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lA~TRODUCCION

INTRODUCCION

1. INSULINA

Al final del siglo XIX se pensaba en la posibilidad de que existiera relación entre
alguna secreción dc los islotes pancreáticos y la diabetes niellitus. Apoyaban esta teoría los
experimentos de u’asplantcs, ya que en 1889 Mering y Minkoski (1), observaron que los
porros pancreactomizados presentaban un cuadro clínico parecido a la diabetes, y en 1892
se clcmoswó que era posible reducir o eliminar un estado diabético ocasionado por la
extirpación del páncreas, transplantando un fragmento del otismo a una zona subcutánea,
en la cual se dejaba después de haber establecido conexiones vasculares. No se sabía la
imporuancia del páncreas y cíe la Insulina en el incíabolisnio hidrocarbonado.

Un los primeros años de este siglo, muchos Investigadores se esforzaron en conseguir
algún extracto del páncreas (¡tic aliviara los síntomas de la diabetes mellkus. Estaban tan
coíívcnciclos dc que los islotes segregaban alguna Itormona, que en 1909 se le dio el nombre
cíe insulina (insula, isla), mucho antes de stí verdadero descubrimiento.

En 1920 ltanting y Besc (2) prepararon el extracto pancreálico tan largo tiempo
esperado, con lo cual sc deínosaraba la existencia cíe tana hormona de los islotes, para la que
se adopté inmediatamente el nombre de insulina. Finalmente, el II de enero de 1922 se
administraron con éxito extractos pancreáticos a pacientes diab6iicos en el Hospital General
dc Toronto.

La insulina es tina importante hormona rcgtíladora del metabol lamo de carbohidratos,
lípidos, aminoácidos e iones en numerosas células diana. Debido a su Importancia
fisiológica ha sido una de las proteínas más estudiadas. Así, fue la primera en ser
secuenciada (3) y la primera en ser sintetizada químicamente ~4>.Ha sido la primera
proteína recombinante para su uso clínico c5).
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INTRODUCCION

2. SECRECION l)E INSULINA

La glucosa es cl rcgtílador fisiológico íiiás importante de la función de la célula beta
pancreática (6). Aunque los mecanismos por los que la glucosa estimula la secreción de
insulina son complejos y no del wdo conocidos, hay un consenso general de que la
regulación de ciertos sucesos iónicos por cambios en el metabolismo de tu célula fi son
esenciales para estimular la secreción de insulina.

La aceleración del metabolismo de la célula II que sigua a un incremento de la
concentración dc glucosa provoca el cierre dc los canales de K~ ATP dependientes (7,8)
probablemetute mediados por tín aumento en la concentración de A’1’P en los compartimentos
submembrana <9, 10). El cierre de estos canales provoca despolarización de la membrana
plasmática de la célula 11(11), disminuyendo la permeabilidad dc la membrana al K~ (12)
y aumentando el flujo de calcio a través de los canales dc Ca>’ dependientes de volMie (13),
incrementándose la concentración de calcio itutracelular y desencadenándose la secreción dc
insulina (14).

Aunque en los años setenta hubo trabajos cine sugerían que el aumento de calcio
intracelular era debido a una movilización de calcio desde los compartimentos intracelulares
(15), hoy esUl aceptado que este aumento de calcio se produce por un auniemo del flujo de
calcio desde el medio extracelular (16, 17) al citosol; se ha observado qt’e en ausencia de
calcio exíracelular la secreción de instilina esdniulada por glucosa es InhIbida (18). Se ha
demostrado que el flujo de calcio se produce a través de canales de calcio dependientes de
voltaje de tipo L (19), ya que en presencia de verapanuilo (bloquca los canales L de calcio)
la secreción de insulina es Inhibida al no aumentar la concentración de calcio intracelular.

En 1992 Henquin y colaboradores sugirieron que otros canales lónicos <ademds de
los canales de K1 ATt> dependientes) contribuían a la regulación de la actividad eléctrica
de la célula beta por glucosa <20).

Otros autores han rererido que la glucosa esdmula la secreción dc Insulina de dos
maneras (21), una seria a través de los canales de K4’ ATt> dependientes, responsable de
la primera rase de secreción de insulina, mientras que habría otro camino Independiente de
los canales de K~ ATP dependientes, aunque también necesitarla un aumento del calcio
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iNTRODUCCION

intraceltílar para provocar el acoplamiento de otro efector o efectores que desencadenarían
el proceso (le exochosis dc gránulos de insulina, responsable de la segunda fase de secreción
de insulina.

Por otro lado los estudios de l)ukes y colaboradores (22) sugieren que la producción
de NADII procedente de la gítícolisis es un paso critico para que la glucosa estimule la
secreción de insulina, ya que este NADIl se utilizará en la mitocondria para producir ATt>,
necesario para bloquear los canales de K ATI> dependientes.

En el futuro más investigaciones nos ayudarán a conocer el mecanismo o
mecanismos a partir del cual/es la glucosa y otros secretagogos promueven la secreción de
insulina.

3. RECEPTOR I)E INSULINA

3. 1. IISTRLJOTLiI&A DEL RECEPTOR

El primer paso en la acción de la insulina a nivel celular es la unión de la hormona

a su receptor de membrana (23,24).
El receptor de insulina es tina glicoproteina heterotetramérica integrada en la

membrana plasmática de la célula y está constituida por dos subunidades a <con un Pm de
135 Kda) y dos subunidades fi <con un Pm dc 95 Kda) unidas entre si por enlaces covalentes
de tipo distílft¡ro (25), dando lugar a una estructura a20> (26-28).

Cada subunidad del receptor estA especializada en una función determinada. Así la
subunidad a es la encargada de unir insulina con alta afinidad, y la subunidad O se encarga
de la transducción cíe la sefial.

¡ A subunidad a es una proteína extracelular (Figura 1) constituIda por un dominio
animo-terminal encargado del reconocimiento de la insulina, un dominio rico en cisieluas,
un dominio implicado en las uniones disulft¡ro entre ambas subunidades a, y un dítimo
dominio implicado en las uniones disulíbro entre las subunidades a-fi.

La subunidad O es una proteína transmembrana que contiene un dominio extracelular

3



ItVTRODVCCION

de 193 an , un dorvi mio transmembrana dc 23 aa, y un dominio iíuracelu lar dc 402 aa. El

(1cm i nio ex tracelulal gí icos II a(Io contiene residuos (le c isteina imp! icados en la unión entre

las ca<lenas x y 13. El clonm ir ío 1 raímsmeíub rana es uíi segmento ex—ho! leo idal que une el

dominio cx traeclular e ini racelular <le la subunidad II y tiene un papel critico en la

trauscítícción cíe la señal. La región intracelular cíe la suhunidad II se divide

fundaíneímtalmente en los cuatro dominios siguientes: el dominio yiíxtainembrana que

rontierme seetíencias necesarias para la interacción con sustratos intracelulares y para la

fosforilación cíe los mismos, así como para el internamiento <leí receptor cíe insulina (29—

31); un dornínio catalítico con la región cíe unión <leí ATP; un dominio rico en tirosinas que

se autofosforilan y están irlIplicadlas en la regulación cíe la actividad qtíinasa (32); y un

dominio carboxilo terminal que contiene dos tirOsiflas adicionales (le autofosforilación, así

como algunas serinas y treoninas que se fosforilan (33>.

Otra cíe las funciones de la subunidad <y es suprimir la act iv i<lad <pu ííasa presente en

la subtín idad 13. De este modo, si la subu nidad cx es destruida o modificada por p roteol isis

(34) o por íuutagénesis iii vúro (35,36), la actividad drosina quinasa cíe la subuniclad II es

artiv ací a.

Figura 1. Esquema cíe la estructura <leí receptor cíe insulina crí la membrana plasínaltica. La

numeración empleada crí la figura corresponde a la secuemicia sin el exón 11 (1-1 IR—A>.

flon’iiJ <It ,ni¡dn
<It i>í.qrjIi<ui

St hunidad d

Suhi¡tíkl:íd
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3.2. (¡EN DEI. RECEPTOR

El gen <leí receptor dc insulina se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 19 (37). Este gen está rormado por unas 150 Kb y consta de 22 exones
separados por 21 intrones (38,39). l..os II primeros exones ocupan unas 90 Kb y codifican
la subunidad a, y los exones 12 al 22 ocupan unas 30 Kb y codifican la subunidad A. El
gen del receptor de insulina, mediante procesamiento alternativo del exón 11, da origen a
dos isoformas que difieren cii la longitud de la subunidad a. El receptor que contiene el
exón II <¡¡IR-II ó EX 11+) tiene 12 aa más en el extremo carboxilo terminal de la
subunidad a, tras la arginina de la posición 723, comparada con la otra isoforma <HIR-A
6 IXXI 1-). Estas isoformas se expresan en distinta proporción, en los diferentes tejidos (40)
y especies (41) y muestran algunas propiedades bioquímicas y Nnciones fisiológicas
similares y distintas entre si <42-44).

4. MECANISMO MOLECULAR DE ACCION DE LA INSULINA

Se puede pensar que a nivel celular la acción de la instílina transcurre a tres niveles.

4.!. PRIMER NIVEL DE ACCION DE LA INSULINA

Este primer nivel lo com¡xrndrían todos los procesos relacionados con la actividad
tirosina quinasa del receptor, los sustratos del receptor de insulina y las moléculas que
interaccionan con estos sustratos.

Aunque los cambios moleculares exactos que conducen a la activación del receptor
cíe insulina después de la unión de la insulina son inciertos, muchos datos sugieren que el
receptor de insulina se comporta como una clásica enzima alostérica pasando por cambIos
conformaclonales y modificaciones por fosforilaclón.

Cuando la insulina se une a la subunidad a del receptor, se produce un cambio
conl’ormacional y se estimula la actividad tirosina quinua del receptor de insulina (45,46).
Esto permite la transferencia de grupos fosfatos desde el Al’? a multiples residuos tirosina

5
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dcl propiO receptor, así como la fas fon lacion (le I)roteilii~s sustra to intracelulares (47.48).

1 os datos i ud iearm que cl receptor t lene, al imienos , sc is les iduos tiros inia suscepubles de ser

los fon lados: iín residuo tirosma en posición 960, un grupo (le residuos tirosina <íue ocupan

las posrerones 1146. 1150 y 1152, y las tirosinas en las posiciones 1316 y 1322 (leí dominio

COOII—tcríninal (49,50). El receptor dc insulina tiene además residuos tirosina y treonina

que cuando se fosforilan, pueden disminuir o inhibir la actividad quinasa cíe! receptor (51).

1 J ~0 (le los principales sustratos endógenos cíe la actividad tírosína quinasa del

receptor es el 1 RS— 1 o también llamado pp [85 (52,53), 1U 1 RS— 1 es una proteína

citoplásmica de 13! Kda que es losfonilatio sobre niultiples residuos tirosina (54); se expresa

en muchos tejidos y esté muy conservado en las diferentes especies.

4.2. SEGUNDO NIVEL DE ACCION DE LA INSULINA

1 ~stenivel comprendería una cascada de reare iones (le fosfori 1 ación y de fosfonilación

en residuos ser ma cent ra<l as en una emmzimna 1 lanmada MAl’ qu i nasa (proteína mí tógeno—

activadora).

Esta familia (le enzirrias MA!> quinasa (55,56) parece ser la pieza central cíe la acción

dc la insulina en este segundo nivel por sus efectos sobre otras enzimas y proteínas, sc cree

que conduce a la activar ió ri <le enzimas corno SG c~ti masa, las cuales, activan a fosfatasas

que defosfonilan y activan enzinmas como la glucógeno sintetasa (57), Estacascada además

lleva a la regulación (le cíu masas que permiten la fosfor ilación de proteínas nucleares

(58,59), pcrmit icn<lo camlm mos en la expresión (le otras enzimas depencí lentes de insulina a

nivel transeriprional (60).

4.3 ERCER NIVEL DE ACCION DE LA INSULINA

En el tercer nivel incluiríamos a los efectores biológicos finales de la cascada cíe

iimsu lina; aquí se incluirían las moléculas t rausp<irtadoras de glucosa, las enzimas imfll)liCadas

en la síntesis cíe glucógeno y de lipi(los, y las proteínas implicadas eií la acción cíe la

insírlina a nivel cíe expresión genética y crecimiento celular,

6
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5. ‘I’RANSPOR’I’E DE GLUCOSA

1 transporte de la glucosa a través dc la membrana celular reviste más COfli~)lej idad

de lo que podría sospeelmarse. 1 )eb ido a la configuración (le la membrana plasmática (doble

capa 111)1(1 tea <inc repele el agua y las moléculas que, como la glucosa sc (liSuClvCIi en ella),

las células no íueden absorber glucosa por di llísió ti simple. La glucosa es transportada al

interior (le las células por difusión facilitada gracias a una proteína específica (de

aproximadamente 55 [<da)que se ha! la ariel ada en la membrana pl asmática.

1 iís transportadores (le glucosa fornían una familia con u ti estrecho pa reciclo en su

estructura y ftínción, aunque scan producto <le distintos genes y se expresen en <liferentes

tejidos (61). II asta ahora se Lían iclenti fica<lo siete glucotrans¡)ortadlores , cinco de ellos han

siclo ampí ian¡ente estucí iados, conociéndose su cl isí íibuc lón tisu lar y su secuencia cíe

¡ini inoaciclos (Tabla U; cada uno consta cíe una cadena pol ipepticlwa cíe unos 500
aiim mnoáemdos

TAB 1 Á 1. Eran sportadores <le glucosa liii manos.

AMINOACIDOS

492

524

509

sol

LOCAL! YAC ION
CROMOSON¡CA

1p35 —— p31,3

3q26, 1 q26.3

12p13,3

l7p13

¡p32 — í22

ESPRESION EN
TEJIDOS Y CELLJLAS

Placenta, cerebro, adiposo,
inuseulo, tíbíohlasws

1 Líg:idi>, células 11,
r ¡ ñú u e ¡ ntcst¡no (ínenmhrnna

basm latera)

Ceíehro , Ii Ig¡mdi , cniitzón,
nervios y cdl irlas nerv lusas

Músculo esquelótreo, atirposo
y c

1 níest ¡ no (ímmernbra ¡ma apical)

ISOl«)RNmA

o uu’i 1

u

(;IRJT4

u uu’ís

7
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5. 1 ESTRI. !CTI IRA DEI. ‘FRANSI’ORTADOR

U primer t raímsportador (le glucosa (G Li. iT 1) fue aislado en 1977 (62), a partir cíe

eritrocitos Imumanos. Esta proteína consiste cii una cadena de 492 aminoácidos (63),

organizada en 25 segmentos (Figura 2). Trece (le ellos extensamente hi<lroftlicos, muestran

inclinación por los tmiedios acuosos del interior y del exterior celular; estos segmentos se

alteríman con otros (loce fundamentalmente Ii idrofóbicos, que prefieren el medio lipiclico cíe

la membrana. 1 ~xistendos grandes bucles entre las hélices 1 y 2, y entre las hélices 6 y 7.

Es te <rl timo [niele (liv ide la estructura en el dommíimi it) N—terminal y cl dominio C—cerminal.

1 {n los segmento transureníbrana 3. 5, 7, 8 y [1 , tos grupos serán hidra tYlicos a un

lado e ludí rofóbicos emm el otro. listos cinco segmentos nocirfan formar un poro cuya

superficie i tmtcrna po<lria enlazarse con la glucosa.

Figura 2. Estm’uct¡rrn propuesta para los 492 amInoácidos del transportador. Una cadena

plegada atraviesa la membrana 1 ipfd lea omm <loco segmentos. Los ami iioáci<los que tienen grupos

cargados aparcccrm coím hms sigimos (-1) o (O.
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5.2 TRANSI XX’A(’ION DEL TRANSPOIVI’ADOR GLUT4

¡ .a isoforma 01.1 1T4 sólo se expresa en células que se caracterizan por tener
transporte dc glucosa estimulado por insulina. La insulina promueve el transporte de glucosa
en estas células por desencadenar el movimiento del GLIJT4 desde un compartimento
intracelular a la superficie celular (64,65). Luego, cuando disminuyen los niveles de glucosa
en satigre y coti ello la secreción dc insulina, se invierte el proceso y el GLUT4 se sitúa
nuevoniente en el interior.

El transportador GLIJT4 se localizo rt¡ndamentalíiiente en rnicrodoniinios tubulares
en los endosoinas próximos al aparato de Golgi o en vesículas separadas en el citoplasma,
frecuentemente cerca de la superficie celulaí’. Aunque también se ha demostrado la
existencia (le vesículas intracelulares para GLIJI’l en diferentes células sensibles a insulina,
la proporción total de GLIJ’l’l que está en la superficie celular en ausencia de insulina es
mucho mayor cíue í>ara la isoforma GLLIT4. De hecho la Insulina increnienta los niveles de
Gl.1114 en la superficie celular aproximadamente 30 veces en células musculares y
adiposas, mientras que Ci UIT! los aumenta sólo de 3 a 5 veces cii células adiposas. Existen
evidencias de que ambas isofornrns se localizan en diferentes vesículas en células adiposas
(66) y ínusculares (67).

Parece ser que cuando la insulina se une a la célula. desencadena una serie de
procesos moleculares que acaban por redistribuir los transportadores de glucosa en la
membrana celular.

Existen dos wor(as para explicar la transiocaclón del transportador GLUT4
promovida íx~r Insulina: el modelo de exocitosis regulada y el modelo de reciclaje regulado
(Vigura 3).

Actualmente hay un modelo consenso (que agrupa los dos modelos anteriores) sewin
el cual la retención del GLLJT4 (en ausencia de insulina) dentro de nilerodominios tubulares
del eídosonia y del retículo de Golgí. o de vesículas separadas, estaría mediado por un
suceso especifico, incluyendo tina interacción directa entre el GLIJT4 y una proteína

seleccionada, que producirla la retirada del transportador de la vía de reciclaje (68).

9
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A) Modelo de exocitosis reguluda 11) Modelo de reciclaje regulado

C¿tnIa~ no estintuladn

-~ i ~-—--.~—--——--.- MP -~ MI’
«o A0’

/I ~1

-~

ti$I~

(Vigias estimuladas e.u insuihea

“Ir i
4 ~/tN

‘«5’ O

O Pr*h~~ que reciclan

Figura 3. Mo<Ielo do oxocitosis regulada y Modelo do reciclado regulado para orientar al
transportador GUJT4 hacia la membrana plasmática en células no esthnuladas y

estImuladaspor Insulina. En ambosmodelos el GLUJT4 está retenido en el Interior dc la célula

por una eficiente iíiternallzación Cl) desde la nienibrana plasmática (MP) a través de vesículas
recubiertas de clatrina y por una eficiente retención intracelular después dc seleccionar el
endosoma (E). Dc este mundo, la proporción de CILUT4 que se internalízo es, bajo estas
condiciones dc ensayo, pequeña comparado con otros proteínas tíue reciclan. La mayor diferencIa
entre los dos modelos, es que en el modelo de exocitosis regulada el GLUT4 está seleccionado
dentro de una única población dc vesículas distintos dc las de otras proteínas que también
reciclan. La Insulina tiene que estimular la exocitosis de las vesículas que contienen otras
proteínas que se reciclan <II) y de las vesículas donde sólo se ubíca cl GLUT4 <II». En el modelo
dc reciclaje regulado el coniliartimento que se reclela contiene niicrodomlnlos, en los cuales, lo

proporción de OLUJT4 reciclado con respecto a otras proteínas que reciclan, variará
considerable¡ne¡ítc. rutos nílcrodoniinios representarían simplemente diferentes afinidades de

varias proteínas por una proteína seleccionada contenida en el endosoma que reciclo.

110
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6. CONCEPTO Y CIÁSIFICACION DE I)IABETES MELLI’1’US

1 Um cl siglo 1, Aiea to de Capadoc io (69) introdujo el té rrilino tic diabetes molí Una

pa ra describir un (lesorden cl inico caracterizado por polidipsia, polifagia y poliuria, que a

lo largo (le los meses provocaría la muerte (leí paciente.

1 Um 1 939 El imswortlí (70) vio que existían <los tipos <le l)aCiCim tea diabéticos, turos que

resI)ondian bien a la itrsu lina, y otros que no respondían correctamente a la insu lina,

cías i ficando la tI íabetes en <los grupos según la sensibilidad a esta hortuona, postulándose

la posibi 1 i<la(l dc que río todos los (1 iabét icos tuv icratí una d ismitiución en los niveles

insu 1 micos , sitio que su alteración primaria fuera debida a una pobre utilizaciáir de la

insu liria por los tejidos peri fé ricos,

Ae;.ualínctíte es tI i llci 1 dar una definición clara <le diabetes. La mayoría <le los autores

aceptatí íuc la (líabetes es mm síndrome caracterizado por trastornos del ¡netabol isnio

[mit!rocarbonado, lipid ico y proteico, <bUido a la falta parc ial o total cíe insulina, o a uíma

alteración <le la atoe ión biológica de la insulina.

1 ~tí1979 por inic iat iva <le la National Data Diabetes (3 roup (7 1), debido a la gran
confusión existente en la designación dc las distintas fornías cíe diabews, se sentaron las

bases para la cías i ticac ión actual (le diabetes mcli itus, Podernos distinguir tres clases cíe

diabetes mcl Ii tus:
* 1) iabetes tael Ii tus insu 1 inodependiente (DM1])), Tipo 1

* 1) iabetes mlii ttís ¡mo i naul ino—depend lente (1)M N 11)), Tipo II

* Diabetes asociada a ciertos síndromes y con<liciones, tales como enfermedad pancreática,

drogas o productos .íuimicos tóxicos, aímorrnalídades <leí receptor (le itisuliria o síndromes

geneticos.

7. AN’I’lI)I ABETICOS ORALES

Actualmeimte se considera como tratamiento de elección para la diabetes ¡nellitus tipo

II el seguimiento <le tina dieta y ejercicio adecuado, no obstante, en los casos en que estas

II
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rímedídas no sean suficientes por sí s(mlas sc establece la adición de antidiabéticos orales o

¡ ímsu liii a.

(i’o¡ imprcnd cii los aímt Id iaLmét icos orales aquellas drogas <~UC SC CIII 1)1 eaim 1)01 vía oral

crí cl t íat aiim lento (le la <1 ialmctcs ¡mmcl Ii tus (le determinados pacientes, cuyos principales

re~m resení atines son las su 1 foiíi lii reas y biguanidas.

1 ~uraimne la 2’ (inc rra Mmmdial (1942), cl doctor fratícés Marcel i anhon observó que

un tne rosos pacientes con liebres ti fo ideas tratados con una nueva sul fonamida (2254R1fl,

desarrol 1 aroim en niuchos casos frecuentes episodios (le hipoglucemia (72).

1 )espués (le la guerra se llevaron a cabo <liversas investigaciones y cii 1946 Augusto

1 ~oubat.íércssugirió íuc las su 1 fonamidas disminuían la glucos a cii sangre estimulando la

secreción de insu] irma del páncreas (73).

I~n 1955 aparecieron en el increado dos ant id inhén icos orales, ca rbntam ida (11Z55)

y to 1 buí aiim ida (1)860). La to 1 bu t arn ida fue la pr i ¡nc ra su 1 fon LI uvea que no taifa iii iigu un

aeció¡m ant ibaeter iana

II oy en d la, las su 1 foni lii reas constituyen la 1am il ia dc hipogluccmiarites orales más

ainí)l iarmmente u ti 1 iza<los en el trataníiento (le la cl jabeLes mellitus no itmsu 1 inodependiente (74).

8. 1 ES’l’RI IC’l’t IRA QUíMICA

Sotí arilsulfonilureas (Figura 4), derivan cíe un núcleo común (benceno-sulfonil—urea),

p~ sustitución <le los grupos benceno (R,) y urea (It).

