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P. E S IJ M E 11 

La arginasa es la enzima que cataliza la reaccibn dt 
hidrOlisis de la L - arginina para fc.rmar L - ornltiné y urea. su 
principal función y meJor conocid& es la que re-aliza dentro del 
ciclo de la urea. Esta enzima ha sido ampliam&nte estudiada en el 
hlqadc, pero tanbi~n existe en tejidos ehtrahepbticos y S\'. 
actividad ha sido asociada con la regulacitl1 de multiple~ 
procesos, ya que la -:>rnitina prcdur:tc de esta reaccibn participa 
en diversas vlas metabblicas. Est.:1 e:n:.ima ha si~-:: descrita en 
diferentes tejidos y fluidos hmr.anos en condiciones de salud l:' 
enfermedad. En este trabajo se determinó la actividad de la 
arginasa er. diferentes fraccion~~ l cab¿za, cu.arpe y cola ) del 
pancreas humano normal, diabético y con dat\o pro\.·ocado por 
alcoholismo. Demostrándose que la actividad de la arginasa esta 
presante i:n el pancreas humano, pero que en cor1diciones 
patológicas la sintesis de esta enzima puede estar afectada. :r·;:i 
que su actividad e:; menor en el tejido dañado. 



OBJETIVO: 

Determinar la octividad de arginasa e:n 
diferentes regiones de pbncreas {cabeza, cuerpo 1 cola) y 
correlacionar esta actividad con la concentración de ácido 
desoxirribonucleico, prote1nas y el contenido de materia orgbnica 
total. 



I N T R D D u e e I o N: 

Las poliaminas son una serie de peque11as moléculas de cadena 
lineal de naturale::a no prctelnicJ, s~n de baje pese molecular y 
se encuentran ampliamente distribuidas en los sistemas vivientes, 
lo que qui::á constituye un indicativo de que su presencia ¿s 
~sencial para la realizacitn de los procesos básicos de la 
funciOn celular. 

La putrescina, espermidina y espermina constituyen·e1 grupo 
de: poliaminas que ha sido mh.~ e.::tu'.'liudo, aun:¡u.:- e:dsten otras 
aminas que han sidc destacadas en v~ri~s sistema~ tialbgicos. (l: 
Se hJ. demostrado en muchos sistemus cc::lul.'.lres que las poliamina.: 
son necesarias para el r:recimi1;nto óptimo, tn l.:i mayoría de las 
cél11l3~ esta necesidad es absolut~. 

Las pcliaminas ademas d.:- ~ncontrarse e-n forma de basl;'.$ 
alifáticas librest pueden e~i5tir conjt1gadas con az~cares, 
sstero1de.s, fosfolipidos y peptidos, as! como un1dades 
subestruc:urales dentro de ntimerosas fJmilias de alcaloides. 

Las conc€ntracio11es relativas de estas tre~ pcliamin3~ 
varian notablemente en célt1las diferentes. Los procariontes 
tienen m4.".i al tas concentrD.ciones de putre.scina qui:i de 
espermidina y carecen de e.;permina. ror el contrario los 
e11carj~ntes tienen menor~s concentra~iones de pt1trescina y 
contienen m.!s espermidina ¡· espernnn.:i.. ( ~) 

La putrescina es el pt~i:icurzo:: de la s!ntesi.; de la 
epermidina y espermina ; en las c~lulas animales estJ djamina se 
obticme de la ornitina. Por lo tan te, la ruta que conduce a la 
formación de putrescina en los mv.m!feros es a través de la en::imo 
ornitina descarboxilasa ( ooc } ( E. c. 4. l. l. 17 ) . Los 
microorganismos: y les vegetales poseen vi as al t.ernas para la 
biostntesis de püliam!nas. \1, 3} 

La ornitina disponible para la biosi11t?sis de poliaminas 
proviene del plasma, ademb.s de qui:. puede: formarse dentro de laE 
células por la acció11 de arginasa ( E. c. 3. S. 3. l. ), 
Posiblemente esta. enzima se encuentre presente en tejidos 
extrahepb.ticos para f3cilitar l~ disponibilidad de la ornitina 
utili~ada en la biosintesis de poli~minas. Debido a esto si:i cree 
que la arginasa regula la etapa inicial de dicha biosíntesis. 

cuando aumenta la síntesis :fo· pcliaminas se ha visto que 
tambi~n aumenta la actividnd de arginasa lo que asegura el 
suministro de ornitina. 

Entre muchas de las accione.5 de las poli<imi1rns, estas pueden 
regular la s!ntesi~ de- DNA polim.:-ra:.-.1, NJA dependi.:-nte, esrimuL:ir 
la tran:;cripción de RN"A 'l por le.· tanto favore~er L·1 síntesü: de 
prcte!naz. Además de que rroti:gPn a los ~"'\e:: idos nucleicos: 
estabilizando la estructura secundaria contra la 
desnaturalizacibn t~r~ica y la d~grada~ibn en=imbtica. 

En los mam!fercs, incluyendo al hombr.:-, la e~pe.rmidina y la 
espermina están presentes en la maz·or parte de los tejidos en un.:i 
concentración aprc.:.{imada de 1 mM mientras que la putrescina esta 



presente generalmente en concentr.:icione3 bajas, excepto en 
tejidos que estbn estimulados al crecimiento o que tienen un 
comportamiento celular proliferntivo como e~ el caso de la 
ml!dula. 

campbell { 4 ) ha hecho una descripción amplia sobre la 
participacibn de la poliaminas en relacibn a eventos normales, 
desbrdenes en el crecimiento, enfermedadi?s geneticaz y en otras 
alteraciones relacionajas con la fisiología renal. 



G E N E R A L I D A D E S: 

ARGIUASA: 

La arginasa ( L - arginin~ amidinohidrolasa, c. c. 3. s. 
? l. ) fue desct1bierta y des~rita por Kosel y oakin en 1904 
( 5 ) . Esta enzima se detec~ó por prirner.:i. ·Jez en El hígado de los 
mamiferos como la enzima terminal del ciclo de la urea, ·me~anismo 
postulado por H. A. Krebs en 1·:.32. ( 5 ) 

Ademas de la funcibn hept.tjca, la aztividad de la 
arginasa esta asociada con la regt1la~ibi1 de divers~s procesas 
ce] ulares. Esta enzima se encue:1tro p1·esente- en diferentes 
tejidos de mamíferos y en otros sistemas vivientes, lo que 
constituye un indicativo de q11e su presencia ES esenci~l para la 
realizacibn de proce-sos b!lsicos de la fnncibn celular. 

En el hombre se ha demostrzdo actividad de a.rgitu;.sa en 
el ririon ( 6 ), placenta ( 7 , a ), corazón { 0 ), sangre ( 10 ) , 
eritrocitos { 11 - 16 }, linfocitos y granulccitos leuclmicos ( 
19 }, en l!neas de cilulas tumoral~s e11 cultivo ( ~0 }, en suerc, 
tanto en pErsonas sanas ( ~l. ~: ) como en pacientes con 
enfermedades del hi1.:ido ( 23, 24 J y ctros pndecimier.tos diversos 
e:::= - 20 ), etc. 

La arginü.sa es L:i. en:<:ima que cataliza la hidrólisis de 
la L - arginina a L - ornitin~ y urea. Stt f11ncibl1 principal y 
mejor conocida es la que realiza de11tro del ciclo de la urea. 

La natt1raleza quimica de la enzima no se conoce 
totalmente; su actividad se aumenta o se disminuye en presencia 
de algtmos cationes {cofactores), principalment.; con Mn+i . El 
rango de pH óptimo para la arginasa está entre a.3 y 1~.o. Es 1111a 
enzima que hidroliza uni:lnes e - N no pept:!dicas y que tiene 
afinidad por el sustrato L - arginina j" no as! por los isbmeros 
D - arginina y L - homoarginina. 

La a.rginasa tiene una estructura ol"igom4rica, siendo un 
tetrb.mero que consiste en cuat1·c monbmeros, c.:da uno de lo::; 
cuales tiene un peso molecular de- 30,000 - 40, 000 daltones y un 
ion Mn•a intimamente ligado. 

La arginasa mejor caracterizada es lü de hígado 
de rata la cual ti~ne 11n peso molecular de 120,000 03ltcnes ( !9, 
30 ) y un pH l!tptimo alrededor de 9. 5 ( 31 ) . La enzima de h.!gado 
humano tiene un peao mol?.cular de 107, ooo y su pH óptimo es 9.3 
( 13 ) . 

CICLO DE LA UR.EA: 

La formación de urea, que tiene lugar en el hígado de 
los organismos ureotélicos (lvs que excri;.tan el nitrógeno 
amfnico en forma de urea} es catalizada por el mecanismo cíclico 
denominado ciclo de la urea ( FIGURA 1 J. La ecuación global de 
este ciclo es: 
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FIGURA 

:oo t::°•-==--"" .... ...., .... 
Ciclo de la urea que muestra las etapas 
citoplbsmica y mitocondrial ( 5 ). 

1. 



NHJ + cot t 3 ATr· + 3 Hl. o -----------~ ure:a + 2ADPI· AMP ..¡ 4Pi 

A la secuencia de reaccion~s del ciclo de la ureü se 
inc.:>rpornn dos grupos amino, originalmente deriv:J.dos de los ex -
aminohcido~ y una moleculü de diCj\ido de carbone, m.;:diante este 
proceso c!cli=:J que requiere ATF', se da 1 ugar .:i la fcrmacibn di; 
un:i molecula de urea, compuestc n.:-utro y ·ne tb>:lco que es 
transportado por la sangre a los r: .. i1on.:s y e>.:C":retado por l u 
orina. 

El ciclo de la urea consiste de cinco pasos regulados 
enzimb.ticamente. 

l. - El primer grupo amino 
surge en forma de amoníaco 
desaminación oxidat1va del 
hepbt1cas: 

que entra en el ciclo de la t1rea 
libre- como ccnse-cuencia de la 
glutamato en las mitocondrias 

Ac. glutámir:o +NAO+ (lTADP.J 1 H1.ú ---------) 

Ac. o< -cetoglutdrico 1 NH
3 

;. NADP (NADrH } + H + 

El arnon!oco libre es utilizado .:ntonces junto con el dió>.:ido 
de carbono para formar fosfato de carbamilo, en una oompleja 
reacciOn catalizad.:i por la carbamil fvsfato sintetasa (amonfaco}, 
presente en la matriz mitocondrial: 

ATP + co2 + NHJ + H 2 o ----------+ fosfato de carba.milo 
-~DP + Pi 

Se necesitan dos moleculas de- ATP para formür cada mo1ecula 
de fosfato de carbamilo que inti::-r·:iene en esta re.lccibn, la cual 
es esenci almentt? irreversible-. Es tu reac~ibn, que requiere al 
menoz de dos et.apas, necesita d; H acetilqlutamato, un 
activador alostérico. 

