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INTRODUCCION

INTRODUCCION

1. INSULINA

Al final del siglo XIX se pensaba en la posibilidad de que existiera relacién entre
alguna scerecion de los islotes pancredticos y la diabetes mellitus. Apoyaban csta teorfa los
cxperimentos de trasplantes, ya que cn 1889 Mering y Minkoski (1), observaron que los
perros pancreactomizados presentaban un cuadro clinico parecido a la diabetes, y en 1892
s¢ demostré que era posible reducir o climinar un estado diabético ocasionado por la
extirpacién del pancreas, transplantando un fragmento del mismo a una zona subcutdinea,
en 1a cual se dejaba después dc haber establecido conexiones vasculares. No se sabia la
importancia del pancreas y de la insulina en el metabolismo hidrocarbonado.

Iin los primeros aftos de este siglo, muchos investigadores se esforzaron en conseguir
algiin extracto del pfincreas que aliviara los sintomas de la diabetes mellitus. Estaban tan
convencidos de que los islotes segregaban alguna hormona, que en 1909 se le dio el nombre
de insulina (insula, ista), mucho antes de su verdadero descubrimiento.

En 1920 Banting y Best (2) prepararon ¢l extracto pancreditico tan largo tiempo
esperado, con lo cual se demostraba la existencia de una hormona de los islotes, para la que
s¢ adopté inmediatamente ¢l nombre de insulina. Finalmente, el 11 de enero de 1922 se
administraron con éxito extraclos pancredticos a pacientes diabéticos en el Hospital General
de Toronto,

La insulina es una importante hormona reguladora del metabolismo de carbohidratos,
lfpidos, aminodcidos ¢ iones en numerosas células diana. Debido a su importancia
fisiolégica ha sido una de las protefnas mds estudiadas. Asf, fue la primera en ser
secuenciada (3) y la primera cn ser sintetizada quimicamente (4). Ha sido Ia primera
proteina recombinante para su uso clfnico (5). '
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2. SECRECION DE INSULINA

La glucosa es ¢l repulador fisioldgico mds importanie de ta funcion de la célula beta
pancredtica (6). Aunque los mecanismos por los que la glucosa estimula la secrecion de
insulina son complejos y no del todo conocidos, hay un consenso general de que la
regulacién de ciertos sucesos ionicos por cambios en €l metabolismo de la célula B son
esenciales para estimutar la scerecidn de insulina.

La accleracion del metabolismo de 1a célula B que sigue a un incremento de la
concentracion de glucosa provoca cl cierre de los canales de K* ATP dependientes (7,8)
probablemente mediados por un aumento en la concentracion de ATP en los compartimentos
submembrana (9,10). El cierre de estos canales provoca clespolarizacion de la membrana
plasmética de la célula # (11), disminuyendo la permeabilidad de la membrana al K* (12)
y aumentando el flujo de calcio a través de los canales de Ca** dependientes de voligje (13),
incrementdndose la concentracion de calcio intracclular y desencadendndose la secrecion de
insulina (14).

Aunque en los aflos seienta hubo trabajos que sugerfan que ¢l aumento de calcio
intracelular era debido a una movilizacién de calcio desde los compartimentos intracelulares
(15), hoy csté aceptado que este aumento de calcio se produce por un aumento del fujo de
calcio desde el medio extracelular (16,17) al citosol; se ha observado que en ausencia de
calcio extracelular la secrecién de insulina estimulada por glucosa es inhibida (18). Se ha
demostrado que ¢l flujo de calcio se produce a través de canales de calclo dependientes de
voltaje de tipo 1. (19), ya que en presencia de verapamilo (bloquea los canales L de calcio)
la secrecion de insulina es inhibida al no aumentar 1a concentracién de calcio intracelular.

n 1992 Henquin y colaboradores sugirieron que olros canales iénicos (ademds de
los canales de K* ATP dependientes) contribufan a la regulacion de la actividad eléctrica
de 1a célula beta por glucosa (20).

Otros autores han referido que la glucosa estimula la secrecién de insulina de dos
maneras (21), una serfa a través de los canales de K* ATP dependientes, responsable de
la primera fase de secrecién de insulina, mientras que habrfa otro camino independiente de
los canales de K* ATP dependientes, aunque también necesitarfa un aumento del calcio

2



INTRODUCCION

intracclular para provocar ¢l acoplamiento de otro efector o efectores que desencadenarian
¢l proceso de exacitosis de granulos de insulina, responsable de la segunda fase de secrecion
de insulina.

Por otro lado los estudios de Dukes y colaboradores (22) sugieren que la produccion
de NADII procedente de 1a glucolisis €s un paso critico para que la glucosa estimule la
scerecion de insuling, ya que este NADH se utilizard en la mitocondria para producir ATP,
necesario para bloguear los canales de K* ATP dependientes.