Se dividen en sulfonilureas de l)riIllCra y de segunda generación, siendo estas últimas

las <le ¡irás reciente aparición y superior potencia farmacológica, dando a la molécula

original mayor potencia Iíipoglucemíante (75) aL poseer en su estructura sustituyentes más

1 ipofll icos

12
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Grupo sulfontlurea

__ SO~NH CO-NH~R,

u’

¡14 :~ Tolbutamida •(CM,>,CH,
CH,- Tolazomida 0¡2

a
U CH,COH Acotahexandda

cl

~ <i~CO - NH - (Cll2p, Gllbonclamlda0031,
01>

i¡ 00-MI- <Cli,) Glipizída

CH, Ollolsolda MC),)

FIgura 4. Estructura química do las sulfonll,aroas. Principales sul ronllure&i de primera y

segunda generación.

8.2 PARMACOCINIrrICA

Estos medicamentos se absorben por vía intestinal, algunos de forma rápida como
la glipizida, ligándose posteriormente a proteínas plasmáticas, fúndamentalmente a la
albúmina (en porcentajes oscilantes del 88% al 99%). Por su unión a proteínas, algunas

drogas pueden ejercer un papel competitivo con las sulfonilureas, potenciando su actividad
hipoglucemiatne, al originar una mayor cantidad de fracción libre de las mismas. Este
fenómeno es menos manifiesto con las sulfonilureas de segunda generación, cuya unión a
proteínas se realiza por tuerzas de cáracter no lónico, a diferencia de las sitifonilureas de
primera generación, en que intervienen fuerzas lónlcas (76).

Las características fannaoocinéticas principales de las sulfonilureas de primen y

segunda generación se reflejan en la tabla 2.
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l’A~ BIJA II . I”nr¡nacocinética de las ¡)ri¡ICIpflIQS sullonilureas.

FO i.Ilt IrANí ¡1)4

(‘LORIROI’ANI 104

4C1VF<)I LEXANÍ IDA

<;u¡IIEN( ‘1 ~ANI11)4

(;r,Ie1,4t’lflA

\‘icla
mc<ilií

7 ti

24-48 It

7 Ii

3-II Ii

lO—Ib h

3-7 Im

12 Ii

~IeIah nl izad órí

¡ Icí~t lea (cartioxíIaciñrm)
Nl etabol jíes inactivos

1 Iepflh¡ca
(lxidroxilació¡í s ruíflura

cade ima 1 ateral
Mcl abel ltes actives c

iflhIdt IVOS

1 1eps~tica
Metalmel ¡tos activos
délm ilcs o 1 imact ¡vos

1 Icímá tica (h ¡drox iIac ¡cm)
Metalmol ¡tos activos e

inactivos

1 lepática
Ivletalmolitos inactivos

líepática
Mci abel [toshíact ¡vos

¡ ¡ep~tica
Ivietalmol¡tos irínct [vos

Excreción Tiempo
erecto

Renal (¡CO %)

Renal
(6-60%)

Renal (95 %)

Renal (60%)

Renal (50%)
Billar escasa

Renal (68%)

Renal
(60-70%)

6-12 Ii

60 lx

12—14 ti

12-18 lx

> 24 Ii

> 24 Ii

> 24 Ii

T0L1311’1’AM IDA

1) isponible <lesde 1956. Su principal característica es su corta vida media y su

transformación hepática en metabohitos inactivos que se secretan por el riñón. I!.sto hace que

sea nienos potente pero más segura que otras su] fonilureas. Puede ser útil en pacientes con

mí leve daño reííal

(‘LORI>ROPAM IDA

I¡ítro<lucída en 1957, con mayor efecto hipoglucetniante que tolbutarnicla, con una

vida inedia larga y una duración <leí efecto hipoglucémico de días Se absorbe lentamente

y al ser más hidrófila se liga menos a la albumina.
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La elorpropamid a tiene acción aímtid ni rética, así la retenciótí de agua y la

hiponatrermí la son complicaciones derivadas dc su uso.

‘FOLA/~AM¡DA

1) isponible desde el ¡1110 1966. Con uíía vid a níed ia corta, es ¡netabol izada PO~ el

hígado a tiunierosos níetabol itos con poca activida<l líipoglucénnea. Puede usarse en

pacientes co¡í lesiones en la función renal . Posee íiíía actividad diurética similar a la

acetoliexaní ida, pero no eo¡npa rte la act iv í<lad uricosuríca.

A(.’ F:’roI IEXAM IDA

Mus potente que tolbul a¡íí ida, sc mt rodujo en 1963. Es níctabol izad a por el hígado

a 1 Im id rox íhexami(la, <ítie es utí líipoglucc¡íi iaimte <los veces más potente que la I)ropia

acetolíexamida. 1 ~steimíetabolito es excrcta<lo en la orilla, por lo que esta sul fonilurea cst~

co¡itrairíd icada en ~ ie¡ítes con en lerníedad retíal

La acetolíexa¡n ida auníe¡íta la excreción (le agua y es un poteiite agente u ricosurico.

CI,¡I3ENCI,AMIDA

1 tí 1 £stados U¡m idos denoníina<lo gí iburi<le, usada en Europa d estie [969, Es 50 6 100

veces niás potente que las stiliouíilureas de pilmera generación. Aunque la vida media es

corta, la duraciótí <le su electo es a proxi iííada¡ííeiítc tic 24 horas. Se une a la albúmina y sc

metabol iza co¡m í i ge raactiv idad híipogluceníi atíte que se elimina fundamentalmente por cl

riñón y vía biliar.

Esta su 1 fon ilurea t lene un electo niás agudo y prolongado sobre las células l)Cta del

pÚncreas que el resto, siendo la mayor causa adversa de su uso la incide¡ícia cíe severas

liípog luccniias,

GLII>ICII)A

hmt roducida erm 1973, co¡í una potencia co¡ííparable a gí ibenclaníida. Con un tiempo

cíe acción (le 18 a 24 horas. Es la <íue m~s rápidaniente se absorbe, nwtabolizánd<sc

total uícimte a mcl abol nos hmact ivos que se el i¡nina¡m lundarnentalní ente por vía reimal
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GI4ICLACIDA

1) isporííbl e desde 197 1, con una potencia Itipoglucémica intermedia entre

g 1 iberíc laní ida y las sol foni[urcascíe prirííera generación Se absorbe rap idamente, se liga

a la al bú¡íí ma y se metabol iza conipletaniente a rííetabol ¡tos inactivos cute se cl im itialí

lundanmeiital ríiente por Los ri imoríes aunque parcialmente por la bilis.

II nmayor interés de esta <lrogai respecto al resto es sir actividad antiagregante

plaquetaria (previene o retarda la retinopatia diabética y otras complicaciones vasculares cíe

la ti i abctes ¡miel Ii tus)

9. MECANISMo DIC ACCION DE I4AS SIJLF()NILXJRF:AS

9. 1 AC(’ION LS l>ANCI&BATICAS

1 ~studios fi: e iii vino lían denmostrado que las sul formilu reas es timu tan la

seeree iónm de nisn 1 itía (77,78), 1 .as siM ford lureas est irnulan la 1 iberacióií <le insul hin fi, vii/o

e¡m ausenícia <le otros secretagogos.

No hay evidencias (le (lL¡C ninguna cíe las sulfonilureas difieran en su ¡nodo cíe acción

(79,80), ni de que inícrementen la síntesis de insulina por la célula B panercÚtica (8]).

prineilial níecanismo a través (leí cual las siM fonilu reas cieseiícaderían la secreción

cíe irístiliuma (Figura 5) se inicia por su u¡íión a receptores en la superficie de las células ¡3

patícreáticas (82), Esto permite el cierre (le los canales de K
4 ATP dependientes (83,84),

hay u ría ti isímí i nuciórí <leí flujo <le FC’ (85) provocando la despolarización cíe la mciiibrana

plasmática y la apertura de los caííales cíe calcio dependientes <le voltaje, aumentando el

[lujo <le Ca2’ hacia el interior celular (86). 131 itícrernento de la co¡íccntración cíe calcio

intracelular activa cl sistema cíe mícrotúburlos y inicrofilamentos que riroviliza los gránulos

de secreciótí hacia los lugares de exocitosis cíe la membrana celular.

Aunque este mecanismo representa, i ncluclableme¡ne, el mayor camino para que las

sul foríjlureas estimulen la secreción cíe insulina, existen todavía hechos sin aclarar. Por

ejemplo, las sulionilureas modifican el pH intracelular, además se lía visto que las
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sul foríilinreas aumentan el conteni<lo (le so<lio dc los islotes, lo que provocaría un aumento

(leí flujo dc calcio hacia el interior celular y eontribuiría a la secreción de insulina (87); por

ot ¡o lado, coní muan est imul anm<lo la sec rec iórí <le inisulina a al tas concentraciones de glucosa

eiranmd<) la iníhibición cíe la actividad <leí canal dc FC) es casi conímpleta (88).

¡“¡gura 5. Mecanismos propuestos para la acción tío las sirlforíil¡nreas sobre la secreción de

iris ¡rli rna. 1 ~assu! fon ¡ lun-cas al igu ¡II que la glucosa y otros secre¡agogos inhiben los ctuales de K~

ATP <lepcnd [enes,cl cierie de estos caría les provoca la secrecióní <le insulina.

Se ha referido que las sinifonilureas pueden inhibir la liberación de glucagén ¿a vitro

(89-91). En pacientes con diabetes mellitus tipo LI se ha observado una reducción cíe los

niveles de glucagón después de tratamientos crónicos con sulfonilureas (92,93). Sin

embargo, en otros estudios este efecto ha si<Lo cuestionado (94,95). La acción de las

sulfonilureas sobre la secreción de glucagón podría ser causado por el mejor funcionamiento

dc la célula 11 pancreática.
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INTRODUCCION

9.2 ACCI<)N l~S U~XTRAPANCREATICAS

Las acciones extrapancreáticasde las sultbnilureas, han sido durante más de 30 años,
y, hoy en dia siguen siendo motivo de controversia.

Aunque las sulfonilureas no reducen la glucemia en animales cuyas células 8-
pancreáticas han sido destruidas o en animales pancreactontizados (96,97), ni tampoco en
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (98,99), hay evidencias de que estas drogas reducen
la hiperglucemia en pacientes con DMNID por otros mecanismos diferentes al aumento de
la secreción insulfnica. En pacientes tratados con sulfonilureas se ha observado como con
cl paso dcl tiempo persistía el efecto hipoglucemiante de las mismas, a la vez que la
liberación pancreática de insulina descendía a los valores previos al tratamiento (100,101).
Estos datos abogan por cl hecho, de que la acción hipoglucemiante de estas drogas a largo
plazo, radica ftíndamentalmente en un mecanismo extrapancreático (102-103).

Parece, no obstante, que por lo que a la acción hipoglucemiante se refiere, se
admiten en la actualidad dos mecanismos Ihndamentales a nivel extrapancreático:

1) PotenciacIónde la acción periférIca lnsulfnlca, favoreciendola utIlización deglucosa

en nuisculo y kjido adiposo.

El tratamiento con sulfonllureas se asocia con un aumento de la sensibilidad a la
insulina por partc de los tejidos periféricos (104,105). Diversos estudios han demostrado
que las sulfonilureas aumentan la utilización de la glucosa mediada por insulina en el
músetílo esquel6¡ico (¡06) y en células musculares cultivadas <107,108). AdemAs, se han
referido diversos efectos directos de estas drogas sobre la captación de glucosa por el
músculo esquelético (109,110).

Por otro lado, se ha visto que las sulfonilureas en presencia de insulina potencian el
transporte <le líexosas en adipocitos (III). En lineas celulares adiposas como 3T3-LI, se
ha referido un aumento de la captación de glucosa en presencia sólo de sulfonilureas <112)
o un aumento del transporte de glucosa estimulado por insulina (113).
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l)rotltncc.i~n hepática de
cori sulfonilirreas (114),

2) Red¡nec iónn (le la líben’acion heí>atic~í dc glucosa.

AigLrnos es lud íos Inri tleimmostratio una tI ¡síu iniución (le la

glucosa cii pac ieímtes con 1 )M Ni 1) después <leí trataní icuto erónico

redircieiítlo tic ese nmmodt) los niveles de gltnceníí la crí ayunas.

Se Ima observado <une las sul loni lii reas inhiben la liberación tic glincosa hepática por

iníliibicióií (le la gluconicogéniesís y aceleración cíe la giucogenmolisis en el liigado perfundido

de ratas (115, 1 1<)). Así, parte <le este efecto estaría mediado por uní atnmento en el cotítenido

licl)aLoc llar itm de lrtnctosa 2,6 ti i fos fato (117,118) y por iímh ibición <le la oxidacién cíe ácidos

grasos tic cadena larga (Ii 9).

9.3 Ri~Cldfl’OR DE SUI.XONILUItBAS

Conmio líenímos visto las sul fonilurcas inhiben los caníales de 1< + NTP—dependientcs al

unu rse a recepto res cíe alta ah nkla<l presenies crí la níeníbranía plasimiática de la célula fi—

l)atIc~reút ¡ca. 1 a eapaci<la<l cíe inímión (le las di ferenítes sul ford breas a estos receptores refleja

su líabi 1 ¡dad ¡.aía estinnulay la secreción <le insulina (120, 121),

1 £stud ios de unión y experimenws de pwcl cla¡np sugieren cíue los canaies cíe K’~

ATlkdepcííd icutes están cont rolados por cusuro sitios separados: un sitio cíe uniión para ATP

(y nucleátidos relacionados), uní segundo sitio cíe unión l)ara coiíiplcjos MgADP, uní tercero

para sul [mmilureas y otro pava ti iazóxi<lo. El ATP y otros nucIcóticlos relacionados, así como
las suIloííilirreas provocan el cierre cíe los canales (le KF AlT dependientes, mientras que

los coimípuestos de MgAI)P, algunos nucícóxidos, el diazóxiclo y otros flirmacos p~ovocan

la apertura dc estos canales (122—124). Los canales de KF ATP—clependienies están

niodin lados por proteínas O y proteínas qn i nasas (¡25). L.t>s caníales de Kt ATT’—

tlcí)enmdíentcs y los receptores cíe sul foníil u reas parecení estar funícionaínuiení te unidos , aunque

no está cl¡n no si constituyen u mí sola enítidací o si el receptor de sul fonmilureas es una proteína

cl istiníta <une nioclin la la activi<lad cíe! canal (83,126).

lían sido identificados y caracterizados receptores cíe alta afinidad para sulfonilureas

en células secretoras <le insulina (LIIT, RINm5P) y en membratías de islotes pancreáticos

(127,128). En células HIT, níediante el análisis cíe Scatchard se lía clenííosirado [a existencia
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de dos sitios tic nimioní para sul fonuil u reas, uní sitio cíe alta afini<lad y una segunda población

tIc sitios de baia aíiiíidad.

receptor (le su 1 ibríl lureas Ima sido purificado a través cíe análogos (derivados) de

su 1 íonmilu reas que se uneií coval entenujeníte a la liroteina, y ha sitio parcialmente secuenciado

utIlizando 1 ibrerias conípleníenitarias dc 1) N A (129).

151 receptor (le su! fonilureas fornía harte de la fanmíil i a de proteínas que unen ATI>,

y es unía proteinma <le níembrania cori rin Pm <le 140-170 Kda (129). además se han detectado

proteínas <le 65 y 43 ¡<da (130). Aniálisis <le Northerií blol de poli—A mRNA aislado cíe
células secretoras cíe insulina, <¡ue expresan receptores <le si¡l fonulureas y canales de K~

A’l’P—dependientes, han ¡íuostra<lo que tienen uní transcripto de aproxinnaclamente 5000

nucleóti<los (129).

‘l’ambién se han encontrado sitios <le alta afinidad para sulfonilureas cii músculo

cardíaco, musculo liso, músculo esquelético y adenohipófisis (131—133), similares a los de

las células secretoras cíe insulinía. ISní el cerebro se ha identificado un péptido cíe 38 Kda que

une sultonmilureas con alta afinicla<l y parece esrar acoplado a unía proteína de 160-170 Ma

134). En las células a’ pancreáticas se batí identificado dos receptores cíe alta afinidad con

un ¡‘nl <le ¡40 y 150 K<Ia (¡35), lo cure apoyada una acción directa de las srl foníilureas

sobre estas células, incluyendo la regulación cíe la secreción de glucagóní.

Se ha demostrado la existenícia cíe nínntacioncs en el genm del receí)tor cíe suifonihnreas

en familias co¡í persistente luiperinsulinemia e hipoglucemias cii niños (136).

151 receptor <lo stnlfonilureas, tendría por tanto, tui papel central crí la regulación <le

la secreción cíe inmsLnlinia, por lo que cl hipoinstnlínnsmo de la <liabetes mellitus podría estar

reiac ionía<lo tanib ién cotí mu tacionmes en el receptor <le sul foflilureas

lO. (;I.ICLACIDA

La gliclacicla es inna sL¡lfoniíurea de segunda generación usada en cl tratamiento cíe

la DMN1D, ya que mejora los defectos de la secreción instnlinica y puede revertir la

resistencia insulínica observada en estos pacientes.
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La gliclacida al igual que el resto de las sulfonilureas se une a receptores específicos
de membrana y estimula la secreción de insulina. La glucosa estimula la secreción de
insulina de tina manera biMsica, con una primera rase muy rápida y una segunda fase de
secreción más lenta. Muchos estudios han rcferido que la mayori a de las sulfonilureas no
tienen ningún erecto sobre la primera fase de secreción dc insulina en pacientes con
DMNII) <137,138). En contraposición a estos estudios, se ha demostrado que la gliclacida
estinwla la primera fase dc secreción de insulina (139,140). ¡Sl efecto estimulador de la
gliclacida sobre la primera fase de secreción de insulina es similar después de largos y
cortos periodos dc tratamiento con esta drogo (141.142). IAl hecho deque esta droga tenga
un efecto menor sobre la fase lenta de secreción de insulina podría explicar la menor
incidencia de hipoglucemias.

Algunos estudios han referido tina reducción (le la glucemia con tratamientos con
gliclacida a pesar de no aumentar los niveles de insulina circulantes (143). Esto sugiere que
el efecto de la gliclacida sobre la glucosa sería mediado, en parte, por efectos
extrapancreáticos, tales como un incremento en la respuesta periférica o cii la sensibilidad

a la insulina.
Diversos investigadores han observado una disminución en la producción hepática

de glucosa, así como un mayor aclaramienw de glucosa después de la administración de
gliclacida en pacientes con DMNII) (144).

Investigaciones ex vivo lían aportado evidencias de que la gliclacida tiene un efecto
directo sobre la captación de glucosa (¡45), y un erecto potenciador sobre la captación de
glucosa estimulada por insulina en el músculo esquelético <146). Se ha demostrado que el
tratamiento con gliclacida activa la enzima glucógeno sintetasa (147,148), enzima clave del

metabolismo de la glucosa en el músculo esquelético.
La Falta de efectos directos de esta droga sobre los receptores de insulina la vivo

(149) o ¡u i’Uro (150), sugieren que los efectos de esta droga sobre la acción de la Insulina
estarían mediados a nivel post-receptor.

Uno de los aspectos claves de esta droga sobre el resto de las sulfonilureas son sus
efectos hemobiológicos. Se ha demostrado que, en animales y humanos, la gliclacida
decrece la agregación y adhesión plaquetaria, normaliza el metabolismo de las
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¡.rostagland mías e incrementa la actividad fi brinol itica vascular.
1 ní aim imales sc lía visto tlue la gí iclacida i nliibe la trombina y el colágeno (15 1).

Adenimás sc ha observado que la glielacida adinlinistrada en pacientes con DMNIL) reduce

el colágeno, sin eml)argt) este efecto ¡mo se lía encontrado en pacienites tratados con

gí il)enclami<la (1 52).

Parece que la gliclacida actúa eliminando los radicales libres (152,153), dic esta

manera se acinvaria la prostacíclina sintetasa y se inhibiría la ciciooxigenasa, sintetizándose

más prostaglandinas (154) e inhibiéndose la formación <le tromboxanos (155).

Eíí pacientes con 1)MNII) tratadlos con gliclacida se Ima confirmado la existencia <le

niveles marcadlanmeiitc bajos o normales díel activador dIc plasrninógeno (156),

inc remcniiání<losc la act iv icl adí hbriniolit i ca vascular.

ti. BIGUANIDAS

Las b igtnanidas tienen tínma Imístor ia que se rervioimt a a la 1W adí Media, cuando Galega

officinal is (rica en l)iguanidla) ftne Lrsa<la como tratamiento dic la diabetes en el sur y este <le

Europa (157). En 1918, Watanabc comprueba el efecto nornuoglucemiante <le la gLianlidina

(158). En 1 ~J26,cl díoctor Frank intiliza por primera vez en clínica un díerivaclo guanmiclinico

(Sintalinía A) como agente anti—liipergluncéimiico, teniendo que abandonarlo posteriormente

por sus efectos líepatotóxicos.

Es a partir <le 1957, cuando van a coníie¡mzarsc a eml)lear regularmente en el

tratannieníto (le la <1 iabet es <leterm ina<los derivados bíguaníd icos: metforníí iría (159),

fenfornm ma (1 60) y butform inma (161),

Químicamente son derivados de la guanidlina. La merformina es un derivado

dimetiladlo, mientras que la fenformina y butformiima sonmOnOsustittnIdlos por un radílcal más

largo.
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11.1 FARMACOCINETICA

Las biguanidas tienetí un comportamiento farmacocinético variable por su diferente
composición química. Estos fármacos presentan una absorción intestinal rápida. La
fenfonuina se une a proteínas plasmáticas y sufre en parte metabolización hepática (40%).
La butronnina, no ligada a proteínas se elimina inmodificada por vía renal. La metformina
se absorbe fundamentalmente (70-80%) en el intestino, no se liga a proteínas plasmáticas,
ni es níetabolizada y se elimina por vía urinaria; se acumula en gran cantidad en la pared
intestinal (162).

La aparición de acidosis láctica con una mortalidad del 25%, asocIada con las
biguanidas, especialmente con fenformina (163), hizo que esta droga y butfonnina se
retiraran del mercado en Estados Unidos y otros paises. Actualmente la metformina es la
única biguanida recomendada para el tratamiento de diab6ticos no insulino-dependientes,
debido a los pocos casos de acidosis láctica que se asocian con esta droga.

11.2 MECANISMo DE ACCION

1 ,as biguanidas son drogas nornioglucemiatítes o antihipergiucemianles (normalizan
los niveles elevados cíe glucemia). Para ejercer su acción requieren cieria cantidad de
insulina, (de origen exógeno o endógeno) y a diferencia de las sul fonilureas no estimulan
su secreción (164, 165), por esto probablemente tío reducen la glucemia en individuos no
diabóticos (166).

El mecanismo de acción de las biguanklas no es bien conocido. La nietrorínina se
uno por sus radicales lipofílicos a la membrana plasmática, la acumulación do cargas
positivas genera un potencial de superficie cíe membrana que puede ser la señal
desencadenante de los acontecimientos celulares.

Aunque en presencia de metiormina la unión de la insulina al receptor está
aumentada (167,168), se ha demostrado que esta droga mejora la actividad de la Insulina
a nivel post-receptor <169,170).
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Se Ima visto títe las lm iguaníi<las aumentan la captación periférica de glincosa dcl 20 al

30% pre<lonmmando segúnm los tejidos el aunílento del metabolismo oxidativo, en el nuisculo

(17 1) o no ox rda t ivo en el inmtest mo. Parece que el efeci o de la nietforniíina no requiere

nirieva s mu es is (le proteínas, y se asoc ia coní un incremento tic la traníslocacion díel

gltncot ransportador O Lii [4 crm niúsculo (172).

A nílvel tIc tejidtm adiposo las acciones son menos evidentes, así parece aumentar la

eaptacionm de glucosa y su oxidación (173), modificándose mtny ligeramente el equilibrio

lípogérmesis—lipolisis (174), díando conio resultado una ligcra disminución de los áci<los

grasos libres (175) Se ha releritlo un incremento <le la tranislocacíór¡ cíe

glucotranísportadores inducido pon insu Ii tía en adipocítos (176).