La formación de fosfato de carbamilo en lJs mitocondrias, 
por esta ruta, está especializnd<i en la síntesis de urea. En el 
citosol de algunos tejidos, ~si como en bacterias y l1ongos, el 
fc3fato de carbamilo es sint.;tizado por una reacci6n diferente, 
cotali=ada por otrJ enzima, la corbamil fosfato sintetasa II 
( qlutamina) . 

2. El fosfato de carbamilo producido en la mitor:ondria 
cede- despu~s su grupo carbamilo a lil crnitina, que $E- forma en el 
citosol, pero que penetru en la mii:ocondria a trav~s de un 
sistema de transporte espec!ficc. :le la membr.:in<l intertrn. El 
producto ~¡ la citrt1lin~. 



Fosfato de carbamilo ~ ornitina --------+ citrulin<i Pi 

Esta reacción es catalizada por la ornitina carbamil 
transferasa de la matriz mitoccndrial. La citrulina formada 
abandona desput!:s la matri:: mi toccndrial, pasand~ ,:¡] citosol, en 
el que tienen lugar las re-stantes r.:acciones del ciclo de la urea. 

3. El seguncii:; grupo amine ne:e:sario po.ra l.3 slnt.esis de 
urea llega ahoro. c-n forma de a3partato que lo <ldquirib ü su ve:: 
del glutamato por accibn de la aspartat•:i transaminasa en el 
citoplasma. El grupo amino del a3partato se condensa 
reversiblemente. cr.m el lltomo de carbono carbum!lico de la 
citrulina en pres¿ncia del ATP, par.J formar argininosuccinato¡ 
esta reacción es catalizad,a por ln urginino succinato sintetasa. 

Citrulina + aspart.ato -t- ATP --------.+ argininosuccinato -t 

AMP + PPi' 

El pirofosfato formado en ~sta reaccibn queda hidrolizadc 
por la pirofosfatasa, a fosf~to incrgbnico, imp11lsando 1 da ~ste 
modo, la reaccibn global hacia la der~ch3, 

4. En la reacción siguiente, el argininosuccinato 
e:<perimenta una reacción de eliminación en oc , por acción de la 
argininosuccinato liasa para formar arginina libre y fumarato. 

Arqininosuccinato ------.----) arginina fumara to 

s. tu arginina formada .:.n ~sta reacción se transforma en 
el precursor inmediato de la .urea, mientras que el fuma.rato 
retorna al conjunto de intermediarios del ciclo de los llcidos 
tricarboxllicos. 

Hasta este punto, la secuencia de reacción es la 
empleada por todos los organismo~: capaces de ~fectuar la 
bios!r.tesis de la nrginina. Sin embargo, t\n1camente los animales 
ureotélicos poseen cantidades elevadas de argir.asa, la cual 
separa la urea de la.arginina, reacción que: tiene lugar ~n el 
citosol: 

Arginina ~ H1 o ---------~ ornitina urea 

La arginina se sinteti::a da nuevo partir de l;i 
ornitina, por carbamilación de esta t\ltima a citrulina, a 
e:.:pensas del fosfato de ca.rbamilo y seguida de la adición de un 



grupo amino a la citrulina procedente del dcido aspártico. 
Las enzimas que catalizan las reacciones suministradoras 

de grupos amino al ciclo de la urea, ( aspartato transaminasa, 
glutamato deshidrcgenasa, carbamil fosfato sin te tasa ;..· ornitina 
carbamil transferasa j se hayan localizadas en la:;; mitocondrias 
de la celula hep.'ltica, propc:.·~icnando de este modo una 
compartimentación mt1y compleja de las reac~io11es del catabolismo 
de a1nino4cidos y de la síntesis de urea entre ¿l citosol y las 
mitocondrias. Esta separación par~ce necesarin para !mpedir la 
acumulación de amoniaco libre en la sangre, el cual es st1ma1nente 
tó:dco para 103 vertebrados ure.-ot¿.licos 1 particularmente pura el 
sistema nervioso central. 

POLIAMillAS Y METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS: 

En los mamíferos la biosíntesis 
cabo a partir de ornitina, por lo tanto, 
formacibn de putrescina es a trav~s 
descarboxilasa { ODC !. 

de poliaminas se lleva a 
la ruta que conduce a la 
de la enzima ornitina 

La ornitina disponible para éstas reacciones proviene 
del plasma, adembs de que p11ede formarse dentro de las c~lula~ 
por accibn de la arginasa. Por est5 razbn se ha pensado que la 
arginasa puede ser una de lus enzimas que regulali. la etapa 
inicial en la biosintes1s de poliaminas, ademas de su 
participación fisiológica relacio1lada con el ciclo de la urea, 
donde ha sido tradicionalmente estudiada. 

La inhibiciln específica de la bios!ntesis d~ poliaminas 
puede ser un medio para el coatrol de algt:nos estados 
patológicos. Por otra parte, la determinación de la concentración 
de estas aminas en orina y en otros fluidos corporales, 
constituye en algunos casos un indicador del estado de salud. 

Elgavish, Wallace y colaboradores ( 32 ) estudiaron ttin 
~itro" ~l efecto directo de las ?Oliaminas en las funciones 
características de membrann.s emplando como modelo vesículas de 
membrana de células ciliadas renales proximales encontrando que 
las poliaminas putrescina, espermidina y f?spermina, estimulan la 
elev.:J.cibn :.ntracelular de- los ni·:Eles de D glucosa. La 
elevación de la L - glt1co3.:i. difundida no fue alterada, indicando 
con esto q11e las poliaminas afectan la actividad del transporte 
d~ D - gl~1cosa, a11tes que in~tt~ir c~mtioz no es~~=ificos en las 
propiedades lipldJcas ~e la m~rabra11a. 

La -?spermina fu.:- incorporada d.en':rc del ácido 
tricloroac~tico en l~ f=accibn insoluble d~ las protelnas de la 
membra¡¡a de las c~lulas .::!liadas. Les rest1lt.:i.dcs 1:1dican que est=
proceso de incorporación cc11s i:;te de por lo menos :los 
componentes: un componente Ca u. independiente y otro componente ca·i 
dependiente, posibleme11te como r~st:lt~do de la activid~d de la 
transgltttaminasa presente en las célula~ ciliadas de las membrana 
renales aisladas ( 3~ ) . 



Muchos estudios recientes han sugerido un posible papel 
regulatorio de las poliaminas en el proceso de endocitosis de 
ciertas hormonas polipept!dico.s. Ha:; e-videncias que st1giere11 que
la transglutaminasn puede participar en el proceso 1~ 
internalizacitn regulado por üminas. otros estudias 11~11¡ 
demostrado que el efecto de las aminas ne es necesariamente a 
nivel de la membro.nu. plasmbtica j" :;ue esto :o;e pnede deber a m1 
~fecto sobre ~l proceso intracelular de los complejos receptores 
ligc11tes ( 32, 33 ), 

El efecto de lo.s FOliamin5s sobr~ la elevación d~ 
glucosa en las veslc11las de membrana je c~lulas ciliaclo.s renales 
de conejo usadas para 61 e~t11dio de El9avish { 35 ) son 
semejantes a los modelos de ele\•ación reportados en estudios 
anteriores. En presencia de putr~s~ina, espermidi11a e esperminil, 
50 J.IM .:.1 ranqo de ele_vúr:i611 iuicial es significativrimer,te 
estimulado ( FIGURA ) mientras el equilibrio permani::~ca 
estabilizado, lo que indica qu~ las. poliaminas 110 provoca.1; 
alteración en el volt\men intravesicular ( 35 j. 

En otros estudios renlizados por Elga'llish y sus 
colaboradores ( 3:! ) se ha demcs':rado que las poliaminu.s 
estimulan el tranporte de D - glucosa y la ar:tividad de ATI"asa 
en las vesiculas de membra.11a de c~lulas ciliadas re11ales 
aislajas. El efecto sobre el trG11spc1·te de glu:osa puede ser 
debido a un efecto direr::to de lé::.-; poliamina:; sobre la gluco3~1 
llevada a las cblttlas ciliadas r-:-11ales o pued¿ ser e~ resulLad~ 
de un efecto indirecto sobre ei tratu=porte df< glu..:osa como 
consec:uencia de la inhibic1t:11 de l.:~ m-:-::anismcs de- eleva.::ibn del 
sodic. 

se ha demostrado que las poliamina¿. tnmbi~n estimulan el 
transporte de glucosa en las c~l11las adiposas ( ?2, 34 ) . se ha 
propuesto que este efecto es el r~zultado de la formacitn de H~ o~ 
el .::nal se ha demostrado que .estimula el transporte de la glucosa 
en las ct!lulas a.:Uposas. !..a presencia de la enzim<~ 
diamino~-:idasa, qu~ puede utilizar putrescitrn como sustrato parn. 
producir H,_ ot. ha sido demostrada .:n el rH1cn de- ¡:uerco { 32 ) . 

El hecho de que las poliaminas estimulen jos fun~icner 
aparentemente no relacionadas, transporte de glucosa i. actividad 
de ATPasa, indican que su efectc puede ser el resultado de 
modificaciones mas generales de las propiedt.:.dc$ de la membrann ( 3" ) . 

En la incubación de adipocitos de rata con insulina, 
espermidina o esperrnin:::i, SI? !:-Stfmula la conve-r::;ión de glucosa a 
dióxido de- carbono y se inhibe la lipólisis, estos efectos hü.11 
sido observados cunndo l.i.s concentrnciones de pclLlminas varian 
entre- l - 50 }lM. 

cuando se utili~nn concentracione-s elevadas de 
espermidina y espermina, el aumento de la oxidaci!m de- la gluccsa 
y la supresitn de la lipbli3i~ sctl id~nticos a los efeccos 
producidos pvr insulina. ::;¿, hil l"é'-portado que las pvliamir¡as 
también estimulan e-1 transpcrti:- de O - glticosa a través de la 
membrana { 3~, 34 ). 

El mecanismo por el cual la espermid1na y la ~spermina 

B 
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FIGURA 2 Efecto de las poliaminas sobre la elevación 
de la o-glucosa en las vesículas de membrana de células 
ciliadas renales ( 32 ). 



tienen acc101:es parecidas a ~a i11sulina no está muy estudiado, 
3in err.b3.rgc, :=:e S.1be- que no se debe .:i l.1 ft~erza ibnica de estas 
m~l~~ul3Z, ya que .11 ~ometer a! misDo estudio a los adipocitoz 1e 
r3ta, la put=es~ina ( de fuer=a iOnica s:milar ) no presen:a est~ 
:=i:impC1rtamii::nt :i, por lo que s¿, cree que la inhibición di:- l:.:i. 
lipblieis inducida ~on epinefrina c teofilina se inhibe por lJs 
poliamin11~, sin P.m!:Jargo cuando se é;dministra dibutirial AMP:= est.J 
acci~n no se pr:dtlcf ( 35 ) . 