En ¢l futiro més investigaciones nos ayudardn a conocer el mecanismo o
mecanismos a partir del cual/es 1a glucosa y olros secretagogos promueven la secrecién de
insulina,

3. RECEPTOR DE INSULINA
3.1, ESTRUCTURA DEL RECEPTOR

El primer paso en la accién de la insulina a nivel celular es la unién de la hormona
a su receptor de membrana (23,24).

il receptor de insulina es una glicoprotefna heterotetramérica integrada en la
membrana plasmética de la célula y estd constitulda por dos subunidades o (con un Pm de
135 Kda) y dos subunidades B (con un Pm de 95 Kda) unicdas entre sf por enlaces covalentes
de tipo disulfuro (23), dando lugar a una estruciura o}, (26-28).

Cada subunidad del receptor estd especializada en una funcion determinada. Asf la
subunidad o es la encargada de unir insulina con alta afinidad, y la subunidad 8 se encarga
de la transduccion de la sefial,

La subunidad o es una protefna extracelular (Figura 1) constitufda por un dominio
amino-terminal encargado del reconocimiento de la insulina, un dominio rico en cistefnas,
un dominio implicado en las uniones disulfuro entre ambas subunidades o, y un Gltimo
dominio implicado en las uniones disuliuro entre las subunidades a8,

La subunidad 8 es una proteina transmembrana que contiene un dominio extracelular

3
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de 193 aa, un dominio transmembrana de 23 aa, y un dominio intracelular de 402 aa. Ll
dominio extracelular glicosilado contiene residuos de cisteina implicados en la unidn entre
las cadenas o y B. LIl dominio transmembrana ¢s un segimento «-helicoidal que une ¢l
dominio extracelular ¢ intracclular de la subunidad # y tienc un papel critico en la
transduccion de  la sefal, La regién intracelular de la subunidad f§ se divide
fundamentalimente en los cuatro dominios siguienies: ¢l dominio yuxtamembrana que
contiene secuencias necesarias para la interaccién con sustratos intracclulares y para la
fosforilacién de los mismos, asf como para el internamiento del receptor de insulina (29-
31); un dominio catalitico con la regidn de unién del ATP; un dominio rico en tirosinas que
se autofosforitan y estdn implicadas en la regulacién de la actividad quinasa (32); y un
dominio carboxilo terminal que conticne dos lirosinas adicionales de autofosforilacién, asf
como algunas serinas y treoninas que se fosforilan (33).

Otra de las funciones de la subunidad o es suprimir la actividad quinasa presente en
la subunidad 8. De este modo, si la subunidad e« es destrufda o modificada por proteolisis
(34) o por mutagénesis in virro (35,36, la actividad tirosina quinasa de la subunidad £ cs

activada.

Domitie e wnign
de insulint

%\l../m l'"\_/"" / Dominio e unicgn

Subunitad o enired siubunidades

[ 7 . § 5//// Z | § a %/:f:|fr¢[ii‘l:l:a:ff?f::f’!tr.lu?:‘iﬁﬂ
A;/Am////%;.}%/d?ﬁ ﬁamm

Yieckamerbrana

Insuling O

tye 110 - R

Dominfo de

Subunidad [ORTIT unidn del ATP
Pantinio
Tyl 148, 1130, L3 ' Repulador
Dominio

Catrbaxi-termina!

II
41310 i
Tret3i4, 1313
L Thva1 336

Fipura {. Esquema de la estructura del veceptor de insulina en Ia membrana plasmitica, La

numeracion empleada en fa figura corresponde a Ja secuencia sin el exdén 11 (HIR-A).
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1.2, GEN DEL. RECEPTOR

El gen del receptor de insulina se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 19 (37). Liste gen cstd formado por unas 150 Kb y consta dc 22 exones
separados por 21 intrones (38,39). Los 11 primcros exones ocupan unas 90 Kb y codifican
la subunidad «, y los exones 12 al 22 ocupan unas 30 Kb y codifican 1a subunidad 8. El
gen del receptor de insulina, mediante procesamiento alternativo del exén 11, da origen a
dos isoformas que difieren en la longitud de la subunidad «. El receptor que contiene ¢l
exén 11 (HIR-B 6 EXI1+) tiene 12 aa més en ¢l extremo carboxilo terminal de la
subunidad ¢, tras la arginina de la posicién 723, comparada con la otra isoforma (HIR-A
¢ EX11-). Estas isoformas s¢ expresan en distinta proporcion, en los diferentes tejidos (40)
y especies (41) y muestran algunas propiedades bioquimicas y funciones (isiolégicas
similares y distintas entre sf (42-44),

4, MECANISMO MOLYXCULAR DE ACCION DE LA INSULINA
Sc puede pensar que a nivel celular la accién de ta insulina transcurre a tres niveles.

4.t. PRIMER NIVEL DE ACCION DE LA INSULINA

Liste primer nivel lo compondrian todos los procesos relacionados con la actividad
tirosina quinasa del receptor, los sustratos del receptor de insulina y las moléculas que
interaccionan con eslos sustratos.