Conio lía s [<It)expuesto prev iannente, la nne ¡oria <leí níetabol ismo <le la glucosa se

produce por una mc~or acción periférica <le la insulina, sin modi ficarse la Capadzi<ladl

secretora (le la nnisnmia, que puede atnníentar ligeramente como consecuencia indirecta cíe la

d isín inmuc ión tIc la g lucení ia y <le la gltrcotox icid ad sobre la célula beta.

24



OBJEfl VOS



Oil JICTI VOS

OBJETIVOS

Este estudio está dirigido a conuocer acciones exlra[)ancreáticas de las sulfonilureas,

em¡íc relaníeimte a nivel dc mfrscu lo estiuclético.

1 ~aprínicra parte <leí trabajo se Ima cent ra<lo etm el estudio del efecto agudo cíe la

gí iclac ¡tía una strl fonilurea <le segunidía generac. ióní, sobre la utilización de la glucosa por

el nmíúscu lo estime lético crí ratas normales, así conmo su nilecanisnio (le acción.

los objetivos concretos han sido:

Conocer si la gí iclac i<la en ausencia (le insulina estiniíu la la captac ióni cíe glucosa por el

nmúsculo esquelético.

2. Conmprobar si la gliclacicla tiene un electo aditivo o poteniciaclor dIC la inmstrlina sobre la

captación (le la glucosa en el muscu lo esdiuclético.

3. Conocer si el efecto <le la gliclacida está media<lo por canales cíe K1 ATI~ dependientes.

4. Conocer si la gliclacida promineve la translocación del glucotransportador GLUT4 a la

menm brana plasnuática crí el iliuscinlo es<iuelé t iCO

1 <a segund a parte dcl 1 ral»\jo se ha diseñado para estudiar el efecto <leí tratamiento

oral coní g 1 ¡clac i<Ia sobre la mt ilizacióní <le la glucosa por el nluscu lo esquelético de ratas con

<1 iabeíes ¡os 1—es 1 reptozotocínía

1 ~osobjetivos concretos han sido:

Coniocer si el trataniuíento oral con gliclaci<la produce una rnejorfa en el control

glucémic<,, así conio un aumento de la captación de glucosa íor el músculo esquelético,

2. Conocer si este efecto se produce a nnvel receptor o post—receptor <le insulina.

1
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3. (‘ormocer cl e ferio del 1 ratam icnlo con g 1 ielaci<la sobre el conten ido total del

g 1 ucol raimspoit atior Cl II’ [‘4 eim cl nmtrsculo esquelético.

4. (‘oiíocer si 1 a ¿nl ir ¡ónm dc gí icí acida al t ratam ienito insul Inico rediuce la inistrí iniornesistencia

~ t ienicnm estas ralas.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

¡ * 1 REACTIVOS

1.1.1 l>ETIiRMINACION 1W GLUCOSA

- Reactivo de glucosa (lleckmato
1.1.2 IWTERMINACION 1W INSULINA

- Kit coniercial (Novo Research Institute>
- Fosfato disódico monohidratado (Merck)
- Fosfato monosédico dihidratado (Merck)
- Cloruro sádico (MercK)
- Albúmina humana (ICN Hubber)
- Etanol absoluto <Scharlau)

1.1.3 DIITERMINACION DE l>EPTIDO C
- Kit comercial (l)RG lnstrurnents Ombil)

1.1.4 CAPTACION DE GLUCOSA EN MUSCULO PERFUNDIDO
- Cloruro potásico <Merck)
- Sulfato magnésico heptahidratado (Panreac)
- Cloruro cálcico (Merck)
- Fosfato nionopotásico (Scharlau)
- Bicarbonato sádico (Merck)
- Pentotal sádico <Palex)
- D-Glucosa anhidra (Scharlau)
- Mido pirúvico <Sigma Chemical Company)
- Albúmina séricabovina <BSA) Fracción V (Sigma Chemical Company)
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- Insulina porcina (Novo Research Institute)
- Gliclacida (Laboratorios Servier)
- Diazóxido (II iperstat, Schering-Plough)

- Dimetil sulfóxido (DM50) (Sigma Chemical Company)
.1.5 TRANSLOCACION DE GLLICOTRANSI>ORTADORES

- ‘IRIS (Bio-Rad)

— IXDTA Titriplcx III (Merck)

- Sacarosa (Merck)
- lienzamidina (Sigma)

- l:cnil nictil sulfonil fluoruro (PMSF) ~SigmaChemical company)
— Aprotinina (I3oel~ringcr Mannleinú
- Bacitracina (Sigma Chemical Company)
- Pirofosfato sódico (Sigma Chemical Company)

- Ortovanadato sádico (Sigma Chemical Company)
- Fluoruro sádico (Sigma Chemical Company)

1.1.6 CARA(i’l!RIZACION ENZIMATICA

* Actividad UDP-galactosiltransferasa

- Cacodilato sódico (Sigma Chemical Company)
- Cloruro de manganeso (Merck)
- il-mercaptoetanol (Sigma Chemical Company)
- N-acetilglucosamina ~SigniaChemical Company)
- LJDP-galactosa (Sigma Chemical Company)
- uDP4ndq.galactosa (Amersharn Lite Science~
- Columnas Dowex 2x8 CU (Bio-Rad)

* Actividad Na~/K ATPasa
- Cloruro de magnesio (Merck)
- Irnidazol (Sigma Chemical company)

- Azida sádica (Merck)
- BOTA (Sigma Chemical ~ompany)
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— Mol ibdato anmónuico (Merck)

Sulfiuo terroso (Merck)

• 1.7 El .IR1’R()l«)RI;SIS

lodos los reaet ivos y aíaratos usados ínira electro foresis, fueron (le la firma Bio—

Rad:

T’RIS

— Glicinma

81)8

— A ziní <le bronmuolenio 1

- l)’VI’

— Bensu 1 lato a nimón ico

— Acrilannida

Bis acrílanmida

1.1.8 TRANSFERENCIA

— Membranías <le nuit rocelulosa <Inmobilon P, MII .11 l~ORE)

Cinl~cta <le transferencia (l3io—RacI)

1 1 . O A t.JI’O R RAI) lOE iRA 1 ~A

— [<it ECL. (Anímersímanin Li fe Science)

— Películas dIc rayos X: X—Ornat 20,3 x 25,4 cm (Kodak)

— Cassete <le exposición dc películas con pantalla

1 . lO PU Rl EICACION DI ¡ .08 RIiC IiI”I’ORES ¡) E [NSUI .1 NA

— ‘[vi (onu X— 100 (Bio—Radí)

— l..eupept¿na (Signía Chemical Company)

Pestatina (Sigma Chemical Company)

— Aglutininma dIc germen de trigo (Pharnuacia LKB Bioteclmnology)

— Sefarosa CNBr activada (Pimarninacia LKB I3iotechnology)

1.1.11 UNION DF. LA ‘25[-INSULINA A LOS RECEPTORES

- Polietilénglícol 6000 (Merck)

— Ganmnna—globul iría humana (i3elmring)
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1. 1. 12 IW’1ERM INACION DE PRO’I’EINAS

— Reactivo dIc Bratí tontí (BIo—Radí)

1.1.13 Al. rl’ol:Os1.ZORII,ACION DEL RECEPTOR1)E INSULINA

— Anticuerpo nnonoclonal aniti—rcceptOr <le insulina AB—3 (Oncogene Scienice)

— Anticuerpo dIc cabra anti—lgG de ratón (Oncogeníe—Science)

— Proteína A—aganosa (Oncogene—S cience)

1.1.14 1~OSWRI1..,ACION DEL RECEPTOR 1)13 iNSULINA SOBRE UN SUS’I’RATO

EXOGEN()

- 1’oly Glu~ - ‘1’yr2~ (Sigma Chemical Company)

— Gamma—WPI—AT1~(ICN Biome<licals)

- A’fl~ y Cii’ (Sigma Chemical Company)
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1.2 TAMPONES

1.2.1 ‘l’AMPON DE ANALISIS PARA DETERMINACION DE INSULINA:

A) Fosfatos 0,04 M, con 1 mMdc NaCí y 5,9% <le albúmina de suero

humano, pH 7,4

II) Fosfatos 0,04 M, coní 0,1% albúnítinía humana, pH 7,4

12.2 TAMPON I)E ANALISIS PARA Di3TERM1NACION I)E PEPTIDO C:

- Fosfatos 0,05 M, con 0,025 M cíe EDTA y 1% I3SA, pH 7,4

1.2.3 TAMI’ON KREI3S-HENSELEIT:

- NaCí 130 mM

- [<Cl4,7 mM

- MgSO47H20 1,2 nííM

- CaCI2 2,5 níM

— 1<112 PO, 1,2 mM

- NaHCO3 25 mM

pH 7,4

1.2.4 ‘l’AMPON DL SOLUI3ILIZAC]ON PARA LA PREPARACION 1)13

FRACCIONES SUIICELULARUS BIS CiLUCOTRANSPORTADORES:

- TRIS 0,2 M

— EI)TA lO mM

- Sacarosa 255 mM

- PMSF 1 raM

— Ilacitracinna O, 2 nimg/ml

— Aprotinina 1000 Unidades/ml

— PMSE 1 nínM

- Benzamidina 0,2 mg/ml

— Nal? 100 mM

- Na2I12P201 10 mM

- Na3VO4 IniM

1)11 7,4
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1.2 .5’l’AMI’ON 1)12 SUSPENSION DE LAS FRACCIONESSUI3CELULARES DE

(Hl. C(YI’RANS POR’VADORIS (TES’):

- 1’ris 0,2 M

— IÁIYI’A lO mM

- Sacarosa 255 mM

- PMSI 1 mM

pI.’ 7,4

1.26 TAMPON DE ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA UDP-

GALACTOSILTRANSFERASA:

- Cacodilato sádico 0,2 M, pH CtS

- MnCI2 IM

- Mercaptoetanol 1 M

— Tritón X—100, 10%

— N—acetilglucosamina 1 M

— UDI’ galactosa 10 nmM

- UDP-’’C-galaetosa 1 ptCi/pmol

1,2.7 MEZCLA DE REACCION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Na ‘/K’ ATPasa:

— Inuíldazol 30 mM, pH 7,5
- NaCí 110 mM

- 1’CCI 15 mM

- NaN3 0,2 M

— NaECTA0,02 M, pH 7,0

- MgCI2 4mM

1.28 RIiAC’I’IVO DE COLOR (Tausky-Slnorr):

- (NIt)6Mo7O24 10% en H2S04 10 N

- PeSO4. 7H20 5%

1.2.9 TAMPON TRIS-GLICINA ELECTROPORI3SIS:
- rri~is 25 ntM

- Glicina ¡90 mM

- 81)8 0,1%
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1.2.10 ‘COCKTAII.” IAEMLY:
- TRIS 116 mM
- SOS 3.4%

- D,rr3%
- Azul de Bromofenol 13,3 pg/ml
- Glicerol 16,7%

1.2.11 TAMPON TRIS SALINO (TBS):
- NaCí 9%
- Tris UCI 1 M, pIl 7,4

1.2.12 TAMPON DE SOLLJIIILIZACION PARA AISLAMIENTO DEL RECEPTOR
DII INSUliNA:

- Hopes 50 mM
- NaCí 50 mM
- PMSI’ ¡ mM
- ‘triton X-100 1%

- Leupeptina 2 pM
- Pestatina 2 pM
- Aprotinina 1000 Unidades/ml
- Bacitracina ¡ ¡ng/nil
- Na2iI2l>20, 10 mM
- EDTA 8 mM
- Na3VO, lmM
-NaPIOOmM
pH 7,4

1.2.13 TAMPON WGA:
- Hopes 50 mM
- NaCí 150 mM
- PMSP 0,1 mM
- Triton X-l00 0,1%
pH 7,4
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1.214 rAMPON FOSFATOS:

— Na,PO.11I 0,1 M

- Nal’O,~II1 0,1 M

pH 7,4

1.2.15 “COCKTAIL’ AUTOFOSFORILACION:

- MgCI2 5 mM

— MnCI2 10 ní[v1

- A’I’P 50 ~M

- C’1’P 500 ~M

— Garmuma—V’P]—ATP40 1xCi/50 ¡xl

en 1 lepes 50 mM, pH 7,4

1.2. 16TAM PON PARA DETENERLA REACCION EN LA AUTOFOSFORILACION:

- EI)TA 10 mM

NaF 101) níM

- Na2I12P20120 mM

- AlT 4 níM

en Fanipón WGAcoím NaCí 0,5 iv!

1,2. 17 ‘I’AMPON 1)12 ANALISIS PARA FOSFORILACION EXOGISNA:

- MgCI2 10 mM

— MníCl2 0,5 mM

— Poli Clin 4:Tyr 1, 2,5 mg/ml
cli ilepes50 mM, pFI 7,4

1.2. 18 “COCKTAI L” FOSFORILACION IIXOGENA:

— Gamma-r
2P]-ATP 2,5 ¡xCi; 100 ¡xM

Alí’ 11)1) ¡xlvi
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1.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

¡.3.1 Modelo dc rata normal

Ratas macho Wistar de 180-200 g de peso. Mantenidas en jaulas con ciclo de
luz/oscuridad de 12 Ii, en una habitación con humedad relativa del aire del 45-50%, y
temperatura de 22-240C. Los animales tuvieron acceso libre a la comida y al agua.

En estas ratas se llevaron a cabo los siguientes estudios:

A) PERFIJSION DE EXTREMIDADES INFERIORES
Los animales estuvieron ¡4 horas en ayunas antes de realizar la perft¡sión muscular.
* Captación de glucosa en presencia dc gliclacida.

La perfusión duró 60 minutos. Tras 30 minutos de periodo de equilibrio
(considerado como captación basal de glucosa) se añadieron al medio de perruslón diferentes
conccntraciones de gliclacida <5, 10, 25, 50, 100, 300, 700 y 1000 pglml), manteniéndose
la perfusión durante otros 30 minutos.

* Captación dc glucosa en presencIa de insulIna.

La duración total de la percusión fimo de 90 minutos y comprendió tres partes: 30 miii
de captación basal de glucosa, 30 mm con insulina 10’ M y 30 ndn con insulina lO~ M.
En el minuto 60 se añadió glucosa al medio de perfusión para alcanzar una concentración

de 100 mg/dl.
* Captación de glucosa ea presencia de gliclacicla e insulina.

Tras 30 mm de captación basal, la perfusión se mantuvo otros 30 mm con gliclacida
a las concentraciones dc 50, 100 6 300 pg/ml más insulina 10’ M.

* Captación de glucosa en presencia do diazóxido y gliclacida.

Se siguieron dos protocolos de ensayo:
1) La perfusión se mantuvo durante 85 mm, tras 30 miii de periodo de equilibrio,

se añadió gliclacida (100 pg/ml) cii el mlii 35 y posteriormente diazóxido (100 pg/ml) en
los minutos 60 y 70.
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2) La duración de la perfusión tite dc 85 miii, sc añadió diazóxido (100 ~¿mol/1)en
los minutos 30, 45, 55, 65 y 75t la gliclacida (100 ¡¿g/mO se añadió en el minuto 35.

* Captación de glucosa en presemicla de diazóxido e Insulina.

1.a duración de la perfusión fue de 85 miii, se añadió diazóxido (¡00 ¡unol/l) en los
minutos 30, 45, 55, 65 y 75. e insulina 10’ M en el minuto 35.

B) TRANSLOCACION DI! LA PROTEíNA TRANSPORTADORA GLUT4
Para conocer si la gliciacida promovía la trauslocación del glucotransportador

GIÁJT4, se midió el contenido de GLUT4 en fracciones subcelulares del milsculo
esquelético eti ausencia y presencia de gliclacida a la concentración de 300 ¡sg/mI, en
presencia dc insulina (10’ y 10’ M) y de la combinación de gliclacida (300 ¡sg/mí) e
insulina (10’ M).

1.3.2 Modelo de ratas diabéticas

1.3.2.1.- Ratas ¡¡macho Wlstar de 150-175 g de peso, mantenidas con ciclo de
hmzloscurldadde 12 h. Se Indujo diabetes mediante una Inyección única de estreptozotocina

a la dosis de 65 mg/kg en una vena de la cola. La estreptozotocina se disolvió en buffer
citrato (pH 4,5) y se Inyectó inmediatamuenteun volumen de 100 pl/lOO g.

Tres días después de la administración de la STZ se verificó la inducción de diabetes
por análisis de la glucemia en una muestra dc sangre de la cola. Sólo las ratas que
presentaron glucemias entre 200-400 mg/dl Rieron seleccionadas para proseguir el estudio,
Durante doce días se siguieron cuatro modalidades de tratamiento.

* Ratasdiabáticassin tratar (Grupo D)

Se estudió un grupo de 11 ratas diabéticas post-estreptozotoeina a las que se
admunistró placebo (NaOH 0,02 l’1) dos veces al día por vía oral a través de una sonda
rigida gástrica a lo largo de los 12 días de seguimiento.
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* Ratas diabáticas tratadascon gllcladda <Grupo G)

A un grupo dc lO ratas diabéticas post-estreptozotocina se les administró gliclacida
a la dosis dc 5 ¡ng/kg dos veces al día (9 de la mañana y 8 dc la tarde) disuelta en NaOH
0,02 N (2(X) ¡sl/ttX) g) mediante tina sonda rígida gástrica, durante 12 días.

* Ratas dial4tlcas tratadas con insulina (Grupo 1)

Un grupo dc 1 1 ratas diabéticas post-estreptozotocina tite tratado con una inyección

subcutánea diaria dc insulina NPH a las 8 de la tarde. La dosis de insulina oscilé entre 4-7
unidades/día durante los 12 días.

* Ratas diabáticas tratadas cosi gilciacida e Insulina (Grupo O +1)

Un grupo dc 9 ratas diabéticas post-estreptozotocina fue tratado con insulina y
gliclacida según los apartados anteriores.

Bit estas ratas diabéticas se realizaron los siguientes estudios:

A) DETERMINACIONES ANALíTICAS
A todas las ratas diabéticas se les realizó determinaciones de glucemia en muestras

tío sangre venosa (dc la cola) cada dos días. A las 12 horas de la administración de la
estreptozotocuna y a los 13 días dc iniciado el tratamiento se tomaron ¡nuestras de sangre
por punción cardiaca para análisis posterior cíe Insulina.

II) PERPUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES
Al final del tratamiento, 36 horas después de la tiltima dosis de insulina, tras 14

horas de ayuno y de la Administración de la última dosis de gliclacida o placebo, se realizó
la perfusión de extremidades inferiores para medir la captación de glucosa en ausencia
(captación basal) y presencia de cantidades crecientes de insulina (IO~ y lO~ lA).

Uíia vez terminada la perft¡slón muscular los músculos gastrocaemius flieron
rápidamente extraídos, congelados en nitrógeno liquido y almacenados a -70C, para
utihizarse en estudios posteriores.
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U) PURIFICACION PARCIAL DE LOS RECEPTORES DE INSULINA
En los receptores parcialmente purificados de los músculos gastroenemius se

realizaron los estudios cíe los apartados posteriores (D,E,l~’).

1)) LJNION DE LA ‘»I-INSULINA A LOS RECEPTORES
II) ALJTOI2OSFORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA
F) FOSFORII..ACION DE UN SUSTRATO EXOGI3NO POR EL RECEPTOR DE INSULINA
CI) ANALISIS 0131, CONTENIDO DEL GLU~OTRANSPORTADoR GLUT4

Este estudio se realizó también en un grupo de ratas no diabáticas (Grupo C).

1.3.2.2.-Ratas “macho Wistar de 150-175 g de peso, mantenidas con ciclo invertIdo de

12 Ii (oscuridad/luz). Se indujo diabetes según el apartado anterior. Durante 12 días se

siguieron dos modalidades de tratamiento:

* Raías diabáticas tratadascon Insulina ~Grupo1)

Ratas diabáticas posí-estreptozotocina tratadas con una inyección diaria subcutánea
de insulina NPI1 a las 8 de la mañana. La dosis de insulina fue de 3 unidades/día.

* Ratas dlab.ftlcas tratadas con glicksclda e Insulina (Grupo 0+1)

Ratas diabáticas post-estreptozotocina tratadas durante 12 días con 3 unIdades de
insulina NPII por vía subcutánea y gliclacicla a la dosis de 5 mg/kg por vía oral y dos veces
al día (Fotografía 1)

En ambos grupos se llevaron a cabo los siguientes estudios:

A) DETERMINACIONES ANALíTICAS
Se determinó la glucemia de estos dos grupos de ratas diabáticas en muestras de

sangre de la cola (Fotografía 2> con un autoanailzador <ONE TOUCH, LIFESCAN) cuatro
veces al día, cada cuatro horas (8 y 12 de la mañana, 4y 8 <lela tarde). Además se realizaron
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(Icterruinaciones (le peI)ti(lo C tres d!as dcspués (le la administración¡ dc STZ (día de inicio

dcl t raíam icnto) y cl día 13 (día cnu que las ratas fueron Periund idas).

11) Pl It ¡:1sí ( ) N DE EXTREM1 DAD138 1NFERIORI3S

Real izada según el aí)artado anterior (1 .3.2. 1 . 13)

39







AlA 7’BRIALIBS Y MEIODOS

2. NIIC’I’ODoS.

2. ¡ I)E’I’ERMINÁC¡<)N DE GLUCOSA.

La concentración de glucosa fue determinada en suero por el método dc glucosa

Oxidasa, utilizando el autoanalízaclor (le glucosa Beckman 2 (Becknnau Instruments España,

SA.).

2.2 IJETERMINACIoN DE INSULINA.

La concentración de insulina sérica se determinó por ra(IiommunoensayO (Kit

comercial), utilizando como curva patrón insulina de rata.

Las muestras cíe la curva cíe insulina de rata (liofilizadas) se reconstituyeron en el

tampón descrito en el apartado 1.2. 1 A a las siguientes concentraciones finales: 0; 0,5; 1,0;

2,0; 3,0; 4 y lO ng/ml. La solución ‘231—insuíina y el suero antiinsulina (ambos liofilizados)

se neconstítuyeron en el tampón descrito en el apartado 1.2. 1 .B El suero cíe insulina

antíporcina habla siclo preparado por inmunización (le cobaya con insiní ma poncina

I>i’oced mu i endo

:

‘[‘odas las incubaciones y centrifugaciones se realizaron a 40C,

La curva patrón se analizó por triplicado y las muestras por duplicado. Las muesttas

y la curva (0,1 mí) se incubaron 1 día con 0,1 mi cíe anticuerpo antiinsulina (1:18.000).

Posteriormente se añadió la insulina I)orcina marcada (50 pg) y se incubó nuevamente

durante 4 horas. Una vez finalizado el periodo cíe incul)ación, se procedió a la separación

de la hormona libre de la ligada al antictnerpo, añadiendo 1,6 ml de etanol al 95%

Seguidamente los tubos fueron vorteados y centrifugados a 1000 g durante lO miii. Se

contó la radiactividad presente en el sobrenadante (hormona libre) y la del precipitado

(hormona unida al anticuerpo) en tnn contador gamma.

La degradación de la insulina se determinó por precipitación con ‘PCA, siendo

inferior al 10% en estas condiciones de ensayo.
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2.3 1)E’I’ERMINACIoN 1)E PEPTIDO C

Los niveles séricos (le pépticlo C se determinaron mediante raclioinmunoensayo (Kit

comercial) utilizando peptidlo C de rata como curva patrón.

1>roced 1 ni ienxto

:

‘[‘ocias las incubaciones y centrifugaciones se realizaron a 40C.