Ri:ic1'?nti:-m'?nte se ha dera•jstrrido .:¡ue algunas en=imaz d'? lu. 
via glu:ol1tic3 come: la ~exocin3sa, ~csfofructocinasa y pir11vatc 
~1nas3. del sitio de im¡:lantacil!.n de la rata son a!:ti\·adc:i.~ 
sign:ficat1vament~ por e5permin~. Otras enzimas impl1~adas en el 
me~ab,113mo de car~ohidratos, cene la glucc5a 6 fcsfatc 
deshidrog~nasa, tambi~n son modu!adas por pQliaminns ( 35 ) . 

PANCP.EAS: 

Las concentraciones ti~ular~s de polia~inas han sido 
dEte:-minadas en alg'.mos t>rga11os. f.€- .s:be que el ?hnc1·ea~ de ratll 
ccrltie:?e 9. '32 moles :lo? espermidi:iil / g de pete hhmedc 
dif:rencia del c~.rebrc humano q1~e t:1dclment.e cont::.-=ne- O.:?~. 

F~ncib11 e~bcr:n9: 

El p3ncri:-as ( ESQUEMA. 1 ) es la principill fuente de 
enzimas {e; - amil.:isJ., quim:.·tri¡:;sinC-;-eno, et.e. i quP. actt,iln sota·>;: 
.al duodeno, :/.:::¡uno, y en menor cn.ntidu.d en e-1 ileó1i.. En los seres 
humanos 13 slntesis de en:imas pancrehticaz es de ~proximadamente 
10 g ¿e proteina por dia. El pbt1:r~~s de rat~ qu~ sb!c cont1e1~P 
0.2 g de protelna e:? sus tejidos 3intet1za cerca d¡ 0.4 g de 
proteína en=imática en 24 horas. El pá.ncreas tilrnb1én secreta 
J:icarbonat:: el ~ual neutraliza e? contenido Acido que ~l estómago 
pa.SJ al duoden.::i. E:;:t.a .::::ecrecibr. l!.~·JJ. el pH a un ·:~lor de- 6 - "7 

cr. el duod€!no Jo cu.al permi t~ qtt:- la~ enzimas digesti ··as acthen 
~e~ n1yor efi=aciu. 

runción endd:rina: 

El 
·:abo en los 
mill~n de 
::~F:·eze-nr:an 

: t.::: :::ir:.:e s1.1 

páncr~as posee un3 funci·~n endOcrinc:i. que se lleva 
islotes de Lange-rhzms. A.unque apro:üm.adamente har un 
ialot~~ repartidos por tcd:1 el pbncr¿as sbl~ 
alrede6o= d~l 1% a~J ;~Fo tot3l de ~ste brgano, ne 

baje porcentaje, loE i~l~LeE p~11cre~ticos desempEna11 



ESQUEMA 1: Fotografía del páncreas humano. 
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un papel importante en el control del metabolismo, ya que adem~s 
de insulina, producen tres hormonas: Gl ucagon, ( una proteina 
antagonista de la accibn de la insulina pues ele·Ja los niveles de 
glucosa en sangre ) polipéptido püncrei1tico, ( regula la 
liberación de las enzimas digestivas pancreAticas J y 
somatostatina ( una proteína que inllibe la secreción de las 
J1ormonas producidas pcr los islotes ) . 

Cada islote de Langerhün:. alojü. apro:..:imadamente a 300 
células productorns d.:- hormonas. Mediante la exp:isicibn de cortes 
de islotes a antic11erpos espec!ficcg para cada hormona, reforzada 
por el marcaje d.: estos unli:-uerpot;: con una molécula 
flt1orescente, se ha demo3trado que cada hormon~ F~ sintetiza ~ll 
un diferente tipo de célula. Los islotes contienen tr-es 
principales tipo.3 de cé,_lula::., alfa, betü., y delta, que s.:
distinguen entre si por su n1orfolog1a y s11s car~cteristicas de 
coloración. Las células bet.:i., que constituyen cerca del 60 % del 
total secretan insulina directamente a la circt1lación sanguínea. 
Las celulas alfa, alrededor de ~5 ~ d~l total, secretan glucagbn. 
ror hltimo las celulas delta, cerca del 10 ' del total, secretan 
soma tosta tina. Las células PI" secretan una hormona, de función 
alln no aclarada, que se llama polipéptido pancreático. 

Las estrechas interrelaciones €-ntre estos distintos 
tipos celulares de los islotes de Langerhal1.:= permiten la 
regulación directa de la secre-ción do? algunas de las hormonas· por 
las otras. Por ejemplo: la insulina inhibe la secreción de 
glucagbn y la somatostatina i~1ibe la secrecib11 tanto de ins\1lit1a 
como de glucagbn ( 36 ), 

Insulina: 

En los islotes de Langerhnns se encuentran las 
ct>.lulas beta, las cuales producen insulina. La insulina afecta el 
metabolismo de las grasas ~· las proteínas casi tanto como el de 
los carbohidratos. 

La insulina es una pequeña proteína con peso 
molecrnlar de 5808 en el caso de la e-spe:ie humana. Esta compuesta 
por dos cadenas de aminoti.cidos conectadas entre si por enlace~ 
disulfuro (una cadena A, que ccnsiste de ll amir1obcidos y una 
cadena B, que ccnsta de 30 amino!i..:;idos ). Cuando se separan 
ambas cadenas de amlnob.cidos se pi.:r:le la activid~d funcional de 
la molt>:cula de insulina { 36 l. 

En 1960, se descubrió el mecanismo de ensamblaje de 
ésta proteína. Donald F. Steiner y colaboradores, incubaron 
células con aminoácidos marcados con un i.;Otopo radiactivo. Las 
células incorporaron los aminoé.1.cidos en las proteínas, quedando 
asi al descubierto por su marcador radioactivo. Así se descubriC 
que la insulina se sinteti=u.b.:i realmente como frr.gmento d~ uns 



proteína mayor: Proinsulina. 
ribosomas no sintetizaban 
moll:cula precursora mayor 
denominada Preproinsulina. 

Posteriormente se descubrió que 
insulina ni proinsulina sino 
que la proinsulina, la cual 

los 
una 
fue 

El páncreas humano ccntiene aproximadamente 200 
unidade-s de insulina y se secretan so unidades por día, por 
t~nto, poca insuli113 se almacena y se debe si11tetizar con mucha 
rapidez. 

Efectos: 

La insulina tiene tri;:.s efectos dentro del metabolismo de 
loE carbohidratos: 

En ausencia completa de insulina, el transporte de 
glucosa al interior de las células del cuerpo disminuye hasta una 
cuarta parte del valor normal. 

Acción Biológica: 

La insulina aumenta la utilización de glucosa, 
facilitando as! su transporte al interior de la c~lula, en 
especial las de los tejidos adiposc y muscular. su actividad es 
selectiva ya que sólo transporta he:,:osas y pentosas que tienen la 
misma configuración en loo primeros tres carbonos que la D 
glucosa. La insulina incrementa la velocidad de oxidación de la 
glucosa en la c:blula en particuJBr por la v!a gl11colitica y 
aumenta la s!ntesis de gluc6geno especialmente en h!gado y 
mttsculos esquel~ticos. Lü insulina impide la liberac:it:n dé 
q2.ucosa del h!gado inhibiendo a la enzima intracelular glucosa· 6 
fosfatasa. El resultado neto de todos los efectos de la insulina, 
es disminuir la cc11centracibn de glucosa en sangre. 

La ins11lina promt1eve la lipogénesis activando la lipasa 
de lipcprote1na e impide la liptlisis inhibiendo la lipasa 
sensible a la hermana. El Efe-~tc neto es disminuir la 
con~entración de 4c1dos libres y triacilgliceroles en el plasma.· 

L·.J ir.3ul1na aumenta la vi:-locidad de captación de 1\ • por 
celulas y por lo t~mto dismim1z·e la concentracH:n de K+ e11 

sangre. 
La concentración de gluco.:;a en la sangre es el principal 

factor que controla la liberación de insulina. El mecanismo que 
regula la secreción de insulina también es sensible a la 
concentración de amino.!.cidos i:-n el plüsmü, 

l:?. 



DIABETES: 

La diabetes es una enfermedad crónica que afecta el 
metabolismo de los carbohidratos, de las grasas y de las 
proteínas. En general se puede decir que la diabetes se debe a la 
deficiencia en la acción o en la secreción de la insulina. 
Existen varios factores que 1nfluyen en la incidencia de la 
diabetes: Gen~ticos y Ambientales. ( Cu3dro l } 

Factores que la produce-n: 

1) Insulina Dependiente (Tipo 1 ): Esta resulta de una 
severa falta de insulina. El bajo 11ivel de insulina en el plasma, 
se puede atribuir a una reducción en la maso de células beta del 
páncreas, que es característico de este tipo de diabetes. se dice 
que la pr.:ibable pérdida de lLl células beta es debida a: infi:,cción 
viral, \•ul1~?rabilidad genética y auto inmunidad { 37 ) . 

El modo de acción es el siguiente: el virus causa una 
infección en el páncreas, '?ntonces se libera una reacción de 
autoinmunización donde los antígenos liberados atacan las 
células beta dañadas. ( FIGURA 3 ) 

2) Ho Insulino Dependiente {Tipo 2 ): Este tipo no está 
caracterizado por una falta se·.-cra de insulina como en la 
Insulina Dependiente. se han propuesto dos teorías para explicar 
la intolerancia a carbohidrato.s en este padecimiento: 

a) Ha1• un desarreglo primario en la secreción de insulina 
que hace que sea mhs lenta o insuficiente en relacibn a la 
cantidad de insulina eu el cuerpc. 

b) Hay una anormalidad que consiste en 
perif~ricos no responden al estimulo de la 
sugerido que la causa de esta anorm3lidad sea 
receptor de: glucosa de la ce.lulas. 

que los 
insulina. 

tm defecto 

tejidos 
Se ha 
en el 

Tanto en los pacientes obesos como durante el 
embarazo, la sensibilidad de lo!' tejidos hacia la insulina 
decrece, pero el p~ncreas compensa esta situación al producir un 
exceso de insulina. Por tanto, si hubiera un defecto en la 
produccibn de insulina, la obesidad la enmascarll y precipita la 
diabetes. 