Aunque los camblos moleculares exactos que conducen a la activacién del receplor
de insulina después de la unién de la insulina son inciertos, muchos datos sugieren que el
receptor de insulina s¢ comporta como una cldsica enzima alostérica pasando por cambios
conformacionales y modificaciones por fosforilacién.

Cuando la insulina se une a la subunidad o del receptor, se produce un cambio
conformacional y se estimula la actividad tirosina quinasa del receptor de insulina (45,46).
Esto permite la transferencia de grupos fosfatos desde el ATP a multiples residuos tirosina

5
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del propio receptor, asi como la fostorilacion de proteinas sustrato intracelulares (47,48).
L.os datos indican que el reeeptor tiene, al menos, seis residuos tirosina suseeptibles de ser
fosforilados: un residuo tirosina en posicion 960, un grupo de residuos tirosina que ocupan
las posiciones 1146, 1150y 1152, v las tirosinas en las posiciones 1316 y 1322 del dominio
COOU-terminal (49,50). Ll receptor de insulina tienc ademds residuos tirosina y treonina
que cuando se tosforilan, pueden disminuir o inhibir la actividad quinasa del receptor (31},

Uno de los principales sustratos cnddgenos de la actividad tirosina quinasa del
receptor es ¢l IRS-1 o ambién llamado ppl85 (52,53). Ll IRS-1 es una proteina
citoplasmica de 131 Kda que es fosforilado sobre multiples residuos tirosina (54); se expresa

en muchos (ejidos y estd muy conservado en las diferentes especies.

4.2, SEGUNDQO NIVEL DE ACCION DIE LA INSULINA

Iiste nivel comprenderfa una cascada de reacciones de fostorilacion y detosforilacion
en residuos serina centradas en una enzima lamada MAP quinasa (proteina mitégeno-
activadora).

Lista famitia de enzimas MAP quinasa (55,56) parcce ser la picza central de la accion
de la insulina cn este segundo nivel por sus efectos sobre otras enzimas y protefnas, se cree
que conduce a la aclivacion de enzimas como S6 quinasa, las cuales, activan a foslatasas
que defosforilan y activan enzimas como la glucdgeno sintetasa (57). Esta cascada ademas
lleva a la repulacion de quinasas que permiten la foslorilacion de proteinas nucleares
(58,59), permitiendo cambios en la expresion de otras enzimas dependientes de insulina a

nivel transcripeional (60).

4.3, TERCER NIVEL DI ACCION DE LA INSULINA

Iin el tercer nivel incluirfamos a los efectores biotGgicos finales de la cascada de
insulina; aqui se incluirfan las moléeulas transportadoras de glucosa, las enzimas implicadas
en la sfotesis de glucogeno y de lipidos, y las protefnas implicadas en la accién de la

insuling a nivel de expresion genética y crecimiento celular,
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5, TRANSPORTE DE GLUCOSA

E) transporte de 1a glucosa a traves de la membrana celular reviste mas complejidad
de 1o que podria sospecharse. Debido a la contiguracion de la membrana plasmatica (doble
capa lipidica que repele el apua y las moléculas que, como la glucosa se disuelven cn ella),
las células no pueden absorber glucosa por difusion simple. La glucosa es transportada al
interior de las células por difusion facilitada gracias a una protefna especifica (de
aproximadamente 55 Kda) que se halla anclada en la membrana plasmatica.

Los transportadores de glucosa forman una familia con un estrecho parecido en su
estructura y funcion, aunque scan producto de distintos genes y se expresen en difergnics
tejidos (61). Hasta ahora s¢ han identificado siete glucotransportadores, cinco de ellos han
sido ampliamente estudiados, conociéndose su distribucion tisular y su secuencia de
aminodcidos (Tabla I); cada uno consta de una cadena polipeptidica de unos 500

aminodcidos.

TABLA L Transpoctadores de glucosa humanos.

ISOFORNA AMINOACIDOS LOCALIZACION EXPRESION EN
CROMOSOMICA TEIDOS Y CELULAS
GLUTI 492 Ip3§ meee 313 Placenta, cerebro, adiposo,
muiseulo, fibroblasios
GLUT2 524 3g26,1 ———- 26,3 Higado, célubas i,

CEGN ¢ Dtesting (membrana
hasolateral)

GLLTY 496 I2p13.3 Cerelro, higado, corazon,
nervios y células nerviosas

GLUTY 509 17p 13 Musculo esquelético, adiposo
y corazin

GLUTS 501 P32 e 22 Intestino (membrana apical)
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ST ESTRUCTURA DEL TRANSPORTADOR