Se analizó la curva patrón por triplicado y las muestras por duplicado. Las muestras

y la curva (0,1 mí) sc incubaron con 0,1 mi cíe anticuerpo antipéptido C porcino y 0,1 ml

de tampón cíe ensayo (1.2.2) durante 24 h. Posteriormente se añadió el péptido C de rata

marcadio con 125¡ y fine incubado durante 24 Ii. Tras este periodo cíe incubación se añadió

1 ml (le polietilénglicol íara separar la hormona libre dic la ligada al anticuerpo y los tubos

sc centrifugaron a 2.500 g durante 15 mm. Sc decanté el sobrenadante y se contó la

rad iactiv idla(i del precipi lacIo en un contador gamma.

2.4 PERFUSION DE EXTREMIDAT)ES INFERIORESDE RATA

24.1 APARATO DE PERBUSION

La cámara cíe perfusión (Figura 6) es una modificación cíe la descritapor Heíns y

colaboradores (177) para la perftnsióndic hígado

El medio de perfusión, qtne está continuamente agitándose medianteun agitadior

magnético (1), es bombeado desde el reservorio (2) por una bomba peristáltica(3), en la

iue se ajusta el volumen bombeado por unidad de tiempo. Seguicla¡nenteel medio cíe

periusión pasa a través de un tubo cíe oxigenación Silastie (4), cíe 7 m de longitud, ¡ mm

cíe cliáníetroy 0,2 nm cíe grosor <le pared, suspendido cii otro tubo gaseado (5) con 02 +

CO, (95:5) (6) que es humedecido al pasar a través de agua (7). El ttibo de oxigenación

Silastie está conectado a una jeringa (8) con un lItro (9) dc 3,5 cm cíe diámetro, para

impedir el paso cíe posibles coágulos al interior del animal, Aftnstaclo al filtro hay un cateter
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dc goma elástica (10) que a través de una llave de tres vfas esté conectado, por una de las
vías, a otro cateter que termina en una aguja del n0 ¡6 (¡It con la que se cantila la aorta,
y por la otra vía (12), a un manómetro (13) para medir y controlar la presión arterial.

Con otro cateter terminado en una aguja del n0 18 (14) se canula la vena cava y este
cateter va directamente al reservorio que contiene el medio de perfusión, estableciéndose
un circuito cerrado.

Encima de la cámara de perfusión hay un impulsor de aire caliente (15), conectado
a un termostato (16) para mantener constante la temperatura durante toda la perfusión.
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2.4.2 l’REI’ARACiON Y l>ISRFUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES DE RATA

1 .a perfusión musculan se ha realizado según el método descrito por Ruderman y

colahoradíores (178), nnodííncado por l)ohm y colaboradores (179).

‘[‘ras anestesian al animal con pentobarbital sádico intraperitonealmente (50 mg/kg),

sc nealizó una incisión abdominal media. En la figura 7 se muestra un esquema(leí

procedimiento quirúrgico para la l)reparación del hemicueríoinferior de la rata. El colón
descendente fine ligado (1) y posteriormentecortado, Los siguientes vasos fueronligados:

iliolumbar y deferente (2), renal izquierda (3), epigástrica superficial (4) e hipogástica (5).

También se ligaron las venas espermáticas internas (6) y los testículos fueron escindidios.

Se proce(lió a separar cuidadiosamente la aorta y la vena cava y, justo antes (leí origen de

las venas iliolumbares se colocaron dIos ligaduras sueltas, una alrededor dic la aorta y otra

alredlcdor dc la cava (7,8). Seguidamente, alrededor de la aorta y de la vena cava, por

diebajo de las venas renales se colocó una ligadura (9,10) que fue fuertemente cerrada y el

animal fue seccionado inmediatamente por encima dic ella. El hemicuerpo del animal se

transfirió a la cámara de perfusión (mantenida a 370C) y se canularon aorta y cava

(Fotografía 3) L.a perfusión se inició 1<) nuás rápidíamente posible y la interrupción de la

oxigenación del liemicinerpo fue inferior a 2 minutos desde la ligadura de la aorta hasta que

se reinstauró el flujo. Las extremidíadíes inferiores fueron perfundidas con 150 ml cíe tampón

Krebs—Henseleií (1.2.3), conteniendo glucosa 5,5 mM, pirtívato 0,15 mM, albúmina sérica

l)ovina al 4% y 30% cíe eritocitos bovinos lavados (20-25% hematocrito). I)espués (le un

período de lavadio cíe 50 mi, un volumen dIc 100 ml de perfusión fue reciclado y estuvo

oxigenadio durante todia la perfusión (Fotografía 4) El flujo se mantuvo a 12 ml/min1 y la

presión diel sistema estuvo entre 80-110 mm Hg. Se tomaron alícuotas (le] tUCdIiO de

I)erfusión cada 5 minutos para deternninar el contenido de glucosa.
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Figura 7. Cirugía de la rata antes de real izar la perfusión mtnscular.

2.4.3 CALCULO DE LA CAPTACION DE GLUCOSA POR LAS EXTREMIDADES

INI’ERIORES

La captación dic glucosa por el músculo se calculó determinando el aclaramiento

fraecional de glucosa por el método <le mínimos cuadrados y se expresó como pmol por

gramo de tejido perfundido por hora.

pendiente (mg/dl/nnin)
~rnol/gIh =

180 (Pm glucosa) x Peso rata x 17,2 %
x 60 mm

En esta fórmula se considera que la musculatura dcl hennicuerpo inferior representa

un 17,2% dcl peso corporal total.

4
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2.5 ANAl~ISI8 DEL GLUCOTRArISPORTÁDOR GLLrI’4

2.5.1 (‘ONWNIDO TOTAL DE GLLJT4

Para análisis de Western-blot, el sobrenadante (obtenido del homogenado de los

músculos gastrocnendus) conteniendo los transportadores de glucosa de membranas
plasmáticas y las fracciones microsomales (50 pg dc proteínas), se incubó con “cocktair
1 icnxly (1.2.10) durante 16 horas. Las proteínas se separaron por electroforesis SDS-PAGE
(8%), según el nttodo de Laemly (180).

Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 20 voltios durante
60 mm, posteriormente dicha membrana rue bloqueada durante 2 horas con 5% de leche
desnatada (Carnation) en tampón TRIS salino (1.2.11), seguido de 16 horas de Incubación
a 40C con 5 pg/ml dc un anticuerpo policlonal de conejo, especifico para un péptido de 12
aminoácidos de la región carboxi-terminal de GLUT4 (181). Tras este periodo de
incubación, la membrana se lavó alternativamente con TBS y TBS-Tween 0,05% y se
incubé en TBS con 5% de Carnation durante 2 horas con 10 pCi de ¡25I~1gG de cabra contra
suero de conejo. Seguidamente la membrana se lavé alternativamente con TBS y TBS-
Tween y sc expuso la autorradiograt’fa. La banda obtenida correspondiente a <JLUT4 fue
densitometrada en un densitómetro MD 400 A.

2.5.2 TRANSLOCACION DE LA PROTEíNA TRANSPORTADORA GLTJT4

La separación de las membranas plasmáticas (PM) y de los microsomas de baja
densidad (LDM) enriquecidas en <3L13T4 se ha realizado según cl método de Bader y
colaboradores (182).

frflUu
Todo el proceso se desarrolló a 4C.
Los músculos gastrocncmius (2,5-3 g) I’ueron homogeneizados en 15 ml de tampón

de solubilización (1.2.4) en un polytron (posición 2) cuatro veces durante 30 seg.
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Seguidamente la separación dIc las fíacciones se llevó

ccntri fugac iones como se mdl ica a continuación:

[Músculo homogeneizado

+
12.000 g 20 miii

a cabo por sucesivas

.4
[Pro dpi t ada

Rosuspenclicfo en
tampón TES (1.2.5)

7000 g lo miii

Procipitocá
fl<asuspencílc¡o en

tampón TES
20.000 o 10 mlii

t
1 Sobronadanto 1

y
56.000 g 16 miii

t

Resuspendiclo cii
tampón TES con 38%

cío sacarosa
SOaCO g 50 miii

1 !n¶.¶~rQx~~]

L~2S.!Yr.~nntoI
y

56.000 g 15 mlii
y

ron adon te
y

200.000 g 60 mlii
y____

[i~F¡SÍjitcicdoj

Resuspendicio en
tam ~ TrES con 38%

cíe sacarosa
80.000 g 60 miii

intortase
y

250.000 g 60 miii
t

froclpitado 1

L DM

200,000 g 50 mlii

pl t ¿, dc,
PM

Una vez obtnnidas ambas fracciones (PM y LDM) se llevaron a cabo los siguientes

estudlios:

- l)eterminación dIc proteínas por el método de Bradford (183)

- Caracterización enzimática de las fracciones subeelulares.

- Westcrn blot
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2.5.2.1 (‘ARAUTERIZACION ENZIMATICA DE LAS FRACCiONES

Para determinar la pureza de las fracciones se midieron marcadores enzimáticos en
cl honiogenado y en cada fracción.

A. Actividad UDP”gnlactosiltransferasa

Realizada según el método de Fleischer y colaboradores (184). Un volumen

equivalente a 20 pg de proteínas se incubé con tampón de análisis (¡.2.6) a 3VC durante

1 hora, Tras este periodo de incubación, se paré la reacción en hielo con 17 pI de EDTA,

pil 7.4. Por cromatografía de intercambio iénico (Cli se separé: UDP-galactosa que no

había reaccionado (quedó unida a la columna), y se eluyó galactosa libre y ‘4C-lactosamina,

que sc cantó en un contador beta.
A todos los tubos se les desconté la actividad enzimática no específica obtenida en

ausencia cíe N-acetilglucosamina.

B. Actividad NnVKt ATPasa

La actividad enzimática Na/K~ ATPasa se realizó según el método de Schimmel
y colaboradores (185). Un volumen equivalente a 4 pg de proteína se incubé a 370C con
<),8 ml de la mezcla de reacción (1.2.7) y en presencia o ausencia de ouabaina 1 mM. Se
disparé la reacción con 10 pl de ATP 4 mM, Incubándose a 3VC con agitación durante 30
mm. Se paré la reacción en hielo con 50 pl de TCA al 50%. Tras afladir 1 ¡nl de reactivo
de color (1.2.8), cl fósforo Inorgánico fue cuantificado por medida de su absorbancia a 740
nm extrapolando en una curva patrón.

A todos los tubos se les desconté la actividad enzimática no específica obtenida en
ausencia de ouabaina.
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Para análisis (le Western-blot, 9 gg de proteínas de las Fracciones PM y LDM se

incubaron con ‘cocktail’ Laemly ([.2. lO), conteniendo 5% de DTT, durante 16 horas, Las

pnoteinas sc separaron por electraforesis SDS-PAGE (8%), según el método de Laemly

~180).

El Proceso dIc detenminación de GLU’I’4 en ambas fnacciones fue igual que en el

apartado anterior (2.5.1), pero como segtnndo anticuerpo se usó una lgG de burra anticonejo

marcado con peioxidasa (1:2000). Tras 1 hora dIc incubación a temperatura ambiente la

membrana se reveló con el sistema ECL, se expusó la placa sensible a qininiloluminiscencia

dura.nt.e 5 segundos, y se densitometró la banda correspondlieflte a GLUT4.

2.6 PtJRIFICACION PARCIAL DE LOS RECEPTORES DE INSULINA

Básicamente el pnocedlimiento segtiiclo consta cíe dos partes:

2.6. 1 ACOPLAMIENTO DE: LA LECTINA A AGAROSA ACTIVADA CON CNBr (WGA-

Se Farostú.

Todo el proceso se realizó a temperatura ambiente,

1.,a agarosa una vez hidratada se lava a vacío con 1-ICI 1 mM (200 mI/ 1 mg de

agarosa). La aglutinina <le germen cíe trigo se disuelve en NalICQ 0,1 M/ NaCí 0,5 M,

pH 8,8 (0,7 mI/ 1 mg cíe lectina).

La agarosa se pone en contacto con la lectina en proporción de 1 g/ 7,15 mg,

nespectivamente. La mezcla se mantiene en rotación durante 2 liaras, después dic lo cual se

lava dos veces el exceso <le [cetina con NaHCO3 0,1 M/ NaCí 0,5 M, pH 8,8. A

continuación, se bloquean los posibles grupos activos restantes por tratamiento con 20 ml

dic glicina 0,2 M, íñI 8,0, durante 2 Ii y en rotación,
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Ea ¡a final izar, cl gel se 1 aya tres veces en vacio, utilizando (le forma al tenía las

soluciones:

a’) CII 3C001 1 0,1 M/ NaQE0,5 M, pH 4

10 Nal IC()1 0,1 M/ NaCí 0,5 M, pH 8,3

Por últitíío se almaceíía el gel a 4
0C en tampóní WGA(1.2.13), concluyendo el

l)fl~&) dc acoplanijento.

262 RECEPTORESDE INSULINA DE MUSCULO ESQUELETICO PARCIALMENTE

BURí PICADOS POR CROMATOGRAFíA DE AFINIDAD.
El niíétodo seguido se basé en el dIc Hedo JA y col (186) Todo el proceso se

díesarrolló a 4”C.

Proc cd imi eitoa

Los días nuiscinlos gastroniemius lYneroíí honiogeneizadlos con tampón cíe solubil ización

12. 12) en proporción 3,5 ml por gramo dic músculo utilizando un polytron (posicióíí 6)

durante 30 sg, con descanso cíe 30 sg durante 3 veces. El homogeneizado resultante se

ccntrilbgó a 10000 g durante 20 miii, se díecantó el sobrenadante y se solubilizó durante

60 miii con agitación. A continuación, para eliminar el material insoluble se centrifugó a

100,000 g, durante 90 mm. El sobrenadante se diluyó cinco veces ení tampón WGA

(1.213),y se incubó ro¡an<Io toda la noche con 4 níl cíe WGA-Sefarosa. Tras lavar con 40

inI dIc lampón WGA, el recepton de insulina se eluyó can N—acetil glucosaniina 0,3 M en

tampon WGA,

En las preparaciones que contenían los receptores purificados se determiné:

- Determinación <le proteínas por el método cíe Bradford.

— Unióíi específica cíe ‘2’I—inisulina,

- Actividad tirosina quinasa: Autofosforilacióíí del receptor y fosforilación dc un

sustrato exógeno por el receptor de insulina (en ausencia y presencia <le insulina).
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2.6.2.1 IINION DE LA “~l-INSULlNA A LOS RECEPTORES

En preparaciones del receptor parcialmente purificado correspondientes a 15 pg de
proteínas dc receptor de músculo se midió la unión de insulina siguiendo el método de Caro
JI? y col (187).

ftaa
‘rodos los pasos se realizaron a 40C.

Un determinado volumen de receptor (15 gg de proteínas), se incubé durante 16 h

con 25 pl ‘»l-insulina (10.10 M) y concentraciones crecientes de insulina fría <l0~- 10’ M).
La separación de la insulina unida al receptor, de la insulina libre, se realizó por

precipitación de la fracción unida con 500 pl de PEG al 25% (plp) usando como proteína

transportadora 500 pl de gamma-globulina humana al 0,1% en tampón fosfatos (1.2.14);

tras 15 mm de incubación, se centrifugó a 4.000 g, durante 45 miii. Después de aspirar cl

sobrenadante y para disminuir la unión inespecifica se lavó el precipitado con 1 ml de PEO
al 12,5% y se centrilugé a 4.000 g, 30 mm. Nuevamente se aspiré el sobrenadante y se
conté el precipitado en un contador gamma. A todos los tubos se les desconté la unión
inespecifica obtenida en presencia de insulina ¡0’ M. La afinidad entre el receptor y la
insulina, se calculé como la concentracién de la hormona necesaria para desplazar cl 50%

de la unión específica (BD,~, y la máxima capacidad de unión de los receptores cíe alta
afinidad (B

1 max) y de baja afinidad (B2 max), se analizaron mediante la representación de
Scatchard (188).

Se determiné la degradación de la Insulina por precipitación con TCA, siendo
inferior al 10% en estas condiciones de ensayo.

2.6.2.2 AUTOI’OSFORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA.

En receptores de músculo parcialmente purificados se midió la autofosforilación de
la subunidad fi del receptor de insulina en ausencia y presencia de insulina, según

Grunberger O y col (189).
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I~roc cclinul cuto

:

lodías las incubaciones y centrifugaciones se realizaron a 40C.

Un determinado volumen correspondiente a 15 gg de receptor de músculo fue

incubado 16 h en ausencia y presencia de insulina 101 M. La reacción dic fosforilación

connenzó con la adición de 50 gl de “cocktail” dic autofoslorilación (1.2.15), Después de

incubar 1 h, se afladió 150 pl de tampón para detener la reacción (1.2. 16), 10 pl cíe

anticuerpo monoclonal antirreceptor de insulina (AB
3) y 15 pi de proteína A—agarosa

acopladía con anticuerpo de cabra anti—IgG cíe ratón La mezcla se incubó 16 h,

cenoifugúndose posteriormente a 2.500 g, 15 mini. Seguidamente, el inniunoprecipitado

oblenidlo se lavó 3 veces, l)rimero con 1 ml de tampón WGA, despinés con 1 ml cíe NaCí

0,5 Nl en anipon WGA, y por último con 1 ml de llepes 50 mM con SDS al 0,01%. El

precipitado obtenidlo se resuspendió con 100 1d ~le“eocktail” Laennly (1.2.10> y 100 gl cíe

tampón TRIS-glicina electroforesis (1.2.9), se hirvió 5 mm y se centrifugó a 4.000 g, 30

miii. El sobrenadante resultante de esta centrifugación se sometió a electroforesis en geles

<le SI)S-Poiiacrilamida (7,5%), La stnbunidad II del receptor de insulina se localizó por

autorradílografla, y su peso molecular (Pm) se díetennunó ííor comparación con proteínas cíe

Pm conocido sometidas a electroforesis en el mismo gel. La intensidad dic la banda

losforilada sc cuantificó por densitometr!a de la autorradiografía obtenida.

26.2.3 FOSFORILACION DE UN SUSTRATO EXOGENO POR EL RECEPTOR DE

INSULINA

En receptores cíe insulina cíe músculo parcialmente purificados se deterininó la

capacida(l dic fosforilar un sustrato exógeno, siguiendo el método cíe Grunberger G y col

(189). Para este estudio se tntilizó el sustrato Poli Gitn4—’Fyrl

Procechni ¡ ento

:

Mientras no se mencione lo contrario, todo el proceso se desarrolió a temperatura

ambiente.

Alícuotas correspondlientes a 15 gg de l)rotefnas de receptor de insulina fueron
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incubadas con insulina 1W Nl o tampón WGA durante 16 Ii a 40C. Tras este í)eriodo de

incubación se añadió 80 pl de tampón de análisis para fosfozilación exógena (1.2.17> y 20

pl (le ‘tcocktail” Fosforilación exógena (1.218) y fue incubado nuevamente durante 30 mm;

sc tomaron 100 pl dic los tubos y se aplicaron sobre papel de filtro Wathman 3M de 2,4 cm

de dílámetro. Se dejó absorber y se sumergieron en TCA al 10% con pirofosfato sádico 10

mM, para detener la reacción. Transcurridos 10 mm se procedió a lavar de la misma forma,

5 veces más, y una última con etanol al 95%. Una vez seco el filtro se contó, en contador

beta, con 3,5 ml tic lRíu ido <le cerne! leo.

2.7 ANALISIS ES’I’ADISTICO DE LOS DATOS

El análisis estadístico dIc los resinítados fue realiza<lo me(liantc los programas Sigma

llorus 90 e lnstat 90-93.

Los resinítados se expresan en forma cíe valores me<Iios ±error estándar de la

media. Se comparó la homogeneidad de más de dos grupos utilizando ANOVAcompletado

con el test de Newman-Keuls. Para comprobar la homogeneidadí de dos grupos se utilizó

la ¡ dc Stu<ient El nivel <le significación se estableció cinandío el coeficiente de probabilidadl

00 obtenidlo Fue menor de 0,05, según Snedecor 0W y Coehram WC (190).
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1. EFECTO AGUDO DE LA GLICLACIDA SOBRE LA CAPTACION DE

GLUCOSA EN EL MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS NORMALES.

Como decíamos en la introducción, la gliclacida es una sulfonilurea de segunda
generación muy usada en el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus no
insulinodependiente. Además de su acción sobre las células fi pancreáticas (78) estimulando
la secreción de insulina, diversos estudios han propuesto mecanismos extrapancreáticos para
estas drogas (102-104).

131 músculo esquelético es el tejido principal en la utilización de la glucosa
estimulado por insulina (191), por lo que el estudio de los efectos de la gliciacida sobre el
músculo esquelético es de especial interés.

En este modelo de ratas normales quisimos estudiar los posibles efectos agudos de
la gliclacida en el músculo esquelético y su mecanismo de acción. Para ello, utilizamos la

técnica de perfusión de extremidades inferiores, puesto que con este sistema se deacarta la
posible acción de esta droga sobre las células 8 pancreáticas al eliminarse el páncreas.

Las ratas normales (180-200 g) presentaron unos niveles de glucemia en ayunas de
100±5mg/dl y post-prandiales de 109±3.La concentración de insulina sérica en ayunas
fue de 0,7±0,1ng/ml. Los valores medios de la captación basal de glucosa entre los
diferentes protocolos ensayados fueron similares (mínimo: 2,7±0,4,máximo: 4,2±0,6
pmol/g/h). En este sistema de perfusión el consumo de glucosa por los eritrocitos bovinos
oxigenados fue indetectable durante el tiempo en el que las ratas fueron perlúndidas, por
tanto, el aclaranilento fraccional de glucosa en el medio de perfúsión en situación basal debe
ser atribuido a la captación de glucosa por los tejidos presentes en las preparaciones
perft¡ndidas. La captación de glucosa no se modificó con el DMSO (0,25%) utilIzado para
disolver la gliclacida.
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ii EFEC’IX) DE LA (;LICLACIDA SOBRE LA CAPTACION DE GLUCOSA POR EL

MUSCUIÁ) ESQUICLE’I’ICO.

Pitia estudiar el efecto agudo de la gliclacida sobre el músculo esquelético se

anadíenon (liFerentes concentraciones de esta droga en el medio de perfusión. La gliclacida

sc añadió tlcSI)ués de los 30 minutos dic perlusión basal.

la gliclacidia a la concentración deS pg/ml no indujo un incremento en la captación

muscular (le glucosa (‘Fabla III), mientras que a 10 pg/ml ya se observó un incremento

(p <0,05) en el aclaramiento fraccional de la glucosa en el medio de perfusión.

‘I’iibla III. (Japtación de glucosa por el músculo esquelético en ausencia y presencio 1e diferentes
concenttacwnes de gliclacida. Los (latos Se mucstnan como inedlia±I3EM. El numeno de
dete mi ¡ naciones pa ¡a cada concentración de gí leí acitía aparece entre i)a~ntcs is.

GLICLACI DA

gg/nnl

BASA!.

gniol/g/h

ESTIMULO

~¿nnol/g/ln

INCREMENTO

jnnwl/g/l ~ vs basal

5 (n=6) 3,3±0,5 3,8±0,4 0,5 ±0,3 n.s.

It) (í14) 2,8±0,5 3,8±0,6 1,0±0,2 <0,05

25 (¡i=6) 3,3±0,4 4,9±0,6 1,6±0,4 <0,05

50 (u =5) 2,7±0,4 4,6±0,8 t,9±0,5 <0,05

lOO (n=8) 3,3±0,4 6,1±0,4 2,8±0,4 <0,001

300 (ií=6) 3,8±0,7 7,4±0,6 3~6±O,7 <0,01

70<) (ni= It) 4,0±0,4 7,7±0,4 3,7±0,6 <0,001

100<) <n=6) 4,2-10,6 8,0±0,4 3,8+0 4 <0,01
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FI incremento de la captación de glucosa sobre el valor basal inducido por gliclacida

Fue dosis-dependiente (Figura 8) alcanzando tnn “platean” a la concentración de 300 j¿g/ml;
la dnoga a las concentraciones de 300, 700 y 1000 ~g¡ml produjo tnn aumento dc la

captaciútl dIc glucosa <le aproximadamente dos veces respecto del valor basal. La mitad del

máximo efecto se obtuvo entre las concentraciones de 25 y 50 gg/ml de gliclacida.

