico O-acetilade. Este tipo de carbohidrato tiene una baja presencia en el
cerebro normal (humano}, mientras que es expresado en mayor grado cominmente en
células de origen neurcectodérmico y al parecer juega un papel importante en la
migracién de neuronas en el desarrollo del cerebro embrionario (175), asi como en la
organizacion y crecimiento de conos y neuritas (176). Su expresion en el cerebro de los
animales diabéticos probabiemente indique una modificacion (transformacion) en las
caracteristicas de las células de los capilares provocada por el exceso de glucosa. A este
respecto se ha reportado que la GNE y el estrés oxidativo se consideran como el origen
de las placas amiloides en el dafio cerebral de la enfermedad de Alzheimer. El aumento
de la edad va a la par con un incremento en la concentracion del acido sidlico en
diferentes tejidos, esto es interesante por considerarse a la diabetes como un
envejecimienio acelerado, prebablemente porgue las células del anciano se van
transformando y degenerando, Por otra parte, se ha descrito una mayor concentracién
del acido sidlico en el sindrome de desgaste por aminoacidos de excitacién (aspartato y
glutarnate), asi como en la disminucién a largo plazo de fa conduccidon neuronal.
Desconocemos cual sea la funcion o el papel principal del acido sidlico en el cerebro de
la rata diabética, sin embargo, por su importancia en los contactos célula-célula, su
relevancia en el desarrollo celular, asi como en los procesos de transformacion celular,
probablemente sea un marcador biologico para indicar el inicio de alteraciones celulares,
en este caso de las células de los capitares del cerebro, modificaciones que al parecer
disminuyeron al utilizar amincdcidos que inhiben la unién inespecifica de la glucosa a las
proteinas, de manera andloga a otros inhibidores de la GNE (99), dando de esta manera
proteccion a las células y tejidos del organismo.
Para finalizar podemos mencionar que los aminoacidos utilizados en este trabajo se
muestran como una buena opcidn para ayudar a disminuir los procesos de glucosilacién
no enzimatica, tanto por su capacidad de unién a glucosa, como por sus propiedades
antioxidantes, que ayudan a proteger del dafio por estrés oxijdativo que se ha observado
en el organismo diabético.
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CONCLUSIONES

1.- La administracién de los aminodacidos glicina o taurina a ratas diabetizadas, ayuda a

disminuir su perdida de peso, principaimente en los animales tratados con glicina.

2.- La glicina y la taurina intervienen en la regulacién de la concentracidén de giucosa,
triglicéridos y colesterol en sangre, asi como en la cantidad de glucosa excretada por

orina.

3.- La administracion de glicina y taurina en ratas diabetizadas disminuye la glucosilacién

noc enzimatica de la hemoglobina, pero no de la colagena de aorta.

4.- Con la administracién de los aminoacidos glicina y taurina, se logré mejorar la
capacidad de respuesta a estimulos mitogénicos de las células mononucleares totales

procedentes de animales diabéticos.

5.- Se encontrd una mencr infiltracién de glucdgeno en ifion y menor grado de
leucocona en 1o0s ojos de los animales del grupo tratade con el aminoacido glicina, asi
como un menor engrosamiente de la membrana basal del glomérulo en ios dos grupos

tratados con los aminoacidos.

6.- La giicina es capaz de inhibir la unién de la giucosa a la albimina, hemoglobina e
inmunoglobulina G, disminuyendo de esta manera la glucosilacién no enzimatica de las

proteinas, de manera similar a lo reportado en la literatura para |12 taurina.

7.- Con la administracién de glicina y taurina a ratas diabetizadas se observé un menor
grado de expresién de acido sidlico O-acetilado a nivel del tejido de la microcirculacion
en el cerebro de estos animales, en comparacion con los cerebros provenientes de

animales sin tratamiento.
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