Bl primer transportador de glucosa (GLUTD) fue aislado en 1977 (62), a partir de
eritrocitos humanes, Esta proteina consiste en una cadena de 492 aminodcidos (63),
orpanizada en 25 segimentos (Figura 2). Trece de ellos extensamente hidrofilicos, muestran
inclinacion por los medios acuosos del interior y del exterior celular; estos segmentos se
alternan con otros doce fundamentalmente hidrotébicos, que prefieren el medio lipidico de
la membrana. Existen dos grandes bucles entre las hélices 'y 2, y entre las hélices 6y 7.
Este dltimo bucle divide la estructura en el dominio N-terminal y el dominio C-terminal,

Lin los segmento transmembrana 3, 5, 7, 8 y 11, los grupos serdn hidrofilicos a un
lado ¢ hidrofébicos en ¢l otro. Listos cinco segmentos podrlan formar un poro cuya

superficie interna podria enlazarse con la glucosa,
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Figura 2. Estructura propuesta para los 492 aminoscidos del transportador. Una cadens
plegada atraviesa la membrana lipidica en doce segmentos. Los aminodeidos que tienen grupos

curgados aparecen con los signos (++) o (=),
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5.2 TRANSLOCACION DEL TRANSPORTADOR GLUT4

La isoforma GLUT4 solo sc expresa en células que se caracterizan por tener
transporte de glucosa estimulado por insulina. La insulina promueve el transporte de glucosa
en estas células por desencadenar el movitmicento del GLUT4 desde un compartimento
intracelular a la superficie celular (64,65). Lucgo, cuando disminuyen los niveles de glucosa
en sangre y con ello Ja seerecion de insuling, se invierte ¢ proceso y el GLUT4 se sinia
nuevamente en ¢l interior,

L trangportador GLUT se localiza fundamentalmente en microdominios tubulares
en los endosomas proximos al aparato de Golgi o en vesfculas separadas en el citoplasma,
frecuentemente cerca de la superficie celular, Aunque también se ha demostrado la
existencia de vesfeulas intracelulares para GLUT1 en diferentes células sensibles a insulina,
la proporcién total de GLUTI que estd en la superficie celular en ausencia de insulina es
mucho mayor que para la isoforma GLUTY. De hecho la insulina incrementa 10s niveles de
GLUT4 en la superficie celular aproximadamente 30 veces en células musculares y
adiposas, mientras que GLUT! los aumenta sélo de 3 a 5 veces en células adiposas, Existen
cvidencias de que ambas isoformas se localizan en diferentes vesfculas en células adiposas
(66} y musculares (67).

Parcce 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,

Iixisten dos teorfas para explicar la translocacién del transportador GLUT4
promovida por insulina: el modelo de exocitosis regulada y el modelo de reciclaje regulado
(Iigura ).

Actualmente hay un modelo consenso (que agrupa los dos modelos anteriores) segiin
cl cual la retencidn del GLUT4 (en ausencia de insulina) dentro de microdominios tubulares
del endosoma y del retfculo de Golgi, o de vesiculas separadas, estaria mediado por un
suceso espeellico, incluyendo una interaccién directa entre el GLUT4 y una protelna
seleccionada, que producirfa la retirada del transportador de la via de reciclaje (68).



A) Modelo de exocitosis regulada

Células no estimaladas

B) Modelo de reciclaje regulado
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Figura 3
transportndor GLUT4 hacia Ia membrana plasmdtica en células no estimulndas y
estimuladas por insulina. En ambos modelos el GLUT4 estd retenido en el interior de la célula
por una eficiente internalizacion (1) desde la membrana plasmética (MP) a través de vesfculas
recublertas de clatring y por una eficiente retencidn intracelular después de seleccionar el
endosoma (19, De este modo, In proporcion de GLUT4 que se internaliza ¢s, bajo estas
condiciones de ensayo, pequeta comparada con otras protefnas que reciclan, La mayor diferencia
entre los dos madelos, es gue en ¢l madelo de exocitosis reguluda ¢l GLUT4 estd seleccionado
dentro de una dnica poblacion de vesfeulas distintas de las de otras protefnas que también
recicln, La Insuling tiene que estimular la exocitosis de las vesfculas que contienen otras
protefinas que se reciclan (1) y de las vesfeulas donde sélo se ubica ¢l GLUT4 (1IT). En el modelo
de reciclaje regulado et compartimento que se recicla contiene microdominios, en los cuales, la
proporeion de GLUT4 reciclado con respecto a otras protefnas que reciclan, varlacd
considerablemente. Tistos microdominios representarfan simplemente diferentes afinidades de
varias proteinas por una protelna seleccionada contenida en el endosoma que recicla.
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6. CONCEPTO Y CLASIFICACION DE DIABETES MELLITUS

Ln el siglo 1, Arcato de Capadocio (69) introdujo el término de diabetes mellitus
para deseribir un desorden clinico caracterizado por polidipsia, polifagia y poliuria, que a
lo largo de los meses provocaria la muerte del paciente,