* *

4.

o
E

o

c~‘o

oE
4)
oc

:3

2-

1-

*

o--’
10 100 1000

Gliclacída ~g/ml)

Figura 8. Curva dosis—respuesta de gliclacida sobre la captación de glucosa por el músculo
esqueléilco Tras 30 minutos tío captación basal, diferentes concentraciones de gliclacida se
añací ¡cron en el mutilo de perFusión, niantenióndose otros 30 mm. Las concentraciones de gliciacicla
estudiadas Fueron 5 (n=6), 10 (n=4), 25 (ii=6), 50 (ni=5), tOO (n=8), 300 (n=6), 700 (n=1i>
y 10(K) (n6) ¿¡.g/ml. Media±l?EM;* n <0.05 vs captación basal cíe glucosa.

*

*

*

*
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En la figtnra 9 se puede observar que tras la adición de gliclacicla en el minuto 30,

ya a los 5 minutos se tlpreCia una mayor disminución de la concentración (le glucosa cii el

medio de perFusión respecto al valor basal (aumenta la pendiente de La recta). El efecto de

la gliclacida sobre la cal)tación <le glucosa fue, por tanto, inmediato y se mantuvo lineal a

lo largo (le los 30 minutos de ensayo (r =-O,90 a —10).

100 ~

go

o,
E

(n
oo
n

(:3

80

70

Gliclacicla

1

Gliclaelda
lOpglmI
2Spg(mI

X 50 p~1rnI
• lOO pg/rnl
XaOOpg/mi
• 700 jig/ml
t. lOOOpg/ínl

A

A 1 u
u

A
u

6 10 15 20 25 30
Tiempo

36 40 45 50 55 60

(nh¡n)

Figuna 9. Niveles de glucosa en ci mcd¿o de peifasión con diferentes concentraciones de
gliclacida. La perfusión dc extremidíades inferiores se mantuvo durante 60 mini, se tomaron alícuotas
del mcd ¡o de reritisión ca<la 5 mm para anal izar el contenido <le gitncosa.

Después <le la adición <le gliclacida, ]a presión arterial en el sistema fue (le 85 ±5,8

mm llg, similar a la presión obtcni<la en situación basal 80±4,5mm Hg

o -U
o
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¡.2 CAPTACION DE GLUCOSA EN PRESENCIA DE INSULINA

Una vez visid) que la gliclaci<la tenía un efecto directo (no requiere la presencia de

insulina) e inmediato sobre la utilización de la glucosa por el músculo esquelético, se

ensayanon dios concentraciones dIil’erentes <le insinlina en el medio de perfusión. Tras 30 mm

<le perfusión basal se añadió insulina I0~ Nl en el medio <le perfusión manteniéndose la

perfinsión otros 30 mm, y en el minuto 60 se añadió insulina 101 M junto con glucosa para

alcanzar una concentración similar a la inicial (100 mg/dl).

La insulina a la concentración de 1W Nl produjo un incremento sobre la captación

dIc glucosa dc 2,5 veces, mientras que la insulina a concentraciones suprafisiológicas (101

Nl) írodtnio un aumento de 3,7 veces en el aclaramiento fraccional de la glucosa (Tabla IV).

El incremento prodíucido por insulina 10~ Nl Ríe menor (p <0,05) que el obtenido con

insulina 10~ Nl.

Tabla IV, Captación dc glucosa CsUt,: alada por insulina en el músculo esquelético. Los datos se
expnesan corno el valor medio —1EEM de II <letenminaciones pana cada grupo.

INSULINA

(M)

BASAL

~nn¡ol/g/In

ESTIMULO

gunoI/g/h

INCREMENTO

jtmol/g/ln ~ vs basal

1W 3,6±0,2 9,2±0,6 5,6±0,7 <0,001

10’ 3,6±0,3 13,4±0,9 9,8±t,0 <0,001
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Gtnando comparamos el incremento producido por gliclacida y el incremento inducido

por insulina sobre la captación basal de gltncosa en el músculo esquelético, obsenvarnos

(Figura 10) que el electo pnodtncidlo pOr gliclacida sobre la captación dic glucosa a las

concentraciones de 300, 700 y 1000 gg/ml no fue diferente del obtenido con insulina 1O~

Nl, Pero Fue menor <iue el alcanzado con insulina 1W M.

• Insulina 10 M

~lnsuIinaío~ M
LlOliciacida (lODO pg/m)

Iriginna 10. Efecto dc la gliclacida y la insulina sobre la captación de glucosa por las extremidades
inferiores. ‘Eras 30 mm cíe captación basal, insulina (1W M) se añadió en el medio de perfusióní y
en el minuto 60 se atiadiló insulina (101 M) y glucosa, iiianten¡éni<iose la penfusión <Jurante otros 30
ruin Los cIatos representan la medía j ISEM cíe 11 experimentos realizados cori cada concentración
(le ¡ nsul iiia y (le 6 para gí iclacida a la concentración de 1000 ~g/ru!,* ns. (no significativo) vs
insulina 1 0~ M; ** p < 0,05 Vs insuliria [91 iv!
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1.3 EFECTO DE LA GLICLACIDA COMBINADA CON LA INSULINA SOBRE LA

CAPTACION I)E GLUCOSA POR EL MUSCULO ESQUELETICO.

Diversos grupos <le investigadores han observado que Las sulfonilureas aumentan la

tntilización de la glucosa mediada por insinlina en el músculo esquelético (106) y en células

musctnlares cultivadas (107, 108).

Para conocer el eFecto de ambas drogas sobre la captación de glucosa por el músculo

esquelético, gliclacida a diferentes concentraciones (50, 100 y 300 ~Lg/ml)e insulina a la

concentración (le 1WNl se añadieron conjuntamente en el medio de perfusión en el minuto

30.

En la Tabla V se muestra el efecto producido por la combinación de glielacida e

insulina sobre la captación de glucosa por el músculo esquelético.

‘I’abla Y. Captación de glucosa por las extremidades inferiores en ausencia y pies emacta de
gilciacida combinada con insulina. Los datos se expresan como el valor medio ±BEM. El núrneno
de veces apancee ent¡e paréntesis.

INSULINA 10~ M

GLICLACIDA
gg/nnl

BASAL

~¿mol/g/I¡

ESTIMULO

¡imol/g/In

INCREMENTO

gniiol/g/ii
p vs basal

50 (n=7) 4,1±0,2 10,0±0,4 5,9±0,5 < 0,001

100 (n=7) 3,6±0,3 11,2 ±0,3 7,6±0,3 < 0,001

300 (n=8) 4,0±0,3 1 1,7±0,5 7,7±0,6 < 0,001
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La combinación de gliclacida a la concentración de 300 gg/mI y cíe insulina lO~ M

(Figura 11) prodtnjo un incremento sobre la captación <le glucosa por las extremidades

inferiores mayor (p <0,05) que el inducido por concentraciones fisiológicas de insulina (10-u

Nl>, y no fue difenente del obtenido con concentraciones suprafisiológicas de insulina (19’

Nl).
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Figura II. Efecto aditivo de la gliclacida sobre la captación de glucosa estimulado por insulina.
Los resultados representan la media jBEM (le 6 experimentos realizados con gliclacida (300 ~¿g/rnl),
8 con gí iclacida (300 ~íg/ml)nnás insulina 10~ Nl y II para cada concentración de innsu lina, *

p <0,05 Vs gliclacida (300 ~¿g/nnl)combinadia con insulina 1W Nl; ~ p<O,05 vs concentraciones
lisiológicas de insulina (¡0~ Nl); ~* p <0,05 va concentraciones suprat’isiológneas de insulina (10’
Nl>.
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Sin embargo las captaciones de glucosa producidas por las concentraciones 50 y 100

pg/ml de gí iclacidía, aunque fueron ligeramente superiores a la captación de glucosa

inducida por insulina 1 (Y” Nl, no alcanzaron dliíercncias significativas.

Para las tres concentiaciones ensayadas (50, 100 y 300 kg/ml), el efecto de la

gliciacida más insulina 10” Nl fue mayor (p<0,05) que el obtenido con las correspondientes

concentraciones de gliclacida sola (‘Fabla VI).

‘I’abla VI. Captación dc glucosa por las extremidades inferiores de tatas producidas PO,,
gliclacida, gilelacida más insulina e insulina. Diferencias entne los grupos.

F I> vs Insulina í0~ M
GLICLACI1)A

p vs Insulina 10q M

50_¡xg/nnl

lOO ng/ml ~OOi

300 pg/ml

GLIC+INS 1W
9 lv!

50 pg/ml lbs.

100 ¡.cg/níl ns,

300 gg/ml < V~ ¿
\

lis

Signi ficativaniente inferior

¡ 5 ign ¡ Ficativaniente superior
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¡ .4 ICFECT() DEL DIAZOXII)O SOBRE LA CAPTACION DE GLUCOSA ESTIMULAI>A

POR GLICLACIDA EN EL MLJSCULOESQUELETICO.

El diazóxido es una sulfonamida que ha sido usada como agente hipotensor, y como

tnatamicnto en las hipoglucemias severas, El diazóxido actúa abriendo los canales de K~

ATP-depcndlientes, provocando hiperpolarización de la célula beta e inhibiendo la secreción

(le insulina.

Sc ha reFerido que las su] fonilureas y el diazóxido ejercen efectos opuestos sobre los

canales <le K dependientes de ATP en las células ¡3 pancreáticas (192,193). Por otro lado

se ha demostrado la existencia de estos canales en diferentes tejidos, entre ellos en el

músculo esdIuclético (133). Pata ver si el mecanismo de acción dic la gliclacicla en el

músculo esquelélico era el mismo que en las células beta pancreáticas, se ensayaron dos

protocolos (le estudio con gliclacida y diazóxido. La concentración de diazóxido empleada

Fue dic lOO pM, a la que se sabe que prácticamente (odIos los canales de K1 dependientes

de ATP permanecen abiertos en la célula,

El incremento de la captación de glucosa sobre el valor basal inducida por 100 gg/ml

de glielacída (3,1±0,4pmol/g/h) fue similar (p >0,05) al obtenido en los ensayos de

perfusión de extremidades inferiores (apartado 4. 1, Tabla III) cuando esta misma

concentración de gliclacida (100 ~xg/ml) se añadía al medio de perfusión (2,8±0,4

/xmol/g/h). Sin embargo, fue reducido a 0,5 ±0,2 pmol/g/h (p<O,OS) cuando el diazóxido

se añadió posteriormente en el medio cíe perfusión (Figura 12).

PROTOCOLO 1:

GLIOLACIDA <lOO pci/mi) DnAZOxIDO <100 pM)

4.
BASAL

II
0 30 00 70 80 05 <n~In)
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*

-‘E-

— — —

El Basal
EJ Gliclacida

U Diazóxido

Incremento sobre
el valor basal

Fignína ¡2. Efecto inhibibomio dcl diazóxido sobre la captación de glucosa ¿¡¡ducida por gilciacida
en el músculo esqa.clódco. Las extrennidades inferiones fuenon peri undiclas durante 85 mini; tras 30
mm cíe captación basal se añadió gliclacida (100 ¡tg/nil) y 30 mm después diazóxklo (100 gM).
Media ±BBMde 7 experimentos; * ~<0,05 vs basal y vs <liazóxklo.

Una vez visto que el diazóxido revertía el efecto estimulador de la gliclacida sobre

la calnación de glucosa por el músculo esquelético, diseñamos otro esperimento, en el cual

ambas drogas se añadían a la vez en el medio de perfusión. De esta manera podríamos ver

si el diazóxido bloqueaba o impedía La acción de la gliclacida sobre la captación de glucosa

en la perfusión de extremidades inferiores de las ratas,
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El efecto estimulador de la gliclacida sobre la captación de glucosa por el músculo

esquelético disminuyó aproximadamente en un 80% cuando el diazóxido se añadió en el

medlio dIc l)eriusiól) antes que la stnlfoniLurea (Figura 13).
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Figura 13. Captación de glucosa por las extremnidades inferiores en ausencia y presencia de
diazóxido combinado con gliclacida o gliclacida sola, 131 dínazóxido (100 fM) se añadió cadía tO
ni inutos en el medio de perfusión, mientras qtne la gliclacida (100 gg/mI> sc añadl lé en el mm 35.
Los resultados representan la íyned¡a-.EI3EM (le 8 experimentos. * p <0,05 vs basal; ** p <0,05 Vs
d íazóx1(10 + g1 ¡clacidía

PROTOCOLO 2:

DIAZOXIDO (lOO ¡SM)

BASAL 4, GLIOLACIDA (lOO pci/mi)

U—
0 30 35 45 55 05 75 85 (miii)

o.
Basal Díazoxício Basal GliclacidaGliclacida
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La captación basal de glucosa no se modificó en presencia del diazóxido (Tabla VII),

tamíJoco se modificó la presión arterial manteniéndose a 100 mm Hg durante el tiempo que

duró la perFusión El efecto inhibitorio del diazóxido sobre la captación de glucosa inducida

por gliclacida fue transitorio, dlurando aproximadamente 10 minutos.

‘Fabla VII. Efecto del diazóxido sobre la captación basal de glucosa y esdmu lada po,’ gliclacida
en el ,núsculo esquelético. Los datos se muestnan como media ±EEM;el número de ensayos
aparece entre panéntesis

BASAL

gníiol/g/Ii

ESTIMULO

/tnfloI/g/ll

INCREMENTO

¿mol/g/ln p vs basal

GLICLACIDA 100 ~g/ínI
(n=8)

3,3±0,4 6,1±0,4 2,8±0,4 < 0,001

GLICLACII)A 100 ¡¿g/ml
+

DIAZOXIDO 100 j¿M
(n = 8)

4,1±0,3 4,7±0,3 0,6±0,2 < 0,05

I)IAZOXIDO 100 gM
(n=4)

3,8±0,4 4,2±0,3 0,4±0,2 lEs.

69



RESUL7ADOS

1.5 EFECTO DEL DIAZOXIDO SOBRE LA CAPTACION DE GLUCOSA ESTIMULADA

POR INSULINA EN El. MUSCULO ESQUELETICO.

Una vez visto que el diazóxido impedía que la gliclacida estimulara la captación <le

glucosa por el músculo esquelético, estindiamos el efecto de la insulina sobre la captación

cíe glucosa en presencia de diazóxido. Aunque el mecanismo de acción cíe la insulina se sabe

<íue comienza por la interacción cíe la insulina con su receptor de membrana, diseñamos este
experimento para descartar que el diazóxido, de alguna manera pindiera influir sobre la

captación de glucosa y conducirnos a interpretaciones equívocas respecto a los datos

obtenidos con gliclacidía.

Las condiciones del ensayo fueron las mismas que en el apartado anterior (protocolo

1), así el diazóxido se añadió en los minutos 30, 45, 55, 65 y 75 pero en el minuto 35

pusimos insulina lO”” Nl en cl medio dIc perfusión, en vez (le gliclacida
La acción (le la insulina a la concentración 10”” M fue similar en ausencia y

presencia dc diazóxido (5,6±0,7vs 4,7 ±0,5~¿mol/g/h,ns) El efecto estimulador de la

insulina no fue alterado por la presencia de diazóxido 100 ~M en el medio de perfusión

(Figura 14).
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Fignira ¡4. Captación de glucosa por las ext¡e,,ddades inferiores en ausencia y presencia dc
cliazóxido co,,:binado con insulimia, Los díatos representan la media±BEMde 5 experimentos para
el diazóxido (100 gM) y la insulina (lOQ M), y cíe 11 experimentos para la insulina sola (1O~ M);
* p<0,05 vs basal.

Basal Basal Insulina
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situación basal (músculos extraídos de ratas perfundídas en ausencia de gí iclacida o (le

insulina). Sin embargo en respuesta a un estímulo de insulina a concentraciones

supralisiológicas (10>’ M) o <le la combinación dIc gliclacida (300 ng/ml) más insulina (10””

Nl), sc pno<lujo una gran translocación del glucotransportador, apareciendo distribuido

aproximadíatuente el 50% en la membrana plasmática y el otro 50% en las fracciones

microsomales. En estas situaciones la cantidad (le GLUT4 presente en la membrana

plasmática era tres veces superior a aquella encontrada en ausencia de insulina o ghclac¡da

(Elginra 15).

‘¡‘abla VIII. Contenido ~leltransponador GLUT4 en las ,ne,nlnanasplasmáticas y en los
mic¡oso,nas de baja densidad. I.~os (latos representan el poncentaje de unidades arbitrarias <le cada
frace 1 áo nespect o del total (correspondiente a la sunn de las uni(lades arbitrarias obtenidas en la
Ir¿neeíon PM y cnx la 1DM) Los (latos están expresados cuino la medha ±(Iesviacióniestándar de
cuatro experimentos para cada giupo; ~p <0,05 Vs PM basal, * * p <0,05 vs LDM basal.
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EII Insulina io7 M
E Clic 300 + lns 1O”9M
E Insulina 10 9M
U Gliolacida 300 kg/ml
U Basal

— — — — —

PM

**
*

*

*

— — — — —

Figura 15. ¡4fecto de la glíclacida sobre la llansiocación del glucotransportado,” GLL/T4.
Media±IZBMcíe cuatro experimentos. * p <0,05 vs basal, ** p < 0,05 vs insulina 10~ Nl y vs
gliclacida (300 jíg/ml) e insulina (tO9 Nl). Panel A) Dis¡ibución subeelular <le GLUT4 en las
membranas plamát leas, Panel 8) Distribución subeelular (le GLUT4 en los microsornas de baja
densidí ad.
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Para comprobar la pureza (le las fracciones se usó la activida<l ouabaina Na~/K~

A’l’Pasa como marcador dic la fracción enriquecida con membranas plasmáticas (PM),

mientras que la actividad UDP-galactosil transferasa sirvió de marcador para los

mícrosomas (le baja densidad <LDM).

La actividad onabaina Na~/K~ ATPasa fue tres veces superior en las fracciones

enníquce idas con membranas plasmáticas que en las fracciones enriquecidas con microsomas

(le baja densidad (Tabla IX).

‘fabla IX. Actividad enzi,,ultica ouabaina Na’/k”’ ATJ>asa de las fracciones enriquecidos con
¡,¡emb,anas plasmáticas y con microsomnas de baja densidad de los difemeníes grupos estudiados.
l~os (latos SC expresan en nanonio les (le fós foro inorgánico liberado poi mintntn y pon miligramo dic
pnotcfna y representan la media ±1313M dic cuatro experimentos para cadia grupo. *1) <0,05 vs LDM

BASAL GLICLACIDA
300 gg/nnl

iNSULINA
109M

CLIC 300 ¡¿g/ml
INSUL 1O~ M

INSULINA 1

10q M

PM 84±17*1 91.113* 81.113* 87±21* 74±6*

LDM 26±5 40±8 39±2 30±7 30±3

Aunque hubo oscilaciones en la act¡ví<lad Nab/K + ATPasa en lans PM de los diferentes

grupos no hubo di ferenicias signiFicativas en tve el las. Lo mismo ocurrió con las LDM <le los cinco

grupos estudI ¡ adios, así la actividad Na~/K’ ATPasa fine similar

En la Figura lO se representa la actividad NaF/K ATPasa <le las dos fracciones que

contenían el G LUT4, así como el homogenado <leí ítne se partió
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• Homogenado

DLDM

DPM

*

**

Figura ¡6. Caracterizaciónenzímática de las membranas plasmáticas. Activida<l Na/K”’ ATPasa
en las fracciones subeelulanes obtenidas de musculos <le ratas perfunclidas con gliclacida (300
gg/ml) Los datos se expresan como la nledlia-jEUM de cuatro experimentos; * p <0,01 vs PM,
** p<O,0()l vs PM, ~ p<O,05 vs LDM.

La actividad UDP-galactosiL transferasa fine aproximadamente dos veces superior en

las fracciones enriquecidas con mierosomas cíe baja densidad que en las fracciones

enriquecidas con membranas plasmáticas (Tabla X>. Así la galactosa transferida a

lactosamina (al reaccionar con la N-acetilglucosamina) fue el doble en las fracciones LDM

que en las PM.
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Fabla X. Actividad enzimática UDP—galactosil trausferasa de las fiacciones enriquecidas con
,¡¡e¡nlnanas plasime áticas y con Inicrosomnas de baja densidad de los diferen les giupos estudiados.
Los datos se expresan en nanoi no les (le 1 actosann lía formada por mi noto y pol ni ti ig ramo dic

¡note ma y repíesentan la niedia ±I3EM de cuatno expeniníenws pana cadia giupo. *p<0,05 VS PM.

BASAL CLI CLACIDA

300 j¿g/nnl

INSULINA

¡~9 M

CLIC 300 ~g/ml

INSUL I0~ M

iNSULINA

¡o~ M

PM 3,5±1,3 4,0±0,9 3,4±0,1 3,1±0,3 2,9±0,3

1.VM 6,8±1,6* 7,9±1,8* 7,5±0,9* 7,8±0,4* 7,5±0,4*

Aunqine hubo oscilaciones en la actividad UDP-galactosil transíerasa en las

Fracciones eníriquecidas coní LDM (le los diferentes grupos no hubo diferencias significativas

entre ellas. 140 níisnío ocuriió en las fracciones enriquecidas cotí PM cíe los cinco grupos

csLtn(lia(los, así la actividla(l UDP—galactosil transferasa fue similar.

En la figura 17 se representa la actividad UDP-galactosil transferasa de las dos
fracciones que contenían el GLUT4, así como el homogenado del que se partió.
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Figinra 17. Caracterizació,, enzimáilca de las fracciones em/qn ecidas con ¡nicrosomas de baja
densidad. ActiVidad UDP—galactosil 1 ram knasa en el honiogenado y en las tracciones subeelulares
obtenidas <le músculos cíe ratas pc~ Fundidas con glielaei<l~t (300 pglml). Media±EBM de cuatro
experiníentos; * p<0,05 vs LDM.

DLDM

• Homogenado

1kM

*

*

79



RESULTADOS

2. E1~ECT() DEL TRATAMIENTO CON GLICLACIDA EN RATAS

I)IABETICAS POST-ESTREPTozOTocINÁ.

2.1 RATAS MACHO WISTAR DIABETICAS POST-STREPTOZOTOCINÁ
MANTENIDAS CON CICLO DE LUZIOSCIJRIDAD DE 12 HORAS.

Dado que las sulfonilureas se usan en el tratamiento de la DMNID, estudiamos el
efecto que producía la gliclacida sobre la captación de glucosa por el m6sculo esquelético

administrada durante 12 días en ratas diabáticas post-estreptozotoclna.
Este modelo de diabetes inducido por administración de estreptozotocina esun

modelo intermedio entre la diabetes mellitus tipo 1 y la diabetes mellitus tipo II. La

estreptozotocina destruye gran parte de las células II-pancreáticas, pero no todas, además
provoca insulinorresistencla en los tejidos periféricos de acción de la insulina, entre ellos
en el músculo esquelético.