Sintomatalogia: 

f;:l nivel de glucosa so.nguínea en la:s personas que 
prEzentan diabetes e~ anormalmente Elevado (hipErqlucemia), se 
<::{creta una gran cantidad de glucosa en la orina (glucosuria), 
adem'is la excrec.:..tn de orina eE en grandes cantidades o 



CLASE 

Diabetes 
mellitus tipo 
I o Diabetes 
mellitus insulino
dependiente ( IDDM) 

Diabetes 
mellitus tipo 11 
o Diabetes mellitus 
no insulina depen
diente (NIDDM) 

"CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS" 

CUADRO 

TERMINOLOGIA 

COMUN 

Diabetes Juvenil 

o 
Diabetes Inestable 

Diabetes mellitus 
adulta 

o 
Diabetes estable 

IS 

FACTORES 

ASOCIADOS 

Presencia de reacciones 
de autoinmunidad. 
Factores Genéticos y de 
medio ambiente. 

Factores genéticos y 
del medio ambiente. 
No hay asociación con 
antígenos. 
Obesidad. 

CARACTERISTICAS 
CLINICAS 

Absoluta ausencia de 
insulina. . 
Requiere inyección de 
insulina para prevenir 
cetoacidosis y preser
var la vida. 
Puede aparecer a cual
quier edad, pero es 
más común en la juven
tud. 

Los niveles de insuli
na pueden ser normales 
elevados y bajos. 
Se presenta en la ma
yoría d~ los casos 
después de los 40 años 
Del 60 al 90% de los 
pacientes son obesos. 
Alrededor del 85% de 
las personas con 
diabetes pertenecen a 
este tipo. 

Tratamiento: dieta, 



CLASE 

OTROS TIPOS: 

Diabetes mellitus 
Gestacional {GDM) 

Diabetes 
Secundaria 

(38) 

"CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLI'rUS" 

CUADRO I 

,_ERMINOLOGIA 

COMUN 

Algunas veces deno
minada Intolerancia 
a la glucosa en el 
embarazo. 

FACTORES 

ASOCIADOS 

Metabolismo de glu
cosa anormal durante 
el embarazo. 
La aparición de la 

CARACTERISTICAS 
CLINICl\S 

ejercicio y si es ne
cesario hipoglicemian
tes or;;iles tales como 
las sulfonilureas. 

diabetes puede ocurrir Diabetes Mellitus. 

!ó 

inmediatamente después 
del nacimiento o varios 
años después. 

Enfermedad pancreática 
Enfermedades hormonales 

Inducido por medicamento 
Anomalías en el receptor 
de insulina. 

Similares a la 
Diabetes mellitU!;; 

Tipo l. 



INFECCION DEL PANCREAS POR VIRUS 

j 
DAÑO DE LAS CELULAS BETA DIABETES 

j 
MELLITUS 

RESPUESTA INMUNE CONTRA LAS 
CELULAS BETA ALTERADAS 

FIGURA 3 : Esquema simplificado para mostrar la 
interacción entre la infección viral y la autoinmunidad. (37) 
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voltlmenes. TambHm se presenta Utl uumento en la sed debido a la 
pérdida de agua, hay un aumento en el apetito, perdida de peso 
muy notoria y debilidad muscular. 

Las personas que tienen diabetes tipc 1 pre:sentan: 
poliuria (eliminacibn excesiva de orina), polidipsia ( ingestibn 
excesiva de agua), polifagia (ingestión exagerada de alimentos), 
p!-rdida de peso 71' astenia (falta :if: energ1a). Bioqu1micamente 
presentan aumento en la concentracHm de glucosa en sangre y 
concentraciones elev3.das de glucosa en orina. La cetoacidosis 
junto con coma puede presentarse en cualquier momento. Estil. 
cetoacidosis se debe a la produccH:n de cuerpos cetbnicos, estos 
se forman por una oxidacibn excesiva e incompleta de los b.cidos 
grasos en el h1gado. 

En la orina d~ los diabéticos 
concentraciones de urea, debido .i una 
aminob.cidos, que se acompafrn de un 
gluconeog~nesis. 

se encuentran altas 
elevada oxidacibn de 

incrEmento en la 

En casos graves de diabetes se presenta aci:losis 
ocasionando un descenso del pH d~ la sangre. Esta acido~is 
proviene de la formación de cuerpos cetónicos, ya que cuando una 
molécula de i!cido triglic4rico se oxida, se producen 1:?. H+ en 
forma de leos ilcidos acetoac4'tico y beta-hidro:.:ibutirico. 

En la diabetes tipo :?. se tienen afecciones en los 
peque~os vasos capilares, arteriosclercsis, afeccicnes del rifion, 
de. la visiCn y del sistema uerviosv. A pesar de que estos 
pacientes también presentan anormalidades metabólicas 
regularmente son mils ligeras ''l controlables; casi nunca se 
presenta cetoacidosis ( 39 ). 

Tratamiento: 

El tratamiento de la diabetes se aplica de acuerdo a la 
naturaleza de la enfermedad y a lu eficacia de los regímenes 
disponibles de tratamiento. 

La dieta se da en forma individual para adaptarse ~ las 
necesidades de cada pacientes. Debe ser nutritiva y bien 
equilibrada teniendo como meta la reducción de peso en par.ientes 
obes•.)5 mediante 1:01 disminuci~n calbri c:a. Tambi~n Sé sugiere la 
pr~ctica de ejer~icio. 

Los hipoglucemientes b\tcales (sulfo11ilureas) estimttlan 
lu produccHm de insulind e-n los islGtes de La1;gerhans. 

La administración de 3Ulfonilurea e-n e>l diabé-tico no 
obeso, restaura la fa3e inicial je liberación de i.nst1linJ. Las 
sulfonilureas no se recomiendan p-ira diabet.iccs insulinc 
dependientes, ya que las sulfonilureas dependen de la funciOn de 
la.:; c~lulas beta para producir su efecto sobre. el nivel de 
glucosa en sangre. Ejemplos de las sulfonilureas son: 
Tolbutamida, Cl.:>rcpropamida, Acetche::amida, etc { 40 } . 

La administración de in3ulina está indicada para los 
diabeticos tipo l y p3ra diab~ticos t1~0 2. 

IS 



txist!:'n diferentes prepar3~ione~ c?m~rciales de inst1lina 
que va1·1an con respecto a la que se- ottiene de la especie animal 
en la pure-za y solubilidad, también difieren ei11 i:ol tiempo de 
inici':> y duración de su efecto biológic':> ( :i¡:;ro:-:imadamente 4•) 
formulaciones). La insulinl se ve:ide con concentración de 100 
un:!.dades / ml ( 100 ·.1 ) en ampolléta de lú ml. 

La mayoría de las preparaciones de insulina contienen 
impure:as las cual!:'s aumentan la inmunogenidad de la inst1lina por 
lo que hast.a .1hcira no ha sido sati-Ffactoric el re:.11ltado d.c:1 
tratamiento pcr restitución d~ insulina. Adem~s de lo anterior, 
~n la actualidad no es posible r!:'¡::r,.iducir por completo el patr6n 
fisiclbgico normal de la secrecibn d¿ insulin,j, hacia la vena 
perta 1 40 ) . 

EFECTOS DEL SUMitJISTP.O DE ARGitJIUA ::OBRE LA FUNCIOtJ 
!'AllCREATICA: 

L3 arginina es 1m aminoácido nutricianalmente 
importante para el crecimiento d21 hombre. Puede ~er sint.eti:ada 
por las ratas, pero no en cantidades suficientes para permitir el 
crE>cimiento normal. Los microorgani.;mvz bioeinteti:an la arginina 
a partir del glutamato utili=3ndo intermediarios ~J - acetilados. 
(FIGURA 4 ) { 41 ) 

Se ha demostrado que la arginina a semejanza del 
¡:olipt:ptido inhibitorio gtlstricc { GIP ) es un fuerte potenciador 
ds la liberación de insttlina en pres~ncia de altas 
r.:oncentracivnes de glucosa ( 4~ ) . 

R:iymond y colaboradoree { 4: ) investigaron loe efectoz 
del GIP en la liberación de insulina y qlt1cag6n con diferentes 
concentraciones de glucosa y arqinina en el pjncreas perfundido 
de rata. Ya con anterioridad s~ hablil demostrada que la glucosa 
ejerce un efecto opuesto sobre las ·=~lulas alfJ y beta mientra¿; 
que la arginina estimula la liberacibn de insulina y glucagtn. 
(FIGURA 5 ) En ezta figura se. m1J¿s:tra también q\1.:! el efecto del 
Gir ~obre las: c~lt1l3s alfa y beta depende de la concentracibn de 
glucosa presente. LC3 e:-:perimento.! :¡ne mane:ian c:·n.:entraciones de 
glucosa por arriba y por abajo de S.5 mM t11dican el efecto 
dram~tico de lJ gl11co~3 en la accib11 del GIP, p3rtict1larmente en 
las c~lt1la3 bet3. {FI~UPA 6A Y 6E ) 

~1 GIP produce una respuesta bifjsi~a a la insulinil en 
presencia de el~v~doz niv~leE de glt1~o~J { FIGUnA ¿E ). Asi com~ 
cambi~n tina lib~r3cibn de glt1cagtn estimttlada pcr ilrginina (en 
presencia de bajas ccncentr~ciones d~ glttcos:a) con 11n increment~ 
i:ifectivo -:onforme aumenta la concentración de argin!na ( FIGURA 
7 J • 

Se .;:;abe que la glucosa interactua con la arginina en las 
celul.as al f.:t y bet.a. Algunos- r~portes indic.:in que el GIP 
tnteractuJ ~~n ~rnbas glucosa y ar;inina en ambos sitios ( 4l ). 
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J Glutamato 1 

l 
N - Acetilqlutamato 

! 
N - Acetil - f - Glutamilfosfato 

1 
N - Acetilglutamato - t - semialdeh1do 

l 
N Acetilornitina 

l 
lORNITINA 1 

! 
1 ARGININA 

FIGURA 4: Biosintesis de la arginina a partir del 
glutamato utilizando intermediarios N - acetilados. (41) 
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Comparación del efecto de la congentreción de 
glucosa sobre la liberación de insulina y glucagón 
en el páncreas de rata perfundido en presencia 
o ausencia de 5 ng / ml de GIP. ( 42 ) 
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FIGURA 7: Efecto del GIP ( 5 ng/ ml ) sobre la liberación de 
insulina y glucagdn en presenciade arginina y glucosa 
Cada punto representa el total de hormona liberado 
durante infusiones de glucosa (2.7 mM ) separadas cada 
30 minutos y concentraciones variables de arginina en 
presencia o ausencia de GIP ( 42 ) 



En la FIGUF:A e ae observa el efecto de la concentra~:i.!in 
de qluccisa in~roduc:d5 en el pbncr;.a:,; d¿ rata perfundijo con 
relaci~n al estimulo ¿51 GIP y la argi11ina. 

ta arc;inina tambi;!n es-:imula la secreción de 
somatostatina, o::-n :arma simil<1r a la gltt•:osa. Pietro ·¡ 
colaboradores ( 44 : investigarc11 al efec-:o d• la insulina sobre 
la liberación de somntostatinn en p4ncreas de rata aislado 1 
perft1ndido bajo condici~ne5 basales y d11rante la esti1nttlación 
~011 glucosa o arqini11a. Los reet:ltdjos tresentadoz demuest=3n qu~ 
la secre.:ión de somatostütin.i ~,::.timt:ladü. por :;!ucosa 'J arginina 
puede ser inhibida por un inr:l·e-m.:-nto en la concentración de 
insulina sobre las 1.~!lul.1s dAlta 0:;;11:=r.:b.tica·:. 