In 1939 Himsworth (70) vio que existian dos tipos de pacientes diabéticos, unos que
respondian bien a la insulina, y otros que no respondian correctamente a la insulina,
clasificando la diabetes en dos grupos segin la sensibilidad a esta hormona, postulindose
la posibilidad de que no todos los diabéticos wvieran una disminuciéon en los niveles
insulinicos, sino que su alieracién primaria fuera debida a una pobre utilizacién de la
insulina por los tejidos periféricos,

Actualmente s dificil dar una definicién clara de diabetes. La mayoria de los autores
aceptan que la diabetes es un sfndrome caracterizado por trastornos det metabolismo
hidrocarbonado, lipidico y proteico, debido a la falta parcial o total de insulina, 0 a una
alteracion de Ja accion bioldgica de la insulina.

tn 1979 por iniciativa de la National Data Diabetes Group (71), debido a la gran
confusion existente en la designacion de las distintas formas de diabetes, se sentaron las
bases para la clasiticacion actual de diabetes mellitus, Podemos distinguir tres clases de
diabetes melliws:

* Diabetes mellits insulino-dependiente (DMID), Tipo |

* Diabetes mellitus no insulino-tdependiente (DMNID), Tipo 11

* Diabetes asociada a ciertos sindromes y condiciones, tales como enfermedad pancredtica,
drogas o productos quimicos tdxicos, anormalidades del receptor de insulina o sindromes

genélicos.

7. ANTIDIABETICOS ORALES

Actualmente se considera como tratamiento de eleccién para la diabetes mellitus tipo

11 el seguimiento de una dieta y cjercicio adecuado, no obstante, en los ¢asos en que cstas

[1



LR A A AR (T e IN'I!R()I)UCCI{)N

medidas no scan suficientes por si solas se establece la adicion de antidiabéticos orales o
insuling.

Comprenden tos antidiabéticos orales aquellas drogas que se cmplean por via oral
en el tratamiento de la diabetes mellitus de determinados pacicntes, cuyos principales

representantes son las sulfonilureas y biguanidas.

8, SULFONILURIIAS

Durante 1a 2* Guerra Mundial (1942), ¢l doctor rancés Marcel Janbon observé que
numerosos pacientes con licbres tifoideas tratados con una nueva sulfonamida (2254RP),
desarrollaron en muchos casos {recuentes episedios de hipoglucemia (72),

Prespuds de ta puerra se tevaron a cabo diversas investigaciones y en 1946 Augusto
Loubatitres sugirio que las sulfonamidas disminufan ta glucosa en sangre estimulando la
secrecion de insuling del pancreas (73).

o 1955 aparecicron en el mercado dos antidiabéticos orales, carbutamida (BZ55)
y (olbutamida (DE6M). La tolbutamida fue la primera sulfonilurea que no tenfa ninguna
accion antibacteriana,

Hoy en dfa, las sulfonilurcas constituyen la familia de hipoglucemiantes orales mas

ampliamente utilizados en el tratamiento de la diabetes meltitus no insulinodependiente (74).

8.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Son arilsulfonilurcas (Migura 4), derivan de un nicleo comtin (benceno-sutfonil-urea),
por sustitucion de fos grupos beneeno (R) y urea (R,).

Se dividen en sulfonilureas de primera y de segunda generacion, siendo estas tltimas
las de mds reciente aparicion y superior potencia farmacolégica, dando a la molécula
original mayor potencia hipoglucemiante (75) al poseer en su estructura sustituyentes mds

lipofilicos.
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Figura 4. Estructura qufinica de las sulfonilurens. Principales sulfonilureas de primera y

segunda generacion.

8.2 FARMACOCINETICA

Listos medicamentos s¢ absorben por via intestinal, algunos de forma répida como
1a glipizida, ligAndose posteriormente a protefnas plasindticas, fundamentalmente a la
albdmina (en porcentajcs oscilanies del 88% al 99%). Por su unién a protefnas, algunas
drogas pucden ¢jercer un papel competitivo con las sulfonilureas, potenciando su actividad
hipoglucemiante, al originar una mayor cantidad de fraccién libre de las mismas. Este
fenémeno es menos manifiesto con las sulfonilureas de segunda generacién, cuya unién a
protemas se realiza por fuerzas de cdracter no iénico, a diferencia de las sulfonilureas de
primera generacién, en que intervienen fuerzas iénicas (76).

Las caracterfsticas farmacocinéticas principales de las sulfonilureas de primera y
segunda generaci6n se reflejan en fa tabla 2.