Tres días después de la administración de estreptozotocina, se comprobó la inducción
dc diabetes por análisis de la glucemia y tras seleccionar a las ratas que tenían niveles de
glucosa en sangre superiores a 200 mg/dl e inferiores a 400 mg/dI, se siguieron cuatro
modalidades de tratamiento: ratas diabáticas sin tratar (Grupo 0), ratas diabáticas tratadas
con gliclacida (Grupo 0), ratas diabáticas tratadas con insulina (Grupo 1) y ratas diabáticas

tratadas con gliclacida e insulina (Grupo 0+1).
Tras los ¡2 días de seguimiento, las ratas diabáticas sin tratar perdieron peso (peso

final 96±4% del inicial), las tratadas sólo con gliclacida mantuvieron peso (peso final

l(X)±5% del inicial), las tratadas sólo con insulina ganaron peso (peso final 118±4% del

inicial) y las tratadas con insulina y gliclacida ganaron peso (peso final 121±27. del

inicial), La ganancia de peso en el grupo de ratas diabáticas tratadas con insulina ¡lic similar

a la de las ratas tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina. Las ratas del Grupo 0+!

y las ratas <leí Grupo ¡ tuvieron un peso final significativamente superior (p<0,0Ol) que

el de las ratas del Grupo O o del Grupo D.
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2.1.1 NIVELES SERICOS DE GLUCOSA

A lo largo (leí tratamiento se realizaron determinaciones de glucemia cada dos días

a todios los grupos (le ratas diabáticas post-STZ estudiadas El (lía de la perfusión, tras £4

horas dic aytnno, también se determinaron los niveles de glucosa en sangre.

Las ratas diabáticas sin tratar (Grupo D) tuvieron niveles individuales medios de

glucemia post—prandial a lo largo de los 12 <lías de seguimiento entre 312 y 400 mg/dl, las

ratas diabáticas tratadas con glielacida (Grupo G) tuvieron niveles individuales medios de

glucemia a lo largo <le los 12 días de tratamiento entre 219 y 400 mg/dl. Las ratas

diabáticas tratadas con insulina (Grupo 1) recibieron una <losis diaria die insulina NPI-1

subcutánea de 5,1 ±0,1unidades a las 8 pm. y tuvieron tinos niveles de glucemia a lo largo

del tratamiento entre 129 y 218 mg/dl. Las ratas diabéticas tratadas con insinlina y gliciacida

(Grupo G-t—l), recibieron una <losis diaria (le insulina NPH subcutánea cíe 5,3 ±0,1unidades

a las 8 pni. y dos <losis diarias de gliclacida de 5 nng/kg a las 9 am. y a las 8 pm. Los

niveles individuales medios de glucemia cíe las ratas del Grupo 0+1 a lo largo (le]

Iratamiento estuvieron entre 138 y 224 mg/dl.

Se han utilizado los resultados obtenidos en el estudio previo cíe perfusión de

extremidades inferiores cíe ratas macho Wistar norínales (n~ 11) de 180 g de peso para

compararlos con los ciatos obtenidos en las ratas diabáticas. En la Tabla XI se muestran las

glincennias obtenidas a lo largo del tratamiento y en el día en que se realizó la perfusión de

extremidades inferiores.

Las natas <leí Grupo O t.Lnvieron unas g]ucemias a lo largo del tratamiento

sngniíicativamente inferiores (p <0,01) que las de las ratas diabáticas sin tratar, El día de

la períXisión presentaron unos niveles <le glucosa en sangre más bajos (p <0,05) que los de

las ratas diabáticas no tratadas.

Las glincemias a lo largo del tratamiento fueron inferiores en las ratas del Grupo

0+1 con respecto a las ratas del Grupo 1, aunque no alcanzaron diferencias significativas

(p >0,05). El día de la perfusión los niveles séricos de glucosa (tras 14 Ii de ayuno y de la

última dosis de gliciacida, y habiendo suprimido la dosis de insulina del día anterior) fueron

similares en las ratas del Grupo 1 y en las del Grupo 0+1.
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Las ratas del Grupo 6-1-1 ttnvieron unas glucemias en ayunas (día de la perfusión)

similares a las glucemias obtenidas en ayunas en las natas no diabeticas (Grupo C)

Los niveles de glucemia a lo Largo del tratamiento y los del día de la perfusión

fueron significativamente inferiores (p <0,001) en las ratas tratadas sólo con insulina o con

insulina y gliclacida en comparación con las ratas diabéticas post—STZ no tratadas o tratadas

sólo con gliclacida.

1’ABLA XI. Nivelessé,icos de glucosa en los chico grupos de ratas estudiadas. Glucemias (mg/dl)
obtenidas a lo largo de los 12 (lías (le tratamiento (días 0—12) y en el día cli (BIC las natas fueron
perlinnd idías (día 13). Los resultados re¡ínesenta n la inedia ±EI3M , el número (le dleterininaciones
aparece entre paréntesis; * p <0,01 vs Grupo C; ** p < 0,05 vs Grtnpo C.

r DíA 0-12 DíA 13

GRUPO D 358±9*
(70)

362±14*
(1)

GRUPOG 309±11*
(82)

292±11*
(10)

GRUPO 1 194±10*
(106)

139±18
(11)

GRUPO G+I 173±l0**
(103)

102±8
(9) ¡

GRUPOC 109±3
(n= 17)

100±6
(n=8)
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2.12 NIVELES SERICOS DE INSULINA

Diversos estudios han referido que pacientes con DMNID tratados con sulfonilureas,

presentaban unos nieveles de insulina similares antes y después del tratamiento; a pesar de

que se observaba una disminución de la glucemia después de tratamientos crónicos con

sulfonilureas.

A las 72 h de la inyección de estreptozotocina (justamente el día de inicio del

tratamiento) los niveles séricos de insulina Fueron similares en los cuatro grupos de ratas

diabéticas estudiadas (Tabla XII). En el dha de la perfusión (tras 14 h de ayuno), las

concentraciones séricas cíe insulina fueron similares en los cuatro grupos de ratas diabéticas

(tratadas o sin tratar) y en el grtnpo cíe ratas no diabéticas.

TABLA XII. Niveles séricos de insulina en el día de inicio del tratamiento y en el día de la
pe¡fusón de extremidades infe,1o,es. La eoncentnación (le insulina se expresa en ng/ml
Med La —±EEM . El número (le ensayos apanece entre paíéntes is.

fi ¡HA O .1
GRUPO D 0,5 ±0,1

(6)
0,5±0,1

(6)

GRUPO G 0,7±0,1
(9)

0,6±0,1
(9)

GRUPO 1 0,5±0,1
(9)

0,5±0,2
(9)

GRUPO G-i-l 0,5±0,1
(9)

0,5±0,1
(9)

GRUPO C -- 0,7±0,1
(Ii)

DIA 13
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2.1.3 CAPTACION DE GLUCOSA POR LAS EXTREMIDADES INFERIORES.

Una vez finalizados los doce días dIc tratamiento las ratas diabáticas post-STZ fueron

perlundidias para me<lir la captación muscular de glucosa en ausencia (captación basal) y en

presencia de cantidades crecientes de insulina ( l0~ y 10~ M).

£ilptflciófl basal dc glucosa

La captación basal de glucosa fue similar en los tres grupos de ratas diabáticas

tnatadlas (Grupo G, Grupo 1, Grupo 0+1), mientras que en el grupo cíe ratas diabáticas no

tratadas (Onupo D) fue significativamente inferior (p <0,01) respecto a los tres grupos

anteriores (Figura 18).

Lilorupo c (II)

IZIGrupo Gil (9)

Oorupo 1(11)

[Derupo G (10)
•Grupo D (11>

E
O)
o
E
cts
‘9
o
o
ti
o)
ci>
u
‘o
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ctso

4

a

2

Figura IB, captación basal de glucosa por las extremidades inferiores Tras los 12 días cíe
tratamiento las atas díjabéticas post—STZ iXneron í~eifun~di<las en ausencia (le insulina (skuación basal)
durante 30 mm. Los datos representan la media±EEM.El número de ensayos aparece entre
paréntesis; * p <0,01 Vs Grupo C.
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En comparación con la captación basal de glucosa por las extremidades inferiores
dcl grupo de ratas no diabáticas, los tres grupos de ratas diabáticas tratadas no presentaron

diFerencias significaivas, mientras que las no tratadas tuvieron un valor significativamente

íer~or.

Cantaciónde nlncorn estimulada por InsulIna

A la concentración de insulina l0~ M, las ratas del Grupo D presentaron una

captación de glucosa similar a la de las ratas del Grupo G. Las ratas diabáticas tratadas con

insulina tuvieron una captación de glucosa similar a la de las ratas tratadas con gliclacida

y a las de las ratas no tratadas. Las ratas del Grupo G+I tuvieron una captación de glucosa

superior (p <0,05) a la de los otros tres grupos de ratas diabáticas. Al comparar la

captación de glucosa estimulada por insulina 10’ M por las extremidades inreriores del

grupo de ratas no diabáticas <Figura 19), sólo las ratas diabéticas tratadas co¡~untamente con

insulina y gliclacida presentaron un valor similar, mientras que los otros tres grupos de ratas

diabáticas tuvieron un valor medio significativamente inferior (pC 0,05).
Cuando los valores de la captaoión basal de glucosa fueron sustrafdos de los valores

obtenidos en presencia de insulina 1O M, observamos que el incremento obtenido en

presencia de concentraciones fisiológicas de insulina <10’ M) Nc similar en las ratas
diabáticas sin tratar, en las tratadas con gliclacida y en las tratadas sólo con insulina, Sin

embargo, el incremento fue significativamente mayor <p<O,0I) en las ratas tratadas con

gliclacida e insulina con respecto a los otros tres grupos de ratas diabáticas post-STZ. Las

ratas del grupo G+I presentaron un incremento en la captación de glucosa estimulada por

insulina 10”’ M similar al obtenido en el grupo de ratas no diabáticas (Grupo C).
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II Grupo 0 (11)
121 Grupo G+l (9)
HGrupol (11)
Elarupo 0 (10>

MOrupo D (11)

Figuna 19. captación de glucosa estimulada por insulina iO~ Al en el unisculo esquelético, Tras
30 mm (le captación basal las extremidladles inferiores se perfundieron otios 30 mm con insulina l0~
M. Media±EI3M;* p<O,OI vs Grupo C y vs Grupo 0+1.

En la figura 20 podemos observar que a la concentración de insulina 10’ M, la

captación de glucosa por las extremidades inferiores en las ratas del Grupo D fue inferior

(p<0,05) a la de las ratas diabáticas tratadas con gliclacida, así como a la de las ratas

diabáticas tratadas con insulina y a la de las ratas diabáticas tratadas con insulina y

gliclacida. Las ratas cliabéticas tratadas con gliclacida presentaron una captación de glucosa

similar a la cíe las ratas del Grupo 1 e inferior (p <0,05) a la de Las ratas del Grupo 6+1.

Las ratas tratadas con insulina presentaron una captación de glucosa menor (p <0,05) que
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la (le las ratas tratadas con insulina+gLiclacida. Al comparar estos resultados con los de la

captación de glucosa estimulada por insulina l0-~ M en el grupo de ratas no diabáticas, sólo

las ratas diabáticas tratadias con insinlina+gliclacida presentaron valores similares, mientras

que los otros tres grupos de ratas diabáticas tuvieron valores inferiores (p <0,05).

El incremento sobre la captación basal obtenido cuando las ratas fueron perftmdidas

con concentraciones suprafisiológicas de insulina (1 0~ M) fue significativamente superior

(p<O,05) en las ratas del grupo C con respecto a las ratas del grupo D, del grtnpo G y del
grupo 1. Sólo las ratas diabáticas tratadas conjuntamente con gliclacida e instnlina anvieron

tnn incremento similar que el (le las ratas diabáticas no tratadas (Grupo C).

En la tabla XIII podemos observar las captaciones de glucosa obtenidas en ausencia

y l)rescncia cíe insulina, así como los incrementos, en los cuatro grupos de ratas diabáticas
posl.-STZ y eti el grupo de ratas no diabáticas (Grupo e).

Tabla XIII. Captación dc glucosa por las extiemidades inferiores en los ¡atas diabáticas post-STZ
y en un grupo de ¡atas no diabáticas. Media ±EEM;Grupo O (n 11), Grupo O (ni= 10), Grupo
1 (n= ti), Grupo 0+1 (¡i=9), C (n= 11); * p <0,01 vs Grupo C; ** ~<0,05 vs Grupo C.

fi Basal Ins i@~ M Incremento ms 10’ M Inicrennento

GRUPO 1) 1,3±0,2* 4,7±0,8* 3,4±0,4* 7,0±0,6* 5,7±0,6~

GRUPO G 2,8±0,3 5,6±0,3* 2,8±0,3* 9,2±0,6* 6,5±0,7*

GRUPO 1 3,3±0,2 6,4±0,5* 3,1±0,5* tO,2±0,7* 6,8±0,7**

GRUPO G+I 3,4±0,3 9,0±0,6 5,6±0,6 [2,0±0,4 8,8±0,5

GRUPO C 3,6±0,2 9,2-10,6 5,6±0,7 13,4±0,9 9,8±1,0
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*

Earupo 0(41)
Llarupo G+I (9)
Earupo 1<11>
E Grupo G (10>
IGrupo O (II)

Figura 20. Captación de glucosa estimulada por insulina IO~ Al en el ¡núsculo esquelético. Las
exuennidades interiores fuenon íierfiind idas dura me 90 minutos. Tras 30 mm cíe penfusión basal, las
extremidadíes se perfundieron con insulina tO ~M, y en el minuto 60 se añadió insulina 10~ M en
el medio cíe perfusión, nianteniénclose dlurante otros 30 mi n, Los resulta(los sc expresan cuino
media ±EEM.El número de veces aparece entre paréntesis; * p <0,01 vs grupo C; ~ ~j <0,05 vs
Grupo U; <~ p <0,01 Vs Grupo 1
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2.1.4 UNION DE LA INSULINA A SUS RECEPTORESDE TEJIDO MUSCULAR

Para conocer si el efecto de la gliclacida sobre la captación de glucosa estaba

mediado a través del receptor de insulina, estudiamos la unión de la ‘251—insulina a los

neceptones pancialmente punificados de los músculos gastroenernius de los cuatro grupos de

ratas diabáticas

En la Figura 21 se muestran las curvas cíe competición de la unión de insulina para

los ¡eceptones dic músculo esquelético cíe las ratas diabáticas post-STZ Podemos apreciar

como a concentraciones traza de ‘251—insulina (0,01 ng/mí), la unión que presentan los cuatro

grupos de ratas diabáticas es similar (Tabla XIV). Además, estas curvas que muestran el

desplazamiento de la ‘251-insulina unida por concentraciones de insulina fría, presentan una

lonma similar en los cínat.no grupos estudiados. A partir de ellas y por cálculo geométrico,

se ha dletern1ina(lo la afinidad aparente de los receptores de insulina, es decir, la

concentración de insulina que desplaza el 50% de la máxima unión específica (ED
50); la

afinidad aparente resultó ser similar en los cuatro grupos cíe ratas diabáticas post-STZ

Tabla XIV. Paró,netros de unión cíe la insulina a los ¡ecepto’es <le músculo de las ratas
diabáticaspost—STZ, B1max: máxima capacidad de unión de los sitios de alta afinidad, D2¡nax:
máxima capacidad de unión cíe los sitios cíe baja afinidad. Media ±EBM , con un n = 8 para el Grupo
1), n = 7 pana el Grupo O, n = 7 para el Grupo 1 y ni =6 para el Grtnpo O + 1.

‘
2k Unión
específica

Afinidad
aparente

ED
50 (i0~ M)

B1 inax
<1010 M)

B2 max
(1010 M)

GRUPO D 5,66±0,8 1,7±0,1 0,8±0,1 1,9±0,2

GRUPO G 6, 16±0,6 2,1±0,1 1,1±0,1 2,2±0,3

GRUPO 1 5,2±0,5 1,7±0,2 1,0±0,1 2,0±0,2

GRUPO G+I 6,5±t,0 2,2±0,2 1,1±0,2 2,0±0,2
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Figuna 21. Desplazamiento de la unión específica <le ‘251-insulina por concentraciones crecientes
de insulina fría cii los receptores de músculo esquelético de ratas con diabetes post-STZ. La innién
espeefl’ica (unión tota! menos unión inespecf [lea)se representa como función cíe la insulina añadida.
Por cálculo geométrico sc calculó el valor ¡3D

50 (la concentración cíe insulina que desplaza el 50%
dIc la máxima unión cspecffica). MediajlSEM, En númeno de ensayos aparece entre paréntesis.

Mediante la representación de los datos según análisis de Scatchard (188), se obtuvo

mayon información sobre la unión de la insulina a los receptores parcialmente purificados

de músculo esquelético. Como se sabe la representación de Scatchard de la unión de la

insulina a sus recel)tores es curvilinea, indicando que la afinidad cíe la reacción no es

uniforme sobre el rango cíe saturación, lo que se ha interpretado como que en los receptores

hay <los tipos de sitios de unión, unos de alta afinidad y otros de baja afinidad, con la

existencia cíe inte¡acciones cooperativas sitio-sitio que influyen en la unión y disociación de

ji
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la insulina. La representación de los datos de concentración de ligando unido/concentración

de ligando libre (13/E) frente a la concentración cíe ligando tnnido (B) es curvilínea en todos

los giupos de ratas diabéticas post-STZ (Figura 22). Los receptores de músculo de las ratas

diabéticas (tratadas o sin tratar) muestran una capacidad de innión para los sitios de alta

afinidiad (l3~ ¡nax) y de baja afinidadí (B> max) similar.

<‘4
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Figtnna 22. Representación de Scatcl¡ <‘ud de la unió,: especifico <le la insulina a sus receptores
parcialmente purificados de músculo de tatas diabáticas post-STZ. Se ha representadlo la
concentración dIc insulina unida/concentiacién (le insulina libre (uF) frente a la concentración de
insulina tnnida (13). Los ciatos nepresentan la media±EEM.
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2.15 ACTIVII)AD TIROSINA QUINASA

Una vez visto que la cinética de unión (le la insulina a sus receptores no se

modificaba por gliclacida, y debido a la importancia cíe la activación del receptor para

iniciar y mediar la transmisión de la señal, estudiamos la actividad tirosina quinasa de los

neceptones pancialmente purificados de músculo. Para analizar esta actividad empleamos dos

fotoaceptores: la subunidad II del receptor (autofosforilación) y el sustrato sintético

Glu4:’l’yr ¡ (fosforilación exógena).

Aintofosforilación (leí receptor de insinlinia

,

‘l’ias la unión (le la insulina a su receptor, uno de los primeros hechos que tiene

lugar es la fosforilación en múltiples residuos de tilosina (le la subunidad II del receptor de

instnlina.

Las medidas cuantitativas de la actividad cíe autofosforilación pueden,

polencialmente, sei cofllundlidas por actividades ATPasas que puedan haber copurificado

con cl receptor de insulina durante la cromatografía de afinidad. Para evitar la actividad

A’l’Pasa empleamos en todos los ensayos el nucícótido CTP (500 AIM), que es un

antagonista competitivo de las ATPasas y a la vez no es sustrato de la quinasa del receptor

de insulina,

llabiendo excluido dc esta forma las posibles interferencias (le ATPasas

pncincubamos la misma cantidad de receptor de músculo parcialmente purificado (15 gg)

en ausencia y en presencia de insulina 1 0’ M

En la Fotografía 7 se muestra la autorradiografla de la autofosforilación del receptor

de insulina en las ratas diabéticas post-STZ Se puede observar como en presencia de

insulina se pro(lujo un incremento en la cantidad de 32P incorporado al receptor cíe insulina.

La movilidad electroforética del receptor era similar a una proteína de 95.000 daltons de

peso molecular (subunidad fi díel receptor cíe insulina)
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1

— — —

Insulina (M>

Figinna23. Autofosforilación <le la. subunidadji del receptor de insulina ~letejido ¡nuscula’ de las
tatas con diabetes post—STZ. Los reepetuies parcialmente purificados de nnúsculo esquelético (15
/tg) lXneron incuhadios en ausencia y piesencia cíe insulina 10~ M. Los nesultados repieSelItan la
medí ia ±EIiM. 131 mimeio dic determinaciones apanece entne paréntesis

l?osf’orilación <leí sustrato exógenoGltn4:Tvrl nor el rece¡)tor <le insulina

.

Como díecíamos en la intiodiucción la autofosforilación del receptor activa la qtninasa

intrínseca del mismo hacia otros sustratos. Mediante experimentos realizados ¡u vino, se ha

comprobado que el receptor puede fosforilar un gran número de proteínas, incluyendo

Inistonas y calmodulina.

Los neceptores cíe insulina de músculo esquelético de las ratas diabéticas se incubaron
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en ausencia y presencia de insulina 101 M y con el sustrato exógeno Glu4:Tyrl.

Podemos observar (Figura 24) que la fosforilación basal (prodtncida en ausencia de

insulina) de 61u4:Tyrl no fue significativannente diferente en los cuatro grupos de ratas

diabéticas post—STZ Lo mismo ocurrió al examinar la fosforilación de Glu4:Tyrl

estinuilada por insulina l0-~ M. El incremento de la actividad tirosina quinasa sobre el valor

basal inducido por insulina l0~ M fue similar en las ratas diabéticas post—STZ tratadas o

sin tratar.
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Figinna 24. Fosforilación <leí sustrato 01u4.7y¡’I por receptores de insulina parcialmente
purificados del tejido muscular de ¡‘atas con diabetes post-STZ Los resultados representan la
media ±EEM El nIinleI() de determinaciones aparece entre paréntesis
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Cuando las bandas fueron densitometradas, observamos (Figura 25) que la

concentración del glucoransportador GLUT4 era significativamente menor (p <0,05) en las

ratas diabéticas sin tratar que en los otros tres grtnpos de ratas diabéticas post—STZ tratadas.

Además, el contenido total de GLUT4 fue superior (p<O,OS) en el Grupo C que en el

Grupo 1), sin embango no se encontraron difenencias entre el grupo de ratas no diabéticas

y los otros mes grupos de ratas diabéticas tratadas con gliclacida, con insulina o,

conjuntamente con gliciacida e insulina.
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Figura 25. Efecto de la gl¿clacida sobre la concentración de GLUT4 en. el músculo esquelético.
Sc analizó el contenido cíe GLUT4 en los nmnsculos gasticenemius extraídos (le ratas diabéticas post—
STZ (IUC recibieron cli l’eientes tíatamíentos durante 12 dÍas y en los músculos de ratas no di fabéticas
usadas como grupo control, Meofla ±EEM;* p <0,05 vs Grupo C.
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2.2 RATAS MACHO WISTAR DIABETICAS POST-STREPTOZOTOCINA

MANTENII)AS CON CICLO INVERTIDO (OSCURIDAD/LUZ) DE 12 llORAS.

Como hablamos observado en el apartado anterior (2.1), las ratas diabéticas post—

STZ tratadas con gliclacida e insulina durante 12 días presentaron una captación de glucosa

tanto basal como estimulada con insulina (l0-~ 6 lO~ M) similar a la de las ratas no

cliabéticas (control). En el grupo de ratas diabéticas tratadas sólo con insulina la captación

basal dic glucosa era similar a la del grupo control, pero la captación de glucosa estimulada

con insulma, tanto a concentraciones fisiológicas como suprafisiológicas, era

sngnficativamente inferior con respecto al grupo de ratas no diabéticas y al grupo de ratas

diabúticas post.—STZ tnatadas conjuntamente con gliclacida e insulina. Aunque las glucemias

a lo largo díel tratamiento fueron más bajas en el grupo 0+1 que en el Grupo 1, no

alcanzaron) diferencias significativas, a pesar de ello veíamos que la captación cíe glucosa

en las ratas diahéticas sólo se normalizaba cuando se trataban conjuntamente con gliclacida

e insulina.

Para poder conocer si el control glucérnico en las ratas diabéticas post-STZ a lo

largo del tratamiento con gliclacida e insulina era mejor que el cíe las ratas diabéticas

tratadas con insulina, se cliseñó un protocolo de estudio similar al anterior (2.1) pero con

un ciclo dIc luz invertida (puesto que las ratas comen y son metabólicamente más activas de

noche), para realizar determinaciones de glucemia cuatro veces al día a lo largo del

tratamiento.