Lesl!e y ~olat:radoreL 1 4~ ] han pr0Ft1e=to que la 
somatostati11a de las =élt1las delta de los islotes pancreáticos 
inhib~ el gltt~3gón pancredtic: y la se~reci~n de ins11lina por un 
mismo mecanismo paracri~o { 45, 4¿ ) .rara la real1~ac16n de estos 
est11dios .se l!E~ [ D - Ala' , n - ~rF 8 J ~omatc~ta=111a [3Sa} 
un at:álogo de la aomatosta~ina F3r~ demostrar el pnpel de la 
somatostatina pancre'1tica l?H la determinnci~n de 101 resp11e.sta d~l 
glucagón a agentes estimul.:intes ccmo arginina y morfina, 
encontr4ndc3e que la resp11esta d.:l g111cagón a la arg1n!n3 se 
incrementa -:uando lü somar:ostati:1a pancre<iti=a .s~ suprime. 
Igualmente-, el mej~rumiento en la .:-~.;re.;1.~11 do? gln-:D.gtn •:>curre en 
la f3S.;! del ni\·eJ d'? iucrem:ontc Ca::oal .:le :.n.=uli11a ( 47, 48 ) . Por 
lo que puede parecer que la i11hib1ción de la secreción basal de 
3om3tcstatina es r~spo11sable d~ la mej~r!a en la re2puesta del 
glucagén a la arq1ni11'l. Porque la 3rg!nind acttta d!rectarne-nte 
sobre las c~l11las alfa ( 40 ). 

De los aminoacidos que influyen en la secreción de 
insulina y glucagón la arginina ha sido el mas frecuentemente 
estudiado. Este amino!cido, ~n at1sencia de glucosa, 
estimula la secreci~n de glw:agón 11 in vitre 11 

• No se 
ha observado un efecto con5istE-nte sobre la secreción de 
insulina. Sin emba:.-go, en presencis d.e glucosa, la arginina es un 
potente ~sti.mulador de la libE-rac:ión de insulina tant:o "in vivo 11 

cerno 1'in vitre'' { 50 - 5~ ). 
Est~ ha llevado a st1ger!r que la arginina puede causar 

la liberacibn de jnsuli11a al facilit~r la accib11 de la gl11cosa. 
! 54 1 58 I 60 ) • 

Gericl1 y sus colaboradores ( EO j ad~más de probdr lo 
anlcr1cr trataren de dilucida!.· l·::s m::canismoe a trav~s: de le~ 
cual~a la glucos3 ·.; lu arginina af~C't.rn la funcit:11 Ce las c~lula~ 
'1l:o y bet'1, cmp,!¿..n:do pai.·a -e!.L:J Flincreas de. rat<I perfundido, 
obtenie1~do :-eo$ulta.:kz similarez 3 lo.s report.J:ks en otros 
sistem~s. As! Ccore y Randle i 61 l 11saron fracciones de 
páncreas de con.;.Jo. Otros investig.:.;.dores utilizando segm.:r.tcs de 
pancreas e islct~s aisladcs de rata han confirmado lo antericr. 

Lo3 ef~~tos de la ~lticosa sobre la ae~rPcidn de glucagó1¡ 
::;c1i parécidos los ob~ervado:.:: ~·in vivc··1 en e>l hombre y en 
los perros, as! como en Estudies ''in ~itro" ~mpleando la 
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FIGURA 8 

------- Control 

-- 5 ng / ml GIP 

mM Glu.cosa 

mM 
Arginina 

w 
o 

" ~· 

" 

Efecto del GIP { 5 ng / ml ) sobre el total de insulina 
y glucagón liberado durante infusiones de Arginina 
(20 rnM) cada 30 minutos y concentraciones variables 
de glucosa. ( 42 J. 
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te:nio::a 
células 
glucosa 

de ptincreas perfundi.10 la cual indica que las 
alfa pancreáticas son bastantes reactivas a la 

{ ,;~ - 65 ). 
Atmque un gran m\mero :le investigadores han confirmado 

que la 3rginina es capaz de estimular la liberación de insulina 
en 3Us~ncia de glt1cosa, otroE i1:vestigadores ha11 fallado e11 
demostrar estos efectos, esto se atribuye al uso d~ 
ccncentraciones subestimulatorias d~ argi11111a y sistemas de 
incubación ~státicos los cuales pueden ~er poco sensibles pnril 
:ietectar baj·:>S niveles de ins~tlin:i liberada t>n el p.:\ncreüs 
3isladc je rata y perft111didc ( ~~ - ~e J. 

Aun:¡ue la glucos.:i y la arginina pueje r:adc. uno afe-ctar 
la secreciOn de insuliua por mhs e~ ~u1 mecanismo ( tiO, €6, ti7 } 
esta falta de competencia sugiere que la glucos3 y la argi11ina 
no act\\an en sitios recpetores similares sobre las células beta. 

t3erich y colaborador~s ( 65 ) demostraron que la 
u.::.-ginilld es un ezt imulador extremajame1;te potente .:le 1 a secrecit.n 
de gluc.agbn. Esta respuesta del glucsgtn a la argi11jna· puede ser 
rep~e~entativa de la respuesta de las c~lt1las alfa a l~~ 
amina~cidos en general. se ~ugiere tambi~n q11e la glucosa y la 
arg1nina actfian vía diferentes mecanismos en las c~lulds alfa, ya 
que es muy obvio el hecho de que la glucosa i11hiba la secrecibn 
de glucagbn mientras la arginina lo estimula. 

Alba - Roth y colaboradores ( 69 J realizart11 estudios 
acerca dEl posible efecto estimulante de la argi11ina sobre la 
secreción de la hormonn del crecimiento, por una supresión de la 
secreciCn de somatostatina endógena.Los resultados indican que la 
arginina administrada con GHRH ( factor liberador hipotalámico de 
la hormona del cre·~imiento ) provocb los m!t.s al tos niveles de 
hormona de crecimiento ( t3H ) en suero m!l.s que una estimulacibn 
m!t.xima a dosis de t3HP.H o arginina sola. Esto permite concluir 
que los efectos de la estimulación de la arginina son mediados 
por la supresión en la secreci6n de somatostatina endógena ( 68 
). 

Weir y colaboradores ( 71 ) realizarón estudios en 
plincreas aislado perftmdido de perro ccn exclusHm .:kcdenal para 
ex.arr.in3.r la produccitn de hormonas de islotes en respuesta a 
arginina, :JlUcagón l!xógeno e insulina. Observandose que el 
glucag6n exógeno estimula la secreción de somatostatina e 
insulina en forma bifi!sica mientras que l.:i arginina tiene un 
~fecto similar sobre el glucagón, somatostatina y polip~ptido 
pancreático. El frar.aso de. la arginina püru provocar una 
re>spuesta de- la ins 1.1lina puede prob'lblementi:- ser atril:ttido a las 
Cajas concentracicne.-:; de- glucosa :iel teji:ic perfundido, porque en 
otros e:studios ~mpleando tejido perfundido con altas 
cc11cent.raciones d~ glucosa, se e11ccntrt una libera~ibn bif!t.sica. 
La C.i:mostracibn :le que ciertas cl:-l '.1las de islotes pueden ser 
influenciadas por productos do? sec.recibn de otras c~lulas d~ 
islot::.z 3Umenta la pcsil:ilidtd. d: :¡ue mecanismoz paracrino.~.
comple-jos puedan ser 'Jperativos dentro de les islotes. Es clarc 
que ¿.:::tas C\13.t:rc b·n·monas ( glucLi;tn. insuli1:3, serna tosta tina :, 
pQlip~¡::.ido pancrehtic=i ) so11 ]il:i:-r.:ida:: r3pidament.E- en respuesto: 
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a la arginina, aunque las interrelaciones e implicaciones precisas 
eu e-1 metabolismo de nutrientes tc:dav!a no hall sido elucidada 
{ 70, 71 ) . 

Existen varias vías metabólicas que utilizan ornitina, 
producto de la reacción catali=ada por argina3a entre ellas la 
síntesis de glutamato, proli11a y ~oliaminas. Dada la importancia 
que tiene la ornitina para la ~iosíntesis de poliaminas se 
propuso este estudi·.:; para determ1:1J.l" lr:: actividad de arginasa e11 

el tejido pancre<itico humano comparandose ia actividad de ~stu 
~nzima en tejido normal con la nctividad en el tejido pancreático 
afe=ta1o por algu11a patología. Bajo la J1ipbtesis de que la 
actividad de arginasa es menor e11 el ptmcreas de ind:.viduos ccn 
algt111 daño panc::.~etttico cOmparadil c-:~n la del tejido 'pancre!iti.::c 
n.:irmal. 
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M A T E R I A L y METOD•:i.::. 

MATERIAL BIOLOGICO: 

Se ~mplearon fracciones de páncrea3 humano {cabez3, 
cuerpc j' cola) obtenidos de> :.utopsias de pa..:itontes quE> ne 
present3!:an daño pancre:1tic:i ( controle~ J, de pacientes con 
diabetes mi=llitu.s tipo II a.;í cnmo de pacientes con da1~::J 
~ancreáti~c por alcoholismo. El tiempo entre la defunció11 d€l 
paciente 7 la toma de la muestra fue en promedio de 8 h pa~a 
tcda.z las rntlestra.=. Estas fueror. prcpi::rcionadJZ p.;.r .:l Sen·i·:it;"• 
de Pat~logí~ del Hospit~l d~ Esp~cialidades del Centro M~dico 
na.:i-::inal. 

MATERIAL QUUII<cO: 

Se utilizarón los reactivos necesarios para la 
determinación de arginasa, pr1)te:fnas, peso se~,,, DNA, alfa
amilasa y triacilgliceroles. 

METC•OO: 

- rrocedimiento e~perimental: 

Se analiz3rbn 10 muestras de p!!.ncreas humane 
normal, muestras de pb.ncreaz ht1r.iano diab~tico y.? muestras de 
p.t.ncreas dañado por alcoholismo. 

Las muestras de p~ncreas ( perfectamente 
identificada cada porcitn ) se colccnron ein fra:coz de 15 ml qll~ 
contenian un amortiguador de fosfatos O.OS M pH :: 7.2 al momento 
de realizarse la a11t~psia, procediendo inmediatamente despu~~ a 
congelarlos hasta el moment(" Ce ser procesada la muestra 
( 36 - 72 h j. 