13



INTRODUCCION

TABLA 11 Farmacocinética de las principales sulfonilureas,

Vida NMetabolizacion Excrecion Tiempo
medin cfecio
Hepitica tearboxilacion)
TOLBUTAMIDA 7h Metabolitos inactivos Renal (100%) 6-12 h
Hepitica
(hidroxilacidn y vupuara
CLORPROPAMIDA 2448 I cadena lateral) Renal 60 h
Metabolitos activos ¢ (6-609%)
inactivos
Hepdtica
TOLAZAMIDA 7h Metaboditos activos Renal (95 %) 12-14 h

débiles o inactivos

Hepdtica (hidroxilacion)

Metabolitos actives ¢ Renal (00%) 12-18 h
ACETOHENAMIDA d-11h inactivos
Hepdtica Renal (50%)
GLIBENCLAMIDA 10-16 h Metabolitos inactivos Biliar eseasa > 2 N
Hepdtica
GLIPIZIDA 37 h Metabolitos inactivos Renal (08%) > M
Hepédica Renal
GLICLACIDA 12 h Metabolitos inactivos (60-70%) > Ul
et

TOLBUTAMIDA

Disponible desde 1956, Su principal caracteristica es su corla vida media y su
transformacion hepatica en metabolitos inactivos que se secretan por el rifion. Esto hace que
sea menas potente pero mas segura que ofras sulfonilureas. Puede ser Gtil en pacientes con

un leve dafio renal,

CLORPROPAMIDA
Introducida en 1957, con mayor efccto hipoglucemianle que tolbutamida, con una

vida media larga y una duracién del efecto hipoglucémico de dfas. Se absorbe lentamente

y al ser mds hidrofila se tiga menos a la albtimina.

14
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La clorpropamida ticne accion antidiurética, asi la retencion de agua y la

hiponatremia son complicaciones derivadas de su uso.

TOLAZAMIDA

Disponible desde ef ano 1966, Con una vida media corta, cs metabolizada por el
higade a numerosos metabolitos con poca actividad hipoglucémica, Puede usarse en
pacicntes con lesiones en la funcidn renal. Posee una actividad diurética similar a la

acetohexamida, pero no comparte la actividad uricostrica.

ACETORENAMIDA

Mis potente que tolbutamida, se introdujo en 1963. Es metabolizada por el higado
a L-hidroxihexamida, que es un hipoglucemiante dos veces mas potente que la propia
acctohexamida, 1iste metabolito es excretado en ta orina, por lo que esta sulfonilurea estd
contraindicada en pacientes con enlermedad renal,

La acctohexamida aumenta la excrecion de agua y €8 un potente agente uricostrico,

GLIBENCLAMIDA

En Estados Unidos denominado gliburide, usada en Europa desde 1969, Es 50 6 100
veces mds potente que las sulfonilureas de primera generacion, Aunque la vida media es
corty, la duracion de su efecto es aproximadamente de 24 horas. Se une a ia alblimina y se
metaboliza con ligera actividad hipoglucemiante que se elimina fundamentalmente por ¢l
rifon y via biliar.

Esta sulfonilurea tiene un electo mas agudo y prolongado sobre las células beta del
pdncreas que el resto, siendo la mayor causa adversa de su uso la incidencia de severas

hipoglucemias.

GLIPLICIDA
Introducida en 1973, con una potencia comparable a glibenclamida. Con un tiempo
de accion de 18 a 24 horas. bs la que mds rdpidamente se absorbe, metabolizdndose

otalmente a metabolitos inactivos que s¢ eliminan fundamentalmente por via renal,
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GLICLACIDA

Yisponible desde 1971, con una potencia hipoglucémica intermedia  entre
glibenclamida y fas sulfonilureas de primera generacion. Se absorbe rapidamente, se liga
a la albimina y se metaboliza completamente a metabolitos inactivos que se eliminan
fundamentalmente por los rifiones aunque parcialmente por la bilis.

L mayor interés de esta droga respecto al resto es su actividad antiagregante
plaquetaria (previene o retarda la retinopatia diabética y otras complicaciones vasculares de

la diabeles mellitus).

9. MECANISMO DI ACCION DE LAS SULFONILUREAS

9.1 ACCIONES PANCREATICAS

Listudios i wivo e in vitro han demostrado que las sulfonilureas estimulan la
secreeion de insulina (77,78). Las sulfonilureas estimulan la tiberacion de insulina i vitro
en ausencia de otros secretagogos.

No hay evidencias de que ninguna de las sulfonilureas difieran en su modo de accién
(79,80), ni de que incrementen la stntesis de insulina por la célula 6 pancredtica (81).

Ll principal mecanismo a través del cual las sulfonilureas desencadenan la secrecién
de insulina (Figura 5) se inicia por su unién a receptores en la superficie de las eélulas 8
pancredticas (82). Hsto permite ¢l cierre de los canales de K* ATP dependientes (83,84),
hay una disminucion del flujo de K* (85) provocando la despolarizacion de la membrana
Plasmdtica y la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje, aumentando el
flujo de Ca** hacia el interior celular (86). El incremento de la concentracion de calcio
intracelular activa el sistema de microtibulos y microfilamentos que moviliza los granulos
de seerecion hacia los lugares de exocitosis de la membrana celular.