Se indujo diabetes según el apartado anterior y se siguieron dos modalidades de

tratamiento durante 12 días, así un grupo de ratas diabéticas fue tratado con insulina a las

E cíe la mañana, mientras que otro grupo se trató conjuntamente con gliclacida (5 mg/kg)

dos veces al día e insulina.

mas los 12 días de tratamiento, las ratas diabéticas tratadas sólo con insulina

ganaron peso (peso final 116±3%del inicial) y las tratadas conjuntamente con gliclacida

e insulina también ganaron peso (peso final 110±3%(leí inicial) El peso final fue similar

en ambos grupos (le ratas, 1’ampoco hubo diferencias con respecto al peso ganado por las

ratas diabéticas con ciclo cíe luz normal del apartado anterior que recibieron el mismo tratamiento.
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22.1 NIVELES SERICOSDE GLUCOSA

En ambos giupos se nealizaron determinaciones de glucemia cuatro veces al día (8

y 12 dc la mañana, 4 y 8 cíe la tarde). El cha de la perfusión, tras 14 horas de ayuno,

también sc determinaron los niveles (le glucosa en sangre.

l..as ¡‘atas diabéticas post-STZ tratadas con insulina tuvieron rangos individuales

mechos dliarios de glucemia entre 74 y 240 mg/chi. El rango individual medio diario de

glucosa sérica en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina estuvo entre 63 y i36

mg/di.

Los niveles de glucemia a lo largo del tratamiento fueron más bajos en el Grupo

Gil que cnn el Grupo 1(98-15 Vs 139±15mg/dl, p<O,OS)

Las glucemias obtenidas a lo largo de los 12 (lías de tratamiento a las 8 de la mañana

(12 honas después cíe la administración de gliclacida) fueron similares en ambos grupos de

ratas. Sin embargo, los niveles de glucosa en sangre a las 12 de la mañana (4 horas después

dc la administiación cíe la primera dosis cíe gliclacida) cíe las ratas diabéticas tratadas con

gliclacicla e insulina fueron significativamente inferiores con respecto al grupo de ratas

cliabélicas tratadas sólo con insulina (Tabla XV). Las determinaciones glucémicas realizadas

el resto del cHa (4 y 8 dIc la tarde) fueron similares en ambos grupos.

Las glucemias obtenidas el día de la perfusión (24 horas después de la última dosis

de insulina, tras 14 horas de ayuno, y de la administración de la última dosis de gliclacida)

en el grupo cíe ratas diabéticas post—STZ tratadas con insulina fueron similares a las

obtenidas en el grupo cíe ¡atas cliabéticas tratadas conjuntamente con gliclacicla e insulina

(Grupo 1 = 145-123 vs Grupo G+1 = 129±12, ns.)
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‘I’abla XV. Niveles séricos de glucosa en las ratas diabáticas Glucemias (mg/dl) obtenidas a lo
largo de los 12 (lÍas de tratamiento en las ratas diabéticas mantenidas con ciclo dic luz invertido
tratadas con iusul ¡ na o con g 1 iclacida e insulina. Los ciatos representan la media±EEM; el n~ínero
(le dletenminaciones apanece entre paréntesis.

GRUPO 1 GRUPO G+I p vs GrupoI

8 am. 158±35
(35)

147±10
(30)

Ls.

12 am. 97±14
(21)

54±10
(20)

p<O,O5

4 l)-~>. 100±15
(21)

77±10
(20)

n.s.

8 pm. 171±24
(23)

130±15
(20)

n,s.

Aunque, has ratas tratadas con gliclacida e insulina tenían unos niveles de glucosa

en sangre miny bajos cuatro horas clespúes de [a administración cíe la gliclacida (12 cíe la

mañana), los niveles de glucemia iban aumentando a lo largo del día y las ratas superaban

bien la hipoglucemia, por lo que se mantuvo la dosis de insulina, para asf poder estudiar

las glucemias cíe ambos grupos (le ratas con el mismo tratamiento insulinico,
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2.2.2 NIVELES SERICOS DE PEPTIDO C

Se realizaron determinaciones de péptido C para conocer si la disminución de la

glucosa sérica en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina se prohucía porque

la sulfonilurea estimulaba la secreción de insulina, o si por el contrario, la disminución de

la glucemia era debida a efectos extrapancreáticos producidos por la gliclacida.

El día de inicio del tratamiento (3 días después de la administración de

estreptozot.ocina) los niveles séricos che pépticio C fueron similares en ambos grupos de

ralas. [‘ampocose encont.naron diferencias en los niveles de péptido C de ambos grupos

obtenidos el día en que las ratas fueron perfunclidas.

‘FABLA XVI. Niveles séricos de péptido C en el día de inicio del tratamiento y en el día de la
peifusión de extremidades inferiores. La concentración de pétido C cíe las ratas chiabéticas tratadas
con gí iclacida o con glielacicia e insulina se expresa en pinol/ml. Media ±EBM.El número cíe
CIISfl~O5 apanece entre panénitesis
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22.3 CAPTACION DIC GLUCOSA POR LAS EXTREMIDADES INFERIORES.

Una vez finalizados los doce días de tratamiento las ratas diabéticas post—STZ fueron

periundidas para medir la captación de glucosa en ausencia (captación basal) y en presencia

de cantidades crecientes cíe insulina (l0~ y 10~ M).

Captación basal <le glucosa

La captación cíe glucosa obtenida cuando las ratas fueron perfiindidas en ausencia

cíe insulina fue similar en los dos grupos de ratas diabéticas (Grupo 1, Grupo G+I), además

cuando comparamos la captación basal de glucosa por las extremidades inferiores obtenida

en las ratas diabéticas observamos que no fue diferente de la obtenida en el grupo de ratas

no diabéticas (Figura 26).

‘1

o)
.5
E

o
<a
D
u)
U)
U
c

‘o
<‘1
o-
OS
o

3.

2

o

Earupo 0 (11)

E~0rupo 0+1<5)
Qarupo 1(5)

Figuna 26. Captación basal ele glucosa por las extremidades inferiores. ‘rras los 12 días cíe
tratamiento las ratas diabúticas post—STZ fueron perfunclidas en ausencia de insulina (situación basal)
durante 30 nnin, Meclia±BBM.El ¡número de ensayos apanece entre paréntesis.
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La captación basal de glucosa por las extremidades inferiores de los dos grupos de

ratas diabéticas mantenidas con luz invertida (be similar a la obtenida en las ratas diabéticas

mantenidas con luz normal que recibieron tratamiento sólo con insulina o con gliclacida e

insulina (apartado 2. 1 3)

Uiptación de 2lLncosa estimulada 1)01 insulina

A la concentración de insulina l0~ M, las ratas del Grupo 1 presentaron una

captación cíe glucosa inferior a la de las ratas del Grupo 0+1. Al comparar la captación de

glucosa estimulada por insulina 10’~ M por las extremidades inferiores del grupo de ratas

no cl iabétieas, las ratas cliabéticas tratadas conjuntamente con insulina y gliclacida

presentaron un valor similar, mientras que las ratas diabéticas tratadas con insulina tuvieron

una captación cíe ghncosa significativamente inferior (Figura 27)

Cuando los valores de la captación basal de glucosa fueron sustraídos de los valores

obtenidos en presencia cíe insulina l0~ M, observamos que el incremento obtenido en

pleSencía (le concentraciones fisiológicas cíe insulina (10~ M) fue inferior en las ratas
diabéticas tnatadas sólo con insulina (p <0,05) respecto a las ratas tratadas con gliclacida

e insulina. Las ratas del grupo 0+1 presentaron un incremento similar al del grupo de ratas

no cliabéticas (Grupo O), sin embargo el incremento en la captación de glucosa obtenido con

insuiinm a la concentración lO9 M fue significativamente inferior en el grupo cíe ratas

cliabéticas t.naadas con insulina con respecto al grupo cíe ratas no diabéticas (Grupo C)

La captación de glucosa estimulada por insulina (l0~ M) así como el incremento

sobre el valor basal en el músculo esquelético de las ratas del Grupo 1 y del Grupo 0+1

mantenidías con luz invertida fueron similares a los obtenidos en las ratas cliabéticas

mantenidas con ltnz normal que recibieron tratamiento sólo con insulina o con ghiciacicla e

insulina (apartado 2. 1 3)
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Figinn-a 27. Captación de glucosa estimulada PO,, insulina ¡O’ M en el músculo esquelético. Tras
30 mm cíe captación basal las extremidiades infeniores se perfundieron otros 30 miii con insulina 10~
M, manteniéndose la perfusión otro 30 mm. Media ±I2EM;* p <0,05 vs Grupo 0+1, ** p <0,01
vs Grupo O.

Cuando las extremidades inferiores se perfundieron con insulina a la concentración

de insulina l0-~ M, la captación de glucosa por el músculo esquelético en las ratas diabéticas

del Grupo 1 fue inferior (p<O,OS), que la obtenida en las ratas diabéticas tratadas con

gliclacidía e insulina, Al comparar estos resultados con los de la captación muscular de

glucosa estimulada por insulina l0-~ M en el grcnpo de ratas no diabéticas (Figura 28), las

natas (liabéticas tratadas con gliclacida e insulina presentaron valores similares, mientras que

las ratas diabéticas tratadas sólo con insulina tuvieron valores inferiores (p <0.05).
El incremento sobnt la captación basal obtenido cuando las ratas fueron

perfundidas con concentraciones suprafisiológicas de insulina (l0~ lvi) fue significativamente

inferior (p <0,05) en las ratas del grupo 1 con respecto a las ratas del grupo 0+1. Sólo las
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ratas chiabéticas tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina tuvieron un incremento

similar al de las natas cliabéticas no tratadas (Grupo (2).

la captación de glucosa estimulada por insulina (10-o M), así como el incremento

obíenido a esta concentración de insulina sobre la captación basal por las extremidades

inleniores de los dos grupos cíe n’atas cliabéticas mantenidas con luz inventicla, fine similar a

la obtenidla en las ratas diabéticas mantenidas con línz nonmal que recibieron tratamiento sólo

con insulina o con gliclacida e insulina (apartado 2.1.3).
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Figura 28. Captación de glucosa estim<¿lacia por insulina ¡O7 Mpor las extiemidades inferiores.
l.as extí-ennidades inleniores fuenon períXínclidas durante 30 miii con concentraciones suprafisiológícas
de insu 1 inna (1 o~ M). Media ±EEM; ~p <0,05 vs Grupo G —1-1; ** p <0,01 vs Grupo (2
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F.n la tabla XVII podemos observar las captaciones de glucosa obtenidas en ausencia

y presencia tic insulina, así como los incrementos, de los dos grupos cíe ratas dliabéticas pos—

STZ y del giupo dc ratas no diabéticas (Grupo (2).

‘rabia XVII. Captación de glucosa por las extremidades inferiores Las extrennidacles inferiores
dc los tíos grupos de ratas diahéticas post—STZ mantenidas con ciclo de luz inventido se penfundieron
en ninsencia y presencia de insulina. Los datos representan la nicdia±EEMdc 5 determinaciones
l.mra caola grtnpo. ‘~ l <0,01 vs Grtnpo (2

Basal ms 1O~ M Inicrennento ms io~ M IncrennentoGRUPO ¡

3,2±0,3 5,8±0,6* 2,6±0,4* 8,5±0,6* 5,3±0,6*

GRUPO 0+1 3,0±0,4 8,0±0,3 5,0±0,4 11,5±0,6 8,5±0,7

GRUPO C 3,6-±0,2 9,2±0,6 5,6±0,7 13,4±0,9 9,8±1,0
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DISCUSION

1. EFECTO AGUDO DE LA GLICLACIDA SOBRE LA CAPTACION DE

GLUCOSA EN EL MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS NORMALES.

Como decíamos en la introducción, los efectos extrapancreáticos de las sulfoniJureas

han sidIo estudiados durante másde 30 años.Sin embargo actualmente siguen siendomotivo

dIc controversia.

Se han nealizado numerosos estudios sobre los efectos de las sulfonilureas en células

ctnitivaclas para (liscernir el mecanismo de acción de estas drogas en situaciones donde la

insulina no esté Presente.

En la línea celular miogénica LÓ se ha observado que una sulfonilurea cíe segunda

generación (glibunide) estimula el transporte de glucosa vía proteína quinasa O, requiriendo

nueva síntesis de proteínas (194). En miocitas cultivados (BC3Hl) se ha visto que las

suhlonilureas incrementan directamente la captación de glucosa independientementede la

acción de la insulina (195) En las células musculares Lé se ha referido que tolazamida

(sulfonilurea de primera generación) no tiene un efecto directo sobre la captación de glucosa

(107), peno inenementa tanto el contenido total del glucotransportador GLUT4 como sus

niveles de mRNA (108). En la línea celular adipocitaria 3T3-LI, la tolbutamida estimula

dlirectamente el transportede glucosa, y además,incrementael contenitio total (le los

transportadores GLUT4 y GLUTI y sus niveles de mRNA (196).

Pon tanto, se ha visto que las sulfonilureas tienen un efecto directo sobre la

utilización <le la glucosa y este efecto puede ser inmediato o requerir nueva síntesis de

l)rote!nas

En nuestro estudio hemos visto que la gliclacida, una sulfonilurea de segunda

generación, estimula la captación de glucosa en las extremidades inferiores de racas

normales, tEste efecto fue inmediato y no requirió la adición de insulina. La dosis más baja
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necesaria para producir un incremento significativo en la captación de glucosa fue 10 pg/ml

y la mitad del máximo efecto se alcanzó con concentraciones de gliclacida entre 25 y 50

gg/ml. La concentración de gliclacida de 10 gg/ml está en el rango de los niveles

teral)eúticos encontrados en humanos a ¡os que se les ha administrado gliclacida oralmente

(¡97). En este estudio se han usado concentraciones de gliclacida en un rango muy amplio,

hasta 1000 pg/ml, 10 veces superior a la concentración terapeútica. La mayoría de los

investigaciones usan concentraciones de sulfonilureas para observar los efectos

extrapancreáticos entre 10 y 1000 veces superiores a aquellas necesarias para estimular la

liberación de insulina. Esta observación sugiere la presencia de sitios de baja afinidad para

stnlfonih.nneas en tejidos diana de la insulina y/o una disminución en la sensibilidad de los

tejidos tras el proceso de preparación para los experimentos iii vi/ro. Por otro lado, es bien

conocido qtne las sulfonilureas se unen a proteínas plasmáticas (del 88 al 99%>, incluida la

albúmina. En el medio de perfusión la proporción cíe albúmina es del 4%, por lo que la

gliclacida se unirá a ella, y se sabe, que sólo la parte libre de la droga (no ligada a

proteínas) tiene actividad biológica, por lo que no podemos precisar la concentración de
droga activa libre.

La gliclacicla a la concentración de 300 jtg/ml tiene un efecto sobre la captación de

glucosa por el músculo esquelético similar al obtenido con insulina a concentraciones

fisiológicas de 10~ M.

Además de este efecto directo de la gliclacida sobre la captación de glucosa, en este

estudio hemos observado que ¡a sulfonilurea tiene un efecto aditivo al de la insulina. La

combinación cíe gliclacicla a la concentración de 300 ~g¡m1y la insulina a la concentración

cíe 1 0~ M, produjo un incremento en la captación muscular (le glucosa slinilar al encontrado

con concentnaciones suprafisiológicas de insulina (10~ M). En adipocitos 3T3-L1, se ha

visto un aumento de la captación de glucosa en respuesta a tolbutamida y además se observó

un efecto aditivo cuando las células se incubaron con la sulfonilurea y la insulina (113).

121 efecto de la gticlacida y de la insulina sobre la captación de glucosa en este

sistema de perfusión cíe extrennidades inferiores fue muy rápido y observamos un aumento

de la captación de glucosa 5 minutos después de la adición de las drogas en el medio de

perftnsión. Esta falta che retraso en el efecto de la insulina debe de estar relacionado con las
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características de este sistema, puesto que otros autores han referido también un efecto

rápido de la insulina sobre la captación de la glucosa en La perfusión de extremidade~

inferiores (198,199). También es muy interesante señalar que la desaparición de la glucosa

en el mecho de perfusión fuera lineal. Aunque aparentemente este hecho no respondería al

conocido electo masa dic la glucosa, consideramos que el rango de concentraciones en el

medio cíe perfusión después de la introducción de la insulina o de la gliclacida (entre 90 y

45 mg/dl) es demasiado estrecho para establecer conclusiones.

El efecto estimulador de la gliclacida sobre la captación de glucosa por el músculo

esquelético fue totalmente revertido por diazóxido. Además, la presencia del diazóxido en

el medio cíe ieribsión bloqucó la acción de la gliclacida sobre la captación de glucosa por

las extremidades inferiores de las ratas. Sin embargo, el efecto estimulador de la insulina

sobre la captación de glucosa no se modificó por la presencia de diazóxido en el medio de

pen-Unsión. Estos resultados indican que el efecto agudo de la gliclacida sobre [a captación

cíe glucosa pon el músculo esquelético es producido por la inhibición de los canales cíe K’

ATt> dependientes La adición del diazóxiclo en el medio de perfusión no produjo una
dlisn)Inución cíe la pnesión (leí sistema. Se ha referido que en humanos normotensos, la

administración cíe diazóxiclo intravenoso sólo produce una pequeña disminución en la

presión arterial cíe aproximadamente 10 mm I-Ig (200). En las preparaciones de las

extremidades inferiores la presión estuvo entre 80 y 100 mm I-Ig, indicando una falta cíe

nesistencia vascular, por lo que en estas condiciones experimentales el efecto vascular del

diazóxido seria menor. Por otro lado, se ha visto que la administración de diazóxido i.v.

a pacientes tratados con sulfonilureas no disminuye la presión sanguínea (201).

Los efectos cíe las sulfonilureas sobre la bomba Na’/K~ ATPasa han sido estudiados

en islotes pancreáticos cíe natas, y se han obtenido resultados contradictorios, habiéndose

observado tanto un electo inhibitorio de la bomba Na’/K~ ATPasa (202) como una falta

de efecto en presencia de las sulfonilureas (203). Por otro lado, está bien demostrado que

las sullonilureas y el diazóxido ejercen opuestos sobre los canales de K~ ATP dependientes

en las células B-pancreáticas.

Los canales che K1 ATP dependientes y los receptores cíe suifoniltnreas están

funcionalmente unidos. Se ha demostrado la existencia de mutaciones en el gen del receptor
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dIc sulfonilurcas en niños con persistente hiperinsulinemia e hipoglucemia (136), El receptor

tic suifoniltnreas tendría, por tanto, un papel central en la regulación de la secreción de

insulina. Así mismo, pudiera ser que mutaciones en los neceptores de sulfonihureas en

tejidos diana cíe la insulina jugaran un papel importante en la insulinorresistencia de la

1) M NI 1).

Sc han encontrado sitios dic alta afinidad para sulfonilureas en el músculo esquelético

y en el músculo liso (132,133), Puede ser que la acción de la gliclacida sobre la captación

de glucosa por el músculo esquelético ocurra a través de los canales de K~ ATP

dlependlientes p~~~~”tes en el músculo liso (induciendo cambios en el flujo de perftisión en

los tejidos) o bien dLirectamente en los canales presentes en el músculo esquelético. Sin

embargo, el hecho dIc no haber observado ningún cambio en la presión del sistema durante

los estudlios dic perfusión con gliclacida o diazóxido sugieren un mecanismo directo a través

dIc los canales dic K1 ATP dependlientes díel músculo esquelético.

En pacientes con DMNID se ha observadio que las sulfonilureas aumentan la

utilización dic la glucosa estimuladía por insulina durante estudios de clarnp euglucé¡nico

(102,191,194). En adipocitos aislados se ha observado que las sulfonilureas aunnentan el

transporte de glucosa estimulado por insulina, la oxidación de la glucosa y la lipogénesis,

incrementando la transiocación del glucotransportadior GLUT4 a la membrana plasmática

y estimulando la síntesis de glucógeno (205-207).

En nuestro estudílo La gliclacida estimula el movimiento del GLUT4 desdle un

compantinnento intraceluian hasta la membrana plasmática. La pureza dIc las fracciones

enniquecidías con membranas plasmáticas o con microsomas de baja densidad se realizó

díetenminando las actividadíes enzimáticas específicas para cada fracción. En nuestro estudio,

la contaminación dic ambas fracciones obtenidas a partir de homogenados de músculo

esdIuclético fue similar a la encontrada por Bader y colaboradores en el músculo esquelético

(182).

Erente a un estímulo de gliclacida a la concentración de 300 gg/ml la fracción de

membranas plasmáticas contenía dos veces más GLUT4 que en situación basal Lo mismo

ocurrió frente a un estímulo con insulina a la concentración de l0~ M. Estos datos

concuerdan con los resultados obtenidos en la captación de glucosa por las extremidades
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inferiores de las ratas en presencia de gliclacida (300 ~¿g/ml),donde se alcanzaba un plateau

a dicha concentración, siendo la captación de glucosa por el músculo esquelético similar a

la obtenida COfl insulina 1W M. La captación de glucosa obtenida con insulina 1W M fue

similar a la obtenida con glichacida (300 gg/ml) junto con insulina (t0-~ M); cii estas

sitinaciones la cantidad de GLUT4 presente en la membrana plasmática era similar en los

musculos gastroenemius que hablan sido perftnndidos con insulina sóla a la concentración

dIc 10’ M, o conjuntamente con gliclacida (300 ~g/m1)e insulina (l0-~ M). El estudio de

Muller y colaboradores (208) ha referido un efecto estimulador de glimepiride (sulfonilurea

(le segunda generación) sobre el transporte de glucosa en adipocitos aislados de ratas en lo

que se indujo insulinon-nesistencia por incubación con altas concentraciones (le glucosa e

insulina. lista estimulación <leí transporte en presencia de la sulfonilurea estaba mediada por

la ransiocación de los glucotransportadores GLUT4 y GLUTí a la membrana plasmática

y por el incntmento en la actividad intrínseca del GLUT4, debido a una disminución de su
los lorilación.

El efecto aditivo de la gliclacida (300 gg/mi) y de la insulina (l0~ M) sobre la

captación muscular de glucosa, se puede relacionar con un aumento del námero de

tansportadiones en la membrana plasmática, puesto que en esta situación el número de

tnanspoitadlores presentes en la membrana plasmática es mayor que cuando en el medio de

perfusión se añadió gliclacida o bien insulina. No podemos saber si este efecto aditivo
ocurre a través dic (los vías intracelulares diferentes o bien a través del mismo. Parece que

las sulfonilureas estimulan el transporte a nivel post—receptor, con nuestros cIatos no

podemos díeducir si las sulfonilureas y la insulina, en algún momento, pueden tener una

camino intracelulan común.

Nuestros resultados apoyan un mecanismo hipotético de acción, en el qtne las

sullonilureas actuarían cíe forma similar (a través de canales de KF ATP dependientes) en

las células 6—pancreáticas estimInlando la secreción de insulina y en el músculo esquelético

estimulandio la utilización cíe la glucosa.
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2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GLICLACIDA EN RATAS CON

1)1ABETES POST-ESTREpTOZOTOCINA

Las suifonilureas constituyen los hipoglucemiantes orales más utilizados en el

tratamiento de la DMNID. Se ha referido que en pacientes tratados con sulfonilureas, con

el paso del tiempo persistían los niveles de glucemia más bajos, a pesar de que la secreción

dic insulina cia similar a la del comienzo del tratamiento; estos datos apoyan el hecho de

que, la acción hipoglucemiante de estas drogas a largo plazo radica fundamentalmente en

un mecanismo extrapancreático.