- F·roce.s3nf.;into: 

c~da frac~ión de pjncreas ~e colocó en soluci6n 
salina o.:i "\ con el objete· de eliminar coagulos y tejido 
cone~civc. Una vez r~Jlizada est~ ~p~rJcibn se =~1~=~ la fracciin 
sobrs ttn pa¡:-el filti--::. para elimin~r ~l exceso dE? Jqua l' ~e pezt-i. 

El t,;ijido se homo;¡e.nizb con till hornc.genizador del 
~-~~ Potter tlvehjen en 3.~ ml de toltt~i6n salina. El 
l1omog~n1zado ~~ divieib en se!: fracciones pJ~J hacer l3r 
Ciferentes determin.:iciones bioqu1mic::tE:: 
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!solucibn salina 

alfa - ami asa• 
(equipo de reactivos 
Ciba Corning. Gilford) 

( 77 ) 

l 

(Lowry ( 73 )) Giles y Hyers 
( 74 ) ) 

• Ver Aplmdice. 
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Triacilqliceroles• 
(equipo de reactivos 

:iba Corníng. Gilford 
( 79 ) 

H~todo 
TDHU 

( 76 ) ) 



R E S U L T A O O S: 

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de 
las actividades de arginasa, alfa - amilasa y la concentracibn de 
triacilglic~ridos de las diferentes fracciones dt> pbncr?as humano 
normal ( cabeza, cuerpo y cola ) . 

!.os valores de las determinaci:::nes de DNA, proteínas y 
peso seco se presentan c-11 la tabla .:. 

En la figura se presentu. la comparación de la 
actividad de arginasa ex~resada ei: nmoles urea J mg protel11a· min 
en las diferentes fracciones del pbncreas normal y 3~e~tado por 
diabetes mellitus e pa11creatitis causada por alccholismo. 

En la figura 10 .se- pr¿senta la comparación de la 
con~entracibn de prote!nas expresada como rng prot.eina ¡ mg pese 
se:c en los diferenteF tejidos pancre~ticos estudiados. 

En la figura 11 se compari"l la ccncentracibn de DNA 
~xpresada como mg DNA / mg peso 3e~o. 

En la figura 1: se compara la concentración de 
t.riacilglic~rid.Js endbgenos e:·:pre~ado::'. en funciCn dt?l contenido 
dE< peso seco. La actividad de alfa - umilusa endbgena de las 
dift'=!rentes fracciones tisulares se muestra en la figura 13 y se 
expresa como U / mg de proteína. 

con l:is resultados de la actividad de arginasa en 21 
pbncreas humano ob'tenidos en el lal::cratorio se establecierbn dos 
tablas comparando la actividad de lu enzima que se obtuvo en el 
páncreas humano con la reportad<:! en la literatura para diferentes 
tejidos de rata tales como el hígado, intestino delgado, rifton, 
páncreas, pulmón, timo y cerebro ( tabla 3 ) y humanos ( hígado, 
fibroblastos, rifton y eritrocitos ) ( tabla 4 ) en los cuales la 
actividad de la enzima ya había sido demostrada. 

En la figura 14 se pi·esentan las variaciones de la 
actividad de la arginasa con respecte a la edad en el tejido 
p3.ncreático humano normal. 
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FRACCION DE 
TEJIDO 

Cabeza 

Cuerpo 

Cola 

"VALORES DE DIFERENTES PARAME'l'ROS BIOQUUIICOS 

EN TEJIDO PANCREATICO HUMANO" 

# EXPE
RIMENTOS 

10 

10 

10 

(TABLA I) 

ARGINASA 

( nmoles urea/mg proteína/min 

29.73 ±. 12.84 

25.32 ± 10.43 

25.57 ±. 9.19 

J! 

TRIACILGLICERIDOS ALFA-AMI LASA 

( mg / mg peso seco) (U/ mg prot) 

0.043 ±. 0.032 0.206 ± 0.09 

o.Ó32 ±. 0.026 0.248! 0.12 

o. 040 o. 027 0.265 :!:. 0 .• 14 
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FRACCION 

DE TEJIDO 

Cabeza 

Cuerpo 

Cola 

"VALORES DE DIFERENTES PARAMETROS BIOQUIMICOS 
EN TEJIDO PANCREATICO HUMANO" 

# EXPE
RIMENTOS 

1 o 

10 

10 

(TABLA 2 ) 

PROTEINAS PROTEINAS DNA ONA PESO SECO 
(mg prot/mg p.s.) (mg prot/ ( mg DNA/ ( mg DNA/ mg p. s./ 

mg p. h.) mg p.s.) mg p.h.) mg p.h. 

0.648 ± 0.16 0.100± 0.035 0.060± 0.015 7,8~/ .. 0.153 ± 0.03 

:!: ).~¿~. 

0.519±·o.12:.: 0.087 :!: 0,033 0.058± 0.019 6.41X10 ± 
3.96 X 10°' 

0.137± 0.04 

0;529 :!: 0.16 0.082 :!: 0.026 0.048±0.011 7.37X10 .. 
± 2.57X10 o .148±0 ,04 



"COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE ARGINASA EN PANCREAS HUMANO Y DIFERENTES TEJIDOS DE RATA" 

( TABLA 3 ) 

FRACCION DE EXPERI-
TEJIDO MENTOS 

ACTIVIDAD DE AR.GINASA (¡.mieles de urea / 9 de tejido) 

Pancreas Humano: 

Cabeza 10 32' 16·. :!: ·• 11.07 

Cuerpo 10 27.'92 ·-,± "5. 91 

Cola 10 23.29 7.62 

Promedio 10 ·21: 79 :!: 0:20 
Rata: 

Hígado 669 ± 37 

Intestino 
Delgado 75 ± 

Riñen 42 ±. 

Páncreas 24 ±. 

Pulmón 2.5 ± 

Timo 0.9 ± 0.3 

Cerebro o.a ± 0.1 . (82) 
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FRACCION DE 
TEJIDO 

Pancreas: 

Cabeza 

Cuerpo 

Cola 

Hí9ado* 

Pibroblastos• 

Eritrocitos* 

.. (83) 

"ACTIVIDAD DE t.RGINASA EN OlPEREN'rES TEJIDOS HUMANOS" 

{ TADLA 4 1 

1 EXPERI
MENTOS 

10 

10 

10 

ACTIVIDAD DE ARGIHASA 
(nmoles urea/mg prot,hr) 

1783,86 

1519.51 

1534,57 

5a,120,20 

" 
3&20 

3470 

DESVIACION ESTANDAR 

± 770.94 

± 625.98 

t. 551,54 

± JJ,850 

± 44 

± 860 

± 1030 

lk-



FIGURA 9: 

ii ~ ' ,¡ 

·<tJ.1.1.•.,.~.'j' 

¡,1 

t1 I' 
mmrm .. ':'~-.... .. ,, .. 

".: (.' r ·.¡: 



·.:., ·· ··¡ 
; ... ! • I ~ • ' 

:.) .•. ¡. 

,., 
··. ,,,, 

'J .. ! 

FIGURA 10: 

........ ¡ 

::.·::1· ... ,::: .... ::1 

.¡ '·' ·•.tl:.1.\ JJ· ..... · 

i 'i 1' :~ ¡:::: .:~ .: 

<:: 

'l'I'''' 

:;! 

i 
... ! 

. " 
' 



FIGURA 11: 
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FIGURA 12: 
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FIGURA 13: 
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FIGURA 14: 
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D I S C U S I O N D E R E S U L T A D O S: 

En el hombre la actividad de arginasa ha sido 
ampliamente estudiada en el hígado, fibroblastos y rifion { 82 ). 
A la arginasa ampliamente distribuida en diferent~s tejidos {25) 
extrahepdticos se le atribuye la función de facilitar la 
disponibilidad de ornitina para la biosíntesis de poliamininns, 
esto parece especialmente atractivo ya que estas mol~culas 
policatibnicas tienen 11n papel clave en el crecimiento de c~lulas 
y de tejidos. 

En este estudió se demostró la presencia de arginas~ en 
el tejido pancreático humano y se comparó esta actividad con lt1 
del hígado, riñan y eritrocitos reportada por otros autores ( 83 
). Se observó que la actividad de arginasa es menor en el tejido 
pancreático con respecto a los otros tejidos, lo que nos permite 
sugerir una posible relación entre el papi:!l funcic•nal de la 
enzima en el metabolismo celular y sus características 
moleculares en diferentes tejidcs, ya que ha sido reportado que 
las arginasas de hígado y rirlon tienen propiedades diferentes 
relacionadas con la función del tejido ( 83 ) . 

La actividc'.ld de arginasn también ha sido estudiada en 
diferentes tejidos d~ animales, p~rtic11larmente en la rata donde 
la actividad ha sido descrita en intestino delgado ( 80 ), pulmón 
y cerebro ( 82 ) , tiroides, bazo, coraz6n, piel, mt1sculo 
esquel~tico, glbndula mamaria lactante { 81 ) , (itero, etc. 

Harri y colaboradore~· ( 8.:! ) demostraron que la 
activldad de arginas3 en el pb.ncreas de rata macho de 90 días de 
edad es de 24 !. 3 }tmoles de· urea / g de te,j ido lo que 
~emparado con los resulta~os obtenidos en este estudio en el que 
se ha utilizado pbncreas humane normal refleja una actividad 

~;~~~~r s~:~~~ta~~tE co~~ ~i·~~~di~ a!' 
4i aspm~~:~ d~r~~~~o~es 9 d~~ 

p~ncreas estudiadas. 
Los resultados obtenido3 no mue3tran variación 

sig11ificativa e11 la actividad de arginasa en cada una de las 
fracciones del p.1ncreas ( cabeza, cuerpo y cola ) ( tabla 1 ) . Lo 
que indica que a pesar de que ~n la c~la del pdncreas se localiza 
el rrayor nfimero de islotes de Langerhans la existencia de dos· 
tipos de i~lctes { 84 ) cuya distrib11ción no es homogénea permite 
que la actividad de l:::i enzima se manifiE!ste de manera similar en 
todo el teJido. tos islote:_:; t:po I que son agregados centrales de 
c~lulas beta esth11 rodeados por c~lul~! dlfa y delta, provienen 
invariablemente de 1~ cola, cuerpo y je la parte posterior de la 
~abeza del p~11creas ( parte dorsal o esplénica ) . Los islotes 
tipo II ~on~titttidos por cflulas del polipéptido pancreatico ( pp 
) se enc11entran en lugar de las cél11las alfa y se localizan ~n 
la parte media e inferior de la cabeza ( región pancreatica 
vent::·al e duodenul } . 