Aungue este mecanismo representa, indudablemente, el mayor camino para que las
sulfonilureas estimulen la secrecion de insulina, existen todavia hechos sin aclarar, Por

ciemplo, las sulfonilureas modifican el pH intracelular, ademds se ha visto que las
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sulfonilurcas aumentan el contenido de sodio de los islotes, lo que provocaria un aumento
del Nlujo de caleio hacia el interior celular y contribuirla a la secrecion de insulina (87); por
otro lado, continuan estimulando la seerecion de insulina a altas concentraciones de glucosa

cuando la inhibicién de la actividad del canal de K* ¢s casi completa (88).

Sulfonilureas - 2
Potencial de ca

membeann

Glucosa
—
~TT
Amino-

deidos & / /

Instling

Figura 5. Mecanismos propuestos para la acclén de las sulfonilureas sobre la secrecién de
insulina. Las sulfonilureas al ipual que la glucosa y otros seeretagogos inhiben los canales de K*

ATP dependientes, el cierre de estos canales provoea fa seerecidn de insulina,

Se ha referido que las sulfonilureas pueden inhibir la liberacién de glucagén in vitro
(89-91). Ln pacientes con diabetes mellits tipo I se ha observado una reduccidn de los
niveles de glucagén después de tratamientos crénicos con sulfonilureas (92,93). Sin
embargo, en otros estudios este efecto ha sido cuestionado (94,95). La accién de las
sulfonilureas sobre la secrecién de glucagdn podrfa ser causado por el mejor funcionamiento

de la célula B pancredtica.
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9.2 ACCIONES EXTRAPANCRLEATICAS

l.as acciones extrapancredticas de las sultonilureas, han sido durante mas de 30 afios,
y. hoy en dia siguen siendo motivo de controversia.,

Aunque las sulfonilureas no reducen la glucemia en animales cuyas células 8-
pancredticas han sido destruidas o en animales pancreactomizados (96,97), ni tampoco en
pacientes con diabetes mellits tipo 1 (98,99), hay evidencias de que estas drogas reducen
1a hiperglucemia en pacientes con DMNID por otros mecanismos diferentes al anmento de
la secrecion insulinica. Lin pacientes tratados con sulfonilureas se ha observado como con
cl paso del tiempo persistia e efecto hipoglucemiante de las mismas, a 1la vez que la
liberacion pancredtica de insulina descendfa a los valores previos al tratamiento (100,101).
Estos datos abogan por cf hecho, de que la accién hipoglucemiante de estas drogas a largo
plazo, radica fundamentalmente en un mecanismo extrapancrefitico (102-103).

Parcce, no obstante, que por lo que a la accién hipoglucemiante se refiere, se
admiten en la actualidad dos mecanismos fundamentales a nivel extrapancredtico:

1) Potencincion de ln accidn periférica insulinica, favoreciendo Ia utilizacién de glucosa
cn nisculo y tejido adiposo,

i tratamiento con sulfonilurcas se asocia con un aumento de la sensibilidad a la
insulina por parte de los tejidos peritéricos (104,105). Diversos estudios han demostrado
que las sulfonilureas aumentan la utilizacién de la glucosa mediada por insulina en el
masculo esquelético (106) y en céluias musculares cultivadas (107,108). Ademds, se han
referido diversos efectos direclos de estas drogas sobre la captacién de glucosa por el
misculo esquelético (109,110),

Por otro lado, se ha visto que las sulfonilureas en presencia de insulina potencian el
transporte de hexosas en adipocitos (111). En Hneas celulares adiposas como 3T3-LI, se
ha referido un aumento de la captacion de glucosa en presencia sélo de sulfonilureas (112)
o un aumento del transporte de glucosa estimulado por insulina (113).

18



- - INTRODUCCION

2) Reduccion de la liberacién hepitica de glucosa.

Algunos estudios han demostrado una disminucion de 1a produccion hiepdtica de
glucosa en pacientes con DMNIDY después del tratamiento crénico con sulfonilureas (114),
reduciendo de ese mode los niveles de glucemia en ayunas.

Se ha observado que las sulfonilureas inhiben la liberacion de glucosa hepdtica por
inhibicion de la gluconeogénesis y aceleracion de la glucogenolisis en el higado perfundido
de ratas (115, 116). Asi, parte de este efecto estarla mediado por un aumento en el contenido
hepatocitario de fructosa 2,6 ditosfato (117, H8) y por inhibicion de la oxidacién de dcidos

grasos de cadena larga (119).

9.3 RECEPTOR DE SULFONILUREAS

Como hemos visto las sulfonitureas inhiven los canales de K* ATP-dependientes al
unirse a receplores de alta afinidad presentes en la membrana plasmética de la célula B-
pancredtica. La capacidad de unién de las diferentes sulfonilureas a estos receplores refleja
su habilidad para estimular la secrecion de insulina (120, 121).