En nuestro estudiio las ratas diiabéticas post—STZ presentaron a lo largo del

tn-atamiento unos niveles giucémicos más bajos en las ratas tratadas con gliclacida que en

las que no recibieron tratamiento. Por otro lado, la glucosa en sangre fue inferior en las

ratas dliabéticas post-STZ tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina, o con insulina

sola que en las ratas tratadas sólo con gliclacida. Esta disminución de la glucosa en sangre

no puedle ser explicada por un efecto estimulador de la gliclacida sobre la secreción de

insulina, puesto que aunque las ratas dliabéticas post—STZ tenían niveles bajos de insulina

sérica, éstos no se modiificaron durante los 12 días de tratamiento. Otros estudios han

refenido que tías tratamientos con sulfonilureas, los niveles de insulina en sangre eran

similanes a los existentes antes del tratamiento, e incluso en algunos casos eran inferiores

(101,209,210). En nuestro caso, los cuatro grupos de ratas diabéticas tenían la misma

concentración de insulina en sangre, independientemente de si hablan sido tratadias o no, y

del tipo de tratamiento recibido. Los niveles de insulina en ayunas y post-prandiales eran

similares en las ratas diabéticas, por lo que la capacidad secretora de insulina en respuesta

a una ingesta de estas ratas está disminuida, Otro dato de la insulinopenia relativa de estas

ratas con diabetes post-STZ, es la inadecuada secreción de insulina en relación a la

hiperglucemia que presentan.

Por tanto, Ja disminución de la glucosa sérica en las ratas diabéticas tratadías con

gliclacidía con respecto a las ratas no tratadas, no pudie ser explicada por un aumento cíe la

insulina circulante. Estos resultados apoyan posibles efectos extrapancreáticos dic la

sulfonilurea -
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La disminución de la glucemia podría ser explicada por una mejor utilización de la

glucosa en el músculo esquelético De hecho, las ratas diabéticas post-STZ tratadas con

gliclacida tuvieron una captación basal de glucosa similar a la de las ratas normales, y

superior a la obtenida en las ratas diabéticas que no recibieron tratamiento. Además, las

ratas diabéticas post-STZ tratadas con ha sulfonilurea presentaron una captación de glucosa

estimuladía por concentraciones suprafisiológicas de insulina (10’ M) superion a la de las

ratas diiabéticas no tratadas, aunque inferior a la de las ratas normales. Sólo las ratas

diabéticas post-STZ tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina tuvieron una captación

de glucosa (tanto basal como estimulada por insulina) similar a la <le las ratas no diabéticas.

Algunos investigadores han referido una dhisminución en la utilización de la glucosa

por el múscinlo esquelético en ratas diabéticas post-STZ con respecto a ratas no diabéticas

(211) Otnos autores han observado que en preparaciones de intestino y páncreas de ratas

diabéticas perfundiidlas con gliclacida o insulina se produce un aumento de la utilización de

la glucosa. Además este efecto fue aumentado cuando ambas drogas estaban presentes en

el medio de pertinsión (212).

Como ya se ha visto en la introducción, la insulina inicia sus acciones biológicas a

través de su unión a la subunidad ~ del receptor, ello provoca una rápida autofosforihación

de la subunidad B, que a su vez, sirve para estimular la actividad tirosina quinasa del

receptor hacia sustratos intracelulares (32,33,37).

Se ha observado un incremento en el efecto de la insulina sobre la actividad

glucógeno sintetasa muscular en pacientes con DMNID tratados con gliclacida (148) Este

electo de la glielacida sobre la actividad glucógeno sintetasa tuvo lugar en ausencia de

cambios en la unión dic la insulina a neceptores parcialmente purificados o en la actividad

tirosina dluinasa de] receptor (148).

Estudios en adipocitos aislados han mostrado que las sulfonilureas incrementan el

transporte de glucosa estimulado por insulina, así cono la oxidación de la glucosa y la

lipogénesis, sin embargo estos efectos no se acompañan con un aumento de la unión de la

instnlina a los receptores aislados de adipocitos, sugiriendo que la acción predominante de

las sulfonilureas sobre la utilización de la glucosa en adipocitos ocurre en un nivel posterior

dc la unión de la insulina a su receptor (102,105).
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Bajo nuestras condiciones de ensayo, pudimos comprobar que los receptores de

insulina aislados de los músculos gastrocnennius de las ratas diabéticas post—STZ sin tratar

o tratadas con gliclacida siguen una cinética de unión semejante, adíemas no observamos

diferencias al analizar las características de esta unión, así ambos grupos de ratas

presentaban valores similares de unión específica y de afinidad. Estos hechos también

fueron observados cuando a los datos de unión de la insulina se les aplicó el análisis de

Scatchand (188). La representación que se suele obtener en los estudios de unión de insulina

mediante este análisis es curvilínea, indicando que la afinidad de la reacción no es uniforme

sobne el rango dic saturación, En nuestro estudio hemos obtenido representaciones de

Scatchard curvilíneas para la unión de la insulina a los receptores de músculo de ratas

diabéticas post—STZ sin tratar o tnatadas con gliclacida, presentando valores similares en

cuanto a la máxima capacidad de unión para los sitios de alta y baja afinidad.

En receptores de insulina parcialmente purificados de hígado de ratas normales

tnatadlas con glipicida o tolazamida, se ha visto que la unión de la insulina no se modificaba

1)0V el tratamiento con sulfonilureas (213).
Igualmente, en nuestno estudlio no encontramos diferencias en la máxima capacidad

de unión de la insulina, ni en la afinidad aparente de la insulina a los receptores cíe músculo

dic ratas dliabéticas post-S1’Z tratadias sólo con insulina o conjuntamente con gliclacida e

insulina. Por tanto, no encontramos diiferencias en la cinética de unión de la ‘251—insulina a

los receptores parcialmente purificados de músculo esquelético de los cuatro grupos de ratas

diabéticas post-S’FZ tratadas o sin tratar

Algunos trabajos han referido un aumento cíe la unión die la insulina al receptor en

adipocitos (214) y hepatocitos (215) de ratas diabéticas postSTZ. En el trabajo de Burant

y colaboradhores (216) hay un aumento del número de receptores de insulina en el músculo

esquelético cíe ratas dliabéticas post-STZ. El número dic receptores disminuyó cuando las

ratas diabéticas fueron tratadas con insulina.

En nuestro estudio no hemos observadio diferencias ni en la unión de ha insulina al

receptor, ni en el número de receptores en las ratas diabéticas sin tratar y en las tratadas

con insulina, si bien en el trabajo de Burant y colaboradores las diferencias en los niveles

glucémicos de ambos grupos de ratas eran mucho mayores (5 10±14vs 94±6),que las
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dlifcrencias en las glucemias entre nuestros dos grupos de ratas (359±9vs 194±10).

Además, el tratamiento insulínico recibido por las ratas en nuestro estudio y en el de Burant

fue dilferente.

Estas diferencias también se han encontrado en los estudios realizados en receptores

de insulina parcialmente purificados de músculo esquelético en humanos, así hay autores

que sugieren igual número de receptores y constante de afinidad para los pacientes con

I)MNID y para los pacientes diabéticos obesos con respecto a un grupo de sujetos no

diabéticos, tanto obesos como no obesos (217). Sin embargo, otros autores han observado

una disminución de la unión de la insulina en sujetos obesos no diabéticos y en sujetos

obesos con DMNID, respecto a un grupo de sujetos controles no obesos. En ambos esludios

la alinidad aparente de los sitios de unión para la insulina fue similar en los tres grupos

Una vez visto que las características dic unión de la insulina a sus receptores eran

similares en las natas diabéticas tratadas con gliclacida y en las no tratadas, estudiamos el

siguiente paso en el mecanismo de acción de la insulina.

Tras la unión de la insulina al receptor se produce un cambio conformacional de la

subunidiad cx y se activa la enzima tirosina quinasa presente en la subunidad fi del receptor

de insulina. La activación de dicha enzima produce la fosforilación en residuos tirosina de

la propia subunidad fi <leí receptor de insulina (autofosforilación); así como la fosforilación

de otros sustratos intracelulares, o de sustratos aportados al sistema de ensayo

Diversos investigadores han demostrado que en pacientes tratados con suifonilureas

en los que aumentaba el transporte de glucosa en adipocitos, no se observaban cambios en

la actividad tirosina quinasa del receptor (219). También se ha referido que en pacientes

tratados con gliclacida, hay un aumento en la utilización de la glucosa estimulada por

insulina en el músculo esquelético; este efecto potenciador de la acción de la insulina se

produce en ausencia de cambios en la actividad tirosina quinasa del receptor (148>.

Nosotros hemos díeterminado la actividad tirosina quinasa dIc los receptores de

insulina parcialmente punificadios de músculo esquelético midiendo la capacidíad cíe

autofosforilación de la subunidad fi, así como la capacidad de fosforilar un sustrato exógeno

(Poli Glu4:Tynl), tanto en ausencia como en presencia de una concentración máxima de

insulina (lO~ M).
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En las ratas diabéticas post-STZ tratadas o sin tratar, no observamos diferencias

significadvas en cuanto a la autofosforilación basal o estimulada con insulina 1W M.

Tampoco se encontraron diferencias en la fosforilación del sustrato Glu4:Tyrl en situación

basal o en presencia de insulina 1ff7 M, por los receptores de músculo esquelético de los

cuatro g¡tnpos de ratas diabéticas post-STZ estudiados.

En aclipocitos de ratas se ha visto que la clorpropamida (sulfonilurea de primera

generación) estimula el transporte de glucosa en ausencia de cambios en ¡a unión de la

insulina y en la actividad tirosina quinasa del receptor (220), por lo que los efectos de las

sinil’oniiurcas sobne el transponte de glucosa deben estar mediados a nivel post-receptor,

Los datos obtenidios en ratas diabéticas insulinopénicas después cíe la administración

de estneptozotocina con tespecto a la actividad tirosina quinasa en tejidos diana de la

insulina (hígado, músculo, adiposo) son contradictorios.

])e hecho, algunos tnabajos han n1ostrado una disminución de la autofosforilación de

receptores <le hígado de ratas diabéticas post-STZ con respecto a ratas no diabéticas (215).

El 1 natamíento insulinico restaunó parcialmente estas anormalidades.

En nuestros <latos obsenvamos que la autofosforilación de receptores cíe músculo en

¡‘atas diabéticas sin tratar fue similar al del grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina.

En el estudi jo dic Kadiowaki y colaboradores (215) las ratas diabéticas fueron tratadas con

8 unidadíes cíe insulina NPI-l, mientras que en nuestro estucho la dosis de insulina fue cíe 5

unidades, también las glucemias alcanzadas por las ratas cliabéticas sin tratar fineron más

altas en el estindio de Kadowaki. En nuestro estudio, hay que tener en cuenta que los

nunseulos gastnocnemius habían sidio perfundlidos durante una hora con insulina, no podemos

sabor si este hecho puede influir en la actividad tirosina quinasa.

Oros estindios han referidio una menor autofosforilación del receptor de insulina

parcialmente pinriñcado de miásculo esquelético de ratas diabéticas post-STZ en situación
basal, sin embargo la autofosforilación en presencia de insulina [besimilar en el grupo de

ratas no diabéticas y en el grupo de ratas control (216).

Otros autores han referido una disminución en la autofosforilación del receptor en

el músculo cíe ratas diabéticas sin tratar con respecto a ratas no diabéticas, sin embargo en

estas ratas diabéticas estaba aumentada la fosforilación de un sustrato de 170 Kda de peso
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molecular (IRS—1). El aumento de la fosforilación de este sustrato en las ratas diabéticas

poshSl/. estaría mediado más por el hipoinsulinismo que por la hipergiucemia (221). El

tratamiento con insulina revertió este efecto . En este estudio los niveles de insulina sérica

cran sul)criores en las ratas tratadas con insulina que en las no tratadas. En nuestro estudio

no existienon dlifenencias en la concentración de insulina sérica entre las ratas no tratadas

y las tratadias con insulina.

Otros estudios han sugerido diferencias en la actividad quinasa del receptor

diependliendlo díel sustrato empleado. De hecho en receptores de hígado de ratas no diabéticas

y dic ¡atas diabáticas post-STZ, la fosforilación exógena estaba disminuida en las ratas

dliabéticas post-STZ cuando se usó como fosfoacepton histona H2b, pero no se encontraron

dlilerencias significatnvas entre los dos grupos de ratas en la fosforilación del sustrato

exógeno Glu4:’l’yrl (222).

Otras investigaciones realizadas sugieren que los datos de fosforilación dispares

encontrados en los receptores parcialmente purificados de músculo de ratas diabáticas,

dependería además del tipo y de la concentración del sustrato para valorar la actividad

tirosina quinasa, dic la severidad del estado diabético, que provocaría un mayor o menor

daño metabólico (223), Estos resultados indican que la actividad tirosina quinasa del

receptor variará según ciertas condiciones, dependliendio del sustrato empleado (podría ser

un problema dIc la alinidíadí de los neceptores por los fosfoaceptores) y díel mayor o menor

grado cíe insulínopenia.

En pacientes con l)MNID, la disminución de los niveles de GLUT4 en adipocitos

parece sen la llave dIc la resistencia a la insulina en el tejido adiposo. Se ha observado una

disminución cíe los niveles proteicos del glucotransportador GLUT4 en adipocitos de

pacientes con DMNII) y de ratas diabáticas post-STZ (224,225). En ratas con diabetes post-

S’l’Z se ha visto que la disminución del GLUT4 en adipocitos es restaurada por tratamiento

insulínico (224). Sin embargo, los niveles de GLUT4 y el mRNA son normales en los

músculos vasto lateral y recto abdominal de sujetos con DMNID, mientras que muchos

grupos dIc investigadores han observado que el mRNA y los niveles proteicos de GLUT4

están dlisn-¡inuidos en el músculo esquelético de ratas con diabetes post—STZ (226,227), Por

tanto, la regulación diel transpon-tador GLUT4 de músculo en diabéticos humanos parece ser
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diferente tíue la observada en tatas d iabéticas post-estreptozotocina.

En ratas diabéticas post-STZ se ha estudiado la regulación del GLUT4 en diferentes

músculos, y se ha visto que el contenido del transportador disminuye en músculo cardíaco,

en soleo y en los múscinlos gastrocnemius. Sin embargo se han encontrado niveles normales

de GLUT4 en los músculos vasto lateral y recto abdominal (228). También se ha visto una

negulación heterogénea del GLUT4 (tanto en los niveles proteicos como en el mRNA) en

ratas diabéticas post-STZ específica de tejidos, según sea músculo cardíaco, músculo rojo

o músculo blanco (229).

En pacientes con DMNID sólo se ha podido analizar el contenido de GLUT4 en los

músculos vasto laten-al y recto abdominal, por lo que los datos anteriores apoyarían una

regulación del GLUT4 específica, relacionada con dliferencias existentes en los músculos

según la composición dic las fibras y/o la dliferente inervación o tonicidad.

Cuando analizamos el contenido total del glucotransportadhor GLUT4 en el músculo

esquelético dic ratas dijabéticas post-STZ y en un grupo de ratas no diabéticas (control),

observamos que los niveles proteicos de GLUT4 estaban disminuidos en el grupo de ratas

diabéticas sin tratar con respecto al grupo de ratas no diabéticas. Estos datos concuerdan

con los encontradlos por otros autores (226,227). Además, en nuestro estudio observamos

que las ratas diabéticas que recibieron tratamiento con insulina o conjuntamente con

gliclacida e insulina presentaban unos niveles proteicos totales del transportador GLUT4 en

los músculos gastrocnemius similares a los del grupo de ratas no diabéticas y superiores a

los dic las ratas diabéticas post-STZ que no recibieron tratamiento. Otros autores han

refeni<ho que la administración exógena <le insulina a ratas diabéticas post-STZ normaliza

los niveles de GLUT4 en adipocitos (224) y en el músculo esquelético (228), tal y corno

nosotros h1en~os encontradlo en nuestro estudio.

Las ¡atas diabéticas post-STZ que recibieron tratamiento sólo con gliclacicha

presentaron una concentración proteica del transportador GLUT4 superior a la de las ratas

dliabéticas que no recibieron tratamiento, y similar a los otros dos grupos de ratas diabéticas

tratadas y al grupo de ratas no diabéticas.

En el estudio de Vestergaard y colaboradores (230), no encuentran diferencias en

los niveles proteicos ni en el mRNA del GLUT4 en los pacientes con DMNID que
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necibienon tratamiento con gliciacida, con respecto a otros pacientes que no Ñeron tratados

con la sulfonilurea. Estos datos no pueden ser comparados coni los obtenidos en nuestro

estudio por varias razones: 1’>) Los modelos diabéticos son distintos, y ya hemos visto las

diferencias existentes en la regulación del giucotransportador GLUT4 en el músculo

esquelético, 2”) no hay un grupo control para poder ver si existen diferencias en el grupo

de pacientes diabéticos y el grupo de sujetos sanos, 3<’) el músculo que utilizan en el estudio

es el vasto lateral, donde se sabe que en pacientes diabéticos no hay cambios en la cantidad

total de GLUT4 con respecto a los sujetos sanos, ni siquiera se han observado cambios en

los niveles cíe GLUT4 en este músculo en ratas con diabetes post-STZ (228).

De esta manera, en nuestro estudio observamos por un lado, un aumento del GLUT4

en el músculo de las ratas diabéticas tratadas con gliciacida respecto a las no tratadasy por

otro, que los niveles diel GLUT4 de las ratas que recibieron tratamiento con la sulfonilurea

son similares a los del grtipo de ratas no diabéticas. Por tanto, el tratamiento con gliclacida

normalizó el contenido total del GLUT4 del músculo esquelético de las ratas diabéticas post-

517. En otro estudílo no se han observado diferencias en el contenido total del

glucotransportador entre ratas normales sin tratar y tratadas con glibenclamida (231).

El aumento de GLUT4 que hemos encontrado en las ratas díabéticas tratadas con

gliclacida respecto a las no tratadas, no puede aparentemente atribuirse a un aumento de los

niveles séricos de insulina, puesto que los dos grupos de ratas tenfan la misma

concentración dic insulina séricauna vez finalizado el tratamiento. No obstante, no se puede

excluir que tras la administración de gliclacida las ratas diabéticas presentaran una mayor

secreción de insulina, puesto que este posible efecto no se ha determinado.

Algtnnos autores han referidio que la hipergiucemia o los cambios en la homeostasis

de la glucosa regulan el contenido del GLUT4 en el músculo esquelético (227) y en

adiipocitos (232). La hiperglucemia podría ser un factor importante en el down regula/ion

díel mRNa y del contenido proteico de los transportadores.

Si analizamos nuestros resultados podemos considerar que la disminución de la

glucemia en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida respecto a las no tratadas, se prodiuce

probablemente por una mayor utilización de la glucosa en el músculo esquelético. El

aumento en la captación de la glucosa en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida, puede
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ser, producido por un aumento de la transiocación del GLUT4 en el múculo esquelético.

i)e hecho, en la primera parte de la discusión, hemos referido como la ghiclacida promueve

el movimiento del transportador GLIJT4 desde el interior celular a la membrana plasmática

Otros autores han referido una dismininción de la glucemia en pacientes tratados con

sulfonilureas por descenso de la producción hepática de glucosa.

La disminución de la glucemia, el aumento de la utilización de la glucosa y el efecto

de la gliclacida per se, son factores a tener en cuenta en la regulación del transportador

GLUT4 en las ratas diabéticas post-STZ que fueron tratadas con la sulfonilurea.

En el músculo esquelético se ha visto que el número de glucotransportadores GLUTI

presentes en la membrana plasmática es normal en la diabetes, pero se ha observado que

en ratas con diabetes post—STZ hay una disminución del GLUT4 presente en la nnembrana

plasmática con respecto a ratas no diabéticas (233). También se ha referido que en respuesta
a insulina hay menor cantidad cíe GLUT4 en la membrana plasmática, aunque la señal

intlinctona en respuesta a insulina panece estar intacta y se transloca el mismo número de

transl)oitadores díesdie los compartimentos intracelulares hacia la membrana plamática en

¡atas con dliabetes post—STZ que en ratas normales (233). La disminución del número de

transportadores presentes en la membrana plasmática podría ser debido, por tanto, a una

disminución del contenido total diel GLUT4, que se ha demostrado que existe en las ratas

dhiabéticas con respecto a las ratas normales (226,227)

La menor captación basal de glucosa por las extremidades inferiores de las ratas

dliabéticas no ti-atadas, encont adía en nuestro estudio, podría justificarse por un menor

número dic giucotransportadores presentes en la membrana plasmática. En las ratas

dliabéticas tratadías con gliclacida, la captación basal de glucosa era similar a la de las ratas

no cliabéticas, probablemente porque en ambos grupos de ratas existía la misma cantidad

dic GI.Á.JT4 en la membrana plasmácica, al tener el mismo contenido proteico de GLUT4.

La captación de glucosa estimulada por insulina l0~ M fue inferior en las ratas dliabeticas

no tratadas que en las ratas que recibieron tratamiento con gliciacida, causado de nuevo

posiblemente, por un menor número de trasnportadores presentes en la membrana

pi asmática -

La captación de glucosa estimulada por insulina (l0~ M) de las ratas diabéticas
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tratadas con gliclacida fue menor que la obtenida en las ratas normales, <lado que la

translocación del transportador GLUT4 en el músculo esquelético en respuesta a insulina

es similar en estados diabéticos que en estados normales (233), y ambos grupos de ratas

piesentaban el mismo contenido proteico total de GLUT4, la menor captación de glucosa

estimulada por insulina en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida podría deberse a una

ci isminución de la actividad intrínseca del transportador

La adición de gliclacida ah tratamiento insulínico, mejoró las glucemias en las ratas

diabéticas post-STZ, con respecto a las tratadas sólo con gliclacida. De hecho, en las ratas

diabéticas post—STZ mantenidias con ciclo de luz invertido, que recibieron tratamiento

combinadio con la gliclacida y la insulina se encontraban hipogiucemicas cuatro horas

después <le ta administración de la sulfonilurea, mientras que las ratas diabéticas tratadas

con insulina presentaban niveles de glucemia normales. A ambos grupos de ratas se les

administró misma dosis de insulina exógena (3 unidades), por lo que la adición de gliclacida

al tnatamiento insulinico pudiena necesitar un reajuste de la dosis dIC insulina para evitar una

bajada excesiva de los niveles de glucosa en sangre.

El tnatamiento combinadio con gliciacida e insulina normalizó la captación muscular

dic glucosa (tanto basal como estimulada por insulina). En las ratas diabéticas post—STZ que

fueron tratadas con insulina se normalizó la captación basal de glucosa (al igual que ocurría

en las ratas diabéticas tratadas sólo con gliclacida), por lo que la adición de gliclacida al

tratamiento insulínico puede mejorar la insulinorresistencia en el tejido muscular en las ratas

diahéticas postSTZ.
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CONCLUSIONES

Estudio del efecto agudo de la gliclacida en ratas normales:

1. La gliclacida tiene un efecto directo (independiente de insulina), inmediato y dosis-
dependliente sobre la captación de la glucosa por el músculo esquelético.

2. El efecto alcanzado con concentraciones altas de gliclacida es similar al producido con

concentraciones fisiológicas de insulina.

3. La gliclacida a concentraciones elevadas produce un efecto aditivo al de la insulina sobre

la captación muscular <le glucosa.

4. La acción estimuladora de la gliclacida sobre la utilización de la glucosa en el músculo

esquelético se produce a través de canales de K~ ATP dependientes.

5. La gliclacida estimula la translocación del glucotransportador GLUT4 díesde

compantímentos intn-aceltniares a la membrana plasmática

Estudio del tratamiento oral coní gliclacida (ltnrante 12 días en ratas con diabetes

post—STZ:

- El tratamiento con gliclacida redluce los niveles glucémicos

2. La gliclacida normaliza la captación basal de glucosa por el músculo esquelético y mejora

la captación <le glucosa indiucida por concentraciones suprafisiológicas de insulina.

3. La gliclacida no modifica la unión de la insulina a los receptores de insulina parcialmente

purificados de músculo esquelético ni tampoco la actividad tirosina quinasa de los mismos,

122



CON~LUS1ONES

4. La gliclacida normaliza el contenido del glucotransportador GLUT4 en el músculo

esdiuclético.

5. 1.: adlición de gliclacida al tratamiento insulínico mejora el control giucémico alcanzado

solo con tratamiento insulinico y normaliza la captación de glucosa estimulada por insulina

en cl nnúsctnlo esquelético.
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