Al comparar la ar.tividad dt- arginasa del tejido 
pancrebtico de individuos cor. dañe- pancrebtico causado por 



alcoholismo con la actividad del tejido pancreó.tico normal se 
observa actividad menor de esta enzima en el tejido dai'\ado, lo 
que puede ser debido a una i11hibicib11 en la síntesis de ONA 
y consecuentemente de protelnas. ( FIGURA 9 - 13 ) . 

Otros estudios que se .han realizado en pacientes con 
este padecimiento han demostrado una franca reduccibn en la 
funcibn endbcrina, documentada por el porcentaje de prevalencia 
de diabetes mellitus o por curvas repetidas de tolerancia a la 
glucosa, por lo que conviene investigar regularmente glucemia en 
este tipo de pacientes. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la 
fraccibn del plincreas en la que hay una notoria disminucibn tanto 
de la actividad de arginasa como del resto de los parametros 
bioqulmicos es la cola del pbncreas. Esto puede atribuirse a una 
destrucción parcial de los islotes de Langerhans ya que 
histolOgicamente predomina la fibrosis irregular con destrucción 
y pérdida permanente del Parenquima exócrino cuando se presenta 
un daño pancreó.tico provocado por alcoholismo. 

cuando hay una falta de insulina se :)bser\•a que el 
metabolismo de las grasas se est!mula y la s!ntesis .de proteínas 
disminuye, como consecuencia de esto, su almacenamiento se 
detiene y aumenta su catabolismo. La estimulación en el 
metabolismo de las grasas se manifiesta como causa de la 
hidrólisis de los triacilglicéridos almacenados, lo que produce 
liberación de grandes cantidades de ácidos grasos y glicerol a la 
sangre circulante. Esto se controla mediante la administraciOn de 
insulina o bien de algtm agente que estimule su produccibn 
( hipoglicemiantes J. 

En este estudio se observó que en el caso del pi!ncreas 
diabético la actividad de arginasa se encuentra incrementada con 
respecto a los valores reportados para el tejido pancreAtico 
normal. Esto puede atribuirse al uso de sulfanilureas como 
agentes hipoglicemiantes orales para el control de la diabetes. 
Estudios "in vivo 11 del efecto de lds sulfonilureas en sujetos 
diabéticos no insulina dependientes ( 85 ) son dif :!ciles de 
interpretar, ya que como cualquier droga su efecto directo no 
puede ser separado de los efectos .secundarios mediados v1a un 
incremento en la secrecibn de insuliua o mejorando el control 
metabolico. 

Estas drogas reducen la glucosa en sangre por un aumento 
en la liberacibn de insulina endbgena, esto se debe a un efecto 
directo sobre los islctes pancrehticos. 

Debido a que las sulfonilureas son potentes 
estimuladores de la secrecibn de in.sulina ademas de mejorar la 
s!ntesis de he idos grasos no esterificados 11 in vi tro 11 

aparentemente independiente a la insulina se puede pensar que 
pueden estar afectando la actividad de arginasa ya que se ha 
demostrado que puede estar relacionada entre otras funciones con 
la bios!ntesis de poliaminas cuya presencia ha sido también 
asociada con la produccibn de insulina. 



Ta.mb1en en el caso de las muestras de piincreas diabético 
se observó que hay Ullil ligera disminución en la concentrnci6n de 
DNA •:t proteínas con respecto al páncreas normal e~to puede 
atribuirse a que cuando los niveles de- insulina no son loE> 
adecuados hay una disminucit>n e-n la sintesi.r de proteínas 
aum~ntando al cata.l::::ilismo de las mismas. 

Los· triacilgl1cé-r1dc·s medidos i:n el pctncreas diab~tico 
pres~ntan un aumento con respecte· al p<1ncre-as humano normal lo 
que pue-de ,1tribuirse a que dparE-1itt=mt?nte- las sulfonilureas 
aumentan ln 3fntesia de ácidos ;rasos no e5~erificados es deci: 
provocan una estimulnción en el metabolismo de 13~ qrasas. 

La alfa - am1lasa medija en las frac~iones de p&ncreas 
diab'=-tico tamb.!.~:t pre-sei~ta un incrc-rnento ~OH ¡-.a-specto al 
pancreas n.orma.l, esto puede- atribuir~P. a "..mn estimulación en 
general do? la a.ctividnd en::im~t:..c~ ::lel tejido debida cJ las drogas 
admitlistradas para manter,er él c 1;:11tt.·cl me-tabblico. 

Cuan.do 1<1 actividad de arqina~-a se compara c.,nforme a la 
edad, s~ observa un ligero aumente de la actividad entre los ~o y 
30 d.ftos, posteriarr..entE- la act:i ·.:i.:ldd disminuye y permanece sin 
cambios importantes después de esta edad. Este puede explicarse 
ya que la actividad de aeginosa se afecta por secreciones 
hormonales las cuule.s incrementan la actividad de esta em:ima 
siendo la actividad hormonal en esta edad todavía elevada ( as ). 
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e o N e L u s O N E S: 

1.- La disrninuci6n de lü. :ictividad de arqi1rnsa· e-n 'el-" teJido 
pancre~t1co d:i1ladci puede atribuir:;e n una liber.il_Ción nument.ada de 
1 a enzir.:a en el .n1ero. 

2. - El aumi;!nto en la acti\•1dad de nrginasa en el tejido 
:;iar.cretit.ico afectado por diab~t~~ puede relac:lonar:;e ccn el 
efecto de hipoglicF.-miantes. 

3.- La actividild de arginasa encontrada ~n el p..i.ncreas humano 
pt1ede estar relacionada entre otr3~ funciones con 11 biosfntesis 
de poli.Jminas c:uyu p1·-=.-sencln ha zid~-; . .n:ociada con J ::¡ produccibtl 
de inslllina. 

4. - La cuantificación de lü actividod de arginasa en suer1) se 
podría empl~.J.r comi:-. un apoyo p.Jra el diLignc!-stico y pronóstico de 
er.fermedadt?s pancreáticas. 



A !' E N D I C E: 

TECUICAS PRACTICADAS EN EL .LABCRATOIUO: 

PROTEillAS: 

FUllDAM&llTO: 
Desde que fue propuestC el uso del reactivo de Fol1n 

para la determí1uici6n de proteínas, se han reportado gran m\inero 
de modificaciones analíticas en &l procedimiento de t1so de este 
reactivo. El Reactivo de Folin presenta ci~rtas peculiaridades y 
limitaciones, se ha es,tudiado con re 1 ac Hm J € fectos en 
variac.tones de pH, tiempo de reac<:'H:n, concentracHm deo reactivos 
y .sustancias que i11te.rfieren. Las re<1:'.ciones a las que se debe el 
color final atribuible a pr~&encia de proteína son: a J reacción 
ccn el cobre e11 ulcali y J:: J reduc~ibn d~l reacti•Jo 
fosfomolibdico - fosfotung$tico por la prote!na tratada con cobre 

REACTIVOS: 
Reactivo A: 

Carbonato de Sodio al 2% 
Tartrato doble dec s1::odio y potasio 
Hidróxido deo sodio 0.1 N 

Reactivo B: 
solución de Sulfato de Cobre Pentahídratado al O. 5!!:. 

neactivo C: 
Mezclar 50 volt\menes de-1 Reactivo A en 1 volt.\men de 

Reactivo B. Al momento de us3rse. 

APARATOS: 

Reacti'\.•o D: 
Reactivo de Folin - Ciocalteu (diluido) 

solucibn Esthndar de Albtlmina aovina O.:! mg / ml 

Vórtex. 
Colorímetro. 
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TEC/IICA; 
se .:olocan 100 pl del hc1mogenizado de: pjncreas con O. 5 

ml de hid=bxido de soC.io l N. se- ce.lienta en b.J.llo ü 37ªC durcmte 
30 n:iin. Posteriormente se centrifug3. se diluye- el sobrenadant~ 
obtenida 2· : 10. Se toma una al!ct1ot.J. de ico µl corepletando a seo 
pl ·oon agua. 

se udicionan 2 ml de l."<?.J.ctivo e, se me-zcl? en el vorte}! 
Y se deja repesar 10 minutos. Finalmente se adicic11an O.~ ml de? 
reactivo D, se mezcla y se deja reposnr 20 mint1tc3. Lee:r ~n el 
color!metro a 530 nm. 

DNA; 

FUNDAMENTO; 
Muchos tejidos contien~n bajas concentraciones da DUA "i 

en ciertas circunstancias e$ ne~esario utili=nr tln m~todo 
sensible para su determinacibn. 

En 1~56 Burton p:-opusc Una modifir:uc.i !in al m~tcc!c 
utilizado hasta entonces pcr D1sclJe la modificaci~u consistib eJJ 
usar difenilamina e11 una 1nez~la ~i bcijo ac~ticc y s11lff1rico. En 
la reaccibn se adi~io:ia acetaldehi.:1= permitiendo ~1 desarrollo d~ 
color. Este m~todo es 35 veces mbs sEnsible que el original de 
Dische. 

Posteriormente el H~todo de Burton fue modific~do 
haciendolo at\n m."!s sensible. En e:;te m~tcdo mcdificado el 
acetaldehido debe agregarse aislado al final y no incorporado a 
la mezcla dE reactivos, lo que permite disminuir la absorbancia 
del blanco hasta uua terceru pur'!:e del m~to.:lc original. La 
a.:licit:n de bcido sulft1rico es iJm¿::::-:aria ::-a que lo muestra d¿ 
tejido se encuentra en HClO-i :?H, lo que simplifica el m~todo 
prcduciendo un ma;¡ror de~arrollc de .:olor. Es estncial que lu 
difenilamina sea preparada ül momento. La sensibilidad del método 
E-S casi duplic.:1Ca al aumentar la -:-c1i~entracibn de difenilamina de 
::? al 4 '!; • 

REACTIVOS; 

P..t:-activo A: 
Acido PP.rclórico H 

neactivc e: 
Acetaldehido 1.6 mg ! ml 

Reactive C: 
Difenilamina 4 % ~ 40n mg / 10 ml Ac. Ac4tico ) 
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solución Est.!ndar de DtJA: solución isotónica de DNA 
diluida 1 : 10 con el reactivo A. ( 1 mq / ~1· l. 

TECNICA: 
Colocar en O. 9 ml de HClO~ O. 010 M 100 ¡1l de 

homogeneizadc; este se- centrifugü 10 minutos a 3000 rpm. Separar 
el sobrenadante y al precipitado se le agrega 0.5 ml HCl~ 1 M. 
Incubar 30 minuto::: a 70 "C. cent1·ifugar. Tomar una alícuota de 
~00 pl y completar a 500 pl cc11 ¡] reactivo A. Adicionar SO 
µl del r.;iactivo B y posteriormente 500 pl de reactivo C. Incubar 
18 hrs a 37QC. Leer a 600 nm. 

PESO SECO: 

FUtJDAMENTO: 
El método 

biológicas con una 
enseguida determinar 
formadc. 

consiste ~n hacer reaccionar muestra~ 
solución ácida de· dicrcmato de potasio 'l 
la densidad óptica a ::;60 nm di=l producto 

El método es insensible a compuestos inorgánicos y, por 
lo tanto, puede ser aplicado a homogenei::.'.'ldos de tejidos 
preparados en soluciones inorg!ml·:as. La tmica d<?zventajJ de.l 
m~todo es que parece que el dicrcmato reacciona especificamenti 
con grupos que contienen carbono y, FOr lo tanto,la participac1b11 
del nitrbqeno 11 otros elementos enla composicib11 del material 
biolbgico darlln proporcionalmente meao1· absorbancia. 

REACTIVOS: 

Reactivo A: 
1 g de dicromato d~ potasio se coloca en SO ml de 

bcido sulfbricc concentrado. calE11t!r a 70°C. se prepara antes de 
usarse. 

solución Est.1ndar de Manosa o Manito! 2 mg / ml . 

. ~PARl\TOS: 

TECNICA: 

Parrilla Electrica. 
Colorlmetro. 
v~rtex. 

Tomar 50 pl de homogeneizado los cuü.les 

i;2o. }1;e d1:·e~~l1~ • ·l r~;t:~:~!:ª?t:e 5;u:~;c;~~:~a; ~Í 
). Leer a 660 nm. 

se diluyen l?n 
d2l reactivo A 
chorrc del agua 



ARCINA.SA: 

FUllPAMtNT::>: 
La actividad de arg1nas~ se l1a establecido p~r 

meidiciones de: a) una dismirrnci.ti:; Ce la con:::t?nt.racibn de 
ar~inina, b) un incremento en ls concentracion de- on1i:ina o e} 
incremente ~n la concent.ro.cibn C.;: un''· M-.1chos d~ t-St.):"> rr.t:!toclcs 
han sido desarr~llado:: por nig1H:tti ~· col;1borad:ir':'~ { 75 ' 
quienes han he~l\o notar que sale. al~unos p::ocedimit?nt::::.s s~n 
tit1les para medir la activid~d dE ,r~i~asa en extrac~cs de ~eJido 
u homoqenei.::.:-tdos. El método q1.1e emplea t1o:H·micurba::ida 
diacetilmono;.;im:i 11reil { 1'DHU ) es un métcCc r¿\pu:c pü.l"íl 
determinar Liicti•:ijad de argina.':"u Ell t~jido llor.1<..~;~11~:.::,:¡d;.. La 
a¡::ürición ée-1 r.olot" <?-n este m~tcC.c dende se det:erminü la c~ntidad 
d? ure.l é¿-pend? del tiempc de --:alentu.m=..en:.c y de:- la temper"1t::ura . 
. ~ll:)ql.lc:- el tiempc. r,-.querido par'" Ll up:Jrjcitn m~:dm.1 dt=>l c:il.,i.- es 
dependie-nte de l.:i. temperntllr<.i, la i:1te-nsjdad d.:: 1.::i re-acci.b1: 
diamintiye ccnfo~me aumenta ~J tiem,o a~ ~~le11tGrn:e11to a 
temperat.ura.s cEr<";anns a 95ªc. L.:- que indicJ. que el producto r:-s 
afectado por la temperatura. 

REACTIVOS: 

APARATOS: 

TE:llIC.~: 

Reactivo A: 
Piacetilmonoxima 
Tiosemicarbñzida 
c. b. p. 

Reactivo B: 

::. . 5 ml 
O.O·J~ g 

25 ml 

0.1 ml Fec1,,. 0.1~.M en 
ioo rnl H

2 
so" al :?O!'";;. 

Solución Cst~r,dar de Ureil :ls _u
0
q / _inl 

Parrilla Eléctrica. 
Color1metro. 

56. 7% 

C'Jlocar 200 J.11 de hcmcgeneizada C'n >J. 5 ml de buffer 
Mn~1 1 Q,002 M, Tris H~l 0.04 M, sol. s1lina 0.9~ ! . Calentar 
55 ºe durante 1 h~ pa::-a activar a la enzima. c-:11tr1fuqar a 300ú 
r¡:.tt Diluir 1 : 1 o. Tornar o.~ r.1 !' adicio113r •). :! ml de una 
mezcla >.rg (1:".4 Mj - ~1¡· t 0.1:: !f 1 • Incttl:;nr a 37 º e, 15 
minH:.cs. Post.er1~rroent.e incrodu-:i:· l~.:~ tubos N1 aguü hirviendo 
~or minutos. c~ntrifugar. Toma!.· l11lil -11 ícuata de- .'.?OO ul 
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completar a 1 ml con agua. Adicionar 1 ml del reactivo A, 2 ml 
del reactivo B y calentar 25 mint1t~z a DSºC. E11fri~r y leer a 530 
nm. 

ALFA - AMILAS.~: 

FUllDAllENTO: 
La amilasa catüli=n ln hidról1siz de la ~ 

nitrofenil maltoheptosa bloque;:id.:; ( rnra7 bloquea-::..1 ) . I:l grupc 
bloqueador .:ie la PNrG7 inmuni:.:.a E>l ~ustr.:i.to contrr1 la 
d:s-:or..1posicibn por medio de lJs :1as en<:imas, ;:itiXiliar~s que
contiene el r~activo, pero no por l~ alfa-amilcsa. Una de las 
en<:.1mas auxiliares, la glt1coamilasJ, hidroliza los Fr?JuctoE dE 
la rear.ción de la amilasa 'l otra, l.:i. mal tasa t i;.c.. - yluco.sidasa ) , 
::ataliz.'.l In J.ib~ración del p - ni-crofenil.:i.t.o { P?IP J, El indic.:: 
de producción de PNP, observ~do a 40~ nm, es proporcional a la 
actividad de la amilasa en la muestra. 

PNPG"' o(- amilasa rnPG3 ~ maltotetr~csa 

NlPG3 glu>:oamilasa ,rtJPGl 1 glucosa 

PNPGl mal tasa P!lP gluccsa 

REACTIVOS: 
Ju~qo de reactivo GILFORD para determinación 

cu~nt:.tativa de o< - ami lasa. 

APARA.TOZ: 
ESl,?ectrc~o~~metro UNICAM SP - 1800 
Bauo de .:.7 1...:. 

!.- Ajustar el espectrofotómetro a cero con agua 
destilada o desioniz~da. Leer a 4~~ nm . 

.2.- Ali.adir 0.040 ml de agt1.J o mu.;istra problema los 
tu!)o::s de ensayo. 

J.- Adicionar con pi~eta 1 ml de reactivo a cada 11no 
l:;:;. ttibos de ensayo. Hf>::clar 'l ~=-1·mitir que se lleve a cabo 

d.e 
1> 

reacción. 
4.- Despu~~ de un pi=:ricdo ::!e 

ºe ~n la cubeta, anotar lü. absorbancia 
cada 15 segundos eurante 1111 minuto 
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CALCULOS: 
La actividad de la o( - Jmilasa puede e:,:presarse usü.nd-:i 

l.J Unidad Internacional que se ckfine como la cantidad de la 

:~~~1~~ ~~jo c~~~~}~~c~:s t~:~~~~~:~~ión de 1 µmol de 3Ustrato por 

Donde: 

8.9 
litros; 

A/min ~ lOe. • 1. 0-l 
actividad 

<><- omilasa. (U/L) e a. 9 " io' ¡ • 1 • o.º' 

A = incremento en at:sorbancia a 405 1lm 
x lOJ = absorbancia mol.Jr de PUF a ·4os--nin y_3_7_ 0 ___ C (8.~xlO·J 
mo1-• • cm·• )'" 
10" = factor de conversion de moles ·a ¡1 mol~s 

1 = recorrido de la lu:: en cm 
1.04 volumen total de reacción-en ml 
O. 04 = volt\men de la muestra en ml 

TRIACILGLICEROLES: 

FUNDAMENTO: 
El glicerol producido por hidrólisis enzimática do? 

triacilgliceroles es fosforilaao pvr adenosinatrifosfatasa (ATP) 
para producir 1 - glicerofosfuto "l AOP en la reacción c.:italizadü 
por glicerccinasa { GR ) . La glice-rofosfato - de-shidrogenasa ( G 

1 PDH ) cataliza la oxidación del 1 - glicerofosfato en 
presencia dE- nicotinamida adenina dinucli::-Ctido ( NAD +.. ) paru 
producir NADH que es usado para red11ci1· la anJlina del cloruro de 
2 - tetrazolio { iodofe11il - p ) - 3 - ¡11itrof•nil - p ) - 5 
fenil (INT) a formazan en la rea~c1tn catalizadn por dJaforasa. 
El formazan absorbe la luz a 500 nm. La inten¡idad del color 
formado es propor::ionJ.l u la concentración de glicerol ;{ por 11) 
tanto, a la cot1C'o:-l!tr:¡ciOn de triacilgl:.cer.:>le.:=. El procE.-dimient::: 
de ensaj.•o de triacilglicercle::. ( color ) de Gilford es una 
modifi::aciOn de la metodologia de Wal1lefeld. ( 77 } 

Triacilgliceroles Lipasa .,. gl ic~rol 1 .~el des Grasos 

Glicerol ... ATP __ ~1..,r._._. - Glicerofosfat~ ~ ADr 

so 



~~licerofosfü.to 

f:~ACTIVOC:· 
·Juegc

cuaut1t:i.tiv~ de_ 

Al'ARATOS: 

TECNTCA.: 

&spectrofotometro trHICAH ·sp·-·- teoo.-_ 
Bañe de- 37=-c. 

l. - Ajustar el ;.spi:.ct:rofotóm;;;.tro ·-=e-ro con 11-;-n,1 
destil·1d.:i ' de::icni::.1da. Leer ,1 S\if· nm. 

;;cUcio:;ar cvn p:..;:;;.ta l mi :Je r-etlr.t:ivo a tubo::;, 1.ei 
en::;,ay-:i adecuildamentE- marcados. 

;,- .3. i.nt~rvalcs regt;l-:in-:; de tiempo &1bdir o.ul 1111 ~=-
.:ig¡1.:;, c.Jlibr<idor, u la mue:;-::- =~~-.. -on-:.c:.da ü .0:-.~1:1.i tubi:: CE-
ensa¡·o. Hie:::.i:!ar biien j.' controlar e tie;npo de r¿:iacci~n. 

4. - Le>?r I:.; 1bsorba11c:i-.. !:::-p1k:,; de- 1~ pe:·~ Jnta.s de 3ü 
minutos, ,3 te-mpe-ratur..i 3tr.bi~nte { a - :s "' :: ; . 

CALCULOS: 

Ccncent. Tr iacilgli
roles 

A dese A bl 

A cal A bl 
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