Estudios de unién y experimentos de patch clamp sugieren que los canales de K*
ATP-dependicntes estan controlados por cuatro sitios separados: un sitio de unién para ATP
(y nucledtidos retacionados), un segundo sitio de unién para complejos MgADP, un tercero
para sulfonilurcas y otro para diazéxido. El A'TP y otros nucledticos relacionados, asf como
las sulfonilurcas provocan ¢l cierre de los canales de K* ATP dependientes, mientras que
los compuestos de MgADI, alpunos nucleoxidos, el diazéxido y otros farmacos provocan
la apertura de estos canales (122-124). Los canales de K* ATP-dependientes estin
modulados por protefnas Gy proteinas quinasas (125). Los canales de K* ATP-
dependientes y los receptores de sulfonilureas parecen estar funcionalmente unidos, aunque
no estd claro si constituyen una sola entidad o si el receptor de sulfonilureas es una protelna
distinta que modula la actividad de! canal (83,126).

tHan sido identificados y caracterizados receptores de alta afinidad para sulfonilureas
en cClulas seeretoras de insulina (HIT, RINmSE) y en membranas de islotes pancredticos

(127,128). Ln células HIT, mediante ¢l andlisis de Scatchard se ha demostrado la existencia
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de dos sitios de union para sulfonilureas, un sitio de alta afinidad y una segunda poblacién
de sitios de baja alinidad.

LiF receptor de sulfonilureas ha sido purificado a través de andlogos (derivados) de
sulfonilureas que se unen covalentemente a la protefna, y ha sido parcialmente secuenciado
utilizando librerias complementarias de DNA (129).

El receptor de sulfonilurcas forma parte de la familia de proteinas que unen ATE,
y es una protefna de membrana con un Pm de 140-170 Kda (129), ademds se han deteclado
protefnas de 65 y 43 Kda (130). Andlisis de Northern blot de poli-A mRNA aislado de
clulas seeretoras de insuling, que expresan receptores de sullonilureas y canales de K*
A'TP-dependientes, han mosirado que tienen un transcripto de aproximadamente 5000
nucledtidos (129).

También se han encontrado sitios de alta afinidad para sulfonilureas en nsculo
cardiaco, misculo liso, misculo esquelético y adenohipéfisis (131-133), similares a los de
las células seeretoras de insulina, En el cerebro se ha identificado un péptido de 38 Kda que
une sulfonilurcas con alta afinidad y parece estar acoplado a una proteina de 160-170 Kda
(134). En las células o pancredticas se han identificado dos receptores de alta afinidad con
un Pmode 140 y 150 Kda (135), lo que apoyarfa una accién directa de las sulfonilureas
sobre estas células, incluyendo la regulacién de la secrecion de glucagén,

Se ha demostrado la existencia de mutaciones en ¢l gen del receptor de sulfonilureas
en familias con persistente hiperinsulinemia e hipoglucemias en nifios (136).

Ll receptor de sulfonilureas, tendrfa por tanto, un papel central en la regutacién de
ta secrecion de insuling, por lo que el hipoinsulinismo de la diabetes mellitus podrfa estar

relacionacdo también con mutaciones en ¢l receptor de sulfonilureas.

10. GLICLACIDA

La gliclacida es una sulfonilurea de segunda generacién usada en ¢l {ratamiento de
la DMNID, ya que mejora los defectos de la secrecion insulinica y puede revertir la

resistencia insulinica observacla en estos pacientes.
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La gliclacida al igual que el resto de las sulfonilureas se une a receptores especificos
de membrana y estimula la seerecién de insulina. La glucosa estimula la secrecién de
insulina de una mancra bifdsica, con una primera fase muy ripida y una segunda fase de
sccrecion mas lenta. Muchos estudios han referido que Ia mayoria de las sulfonilureas no
tienen ningiin efecto sobre la primera fase de secrecion de insuliva en pacientes con
DMNID (137,138). En contraposicion a estos estudios, se ha demostrado que la gliclacida
estimula la primera fase de secrecion de insulina (139,140). El efecto estimulador de la
gliclacida sobre la primera fasc de secrecién de insulina es similar después de largos y
cortos periodos de tratamicnto con esta droga (141,142). LI hecho de que esta droga tenga
un efecto menor sobre la fasc lenta de secrecién de insulina podrfa explicar la menor
incidencia de hipoglucemias.

Algunos estudios han referido una reduccion de la glucemia con tratamientos con
gliclacida a pesar de no aumentar los niveles de insulina circulantes (143). Esto sugiere que
el cfecto de la gliclacida sobre la glucosa serfa mediado, en parte, por efectos
exirapancredticos, tales como un incremento en la respuesta peritérica o en la sensibilidad
a la insulina.

Diversos investigadores han observado una disminucién en la produccién hepética
de glucosa, asi como un mayor aclaramiento de glucosa después de la administracién de
gliclacida en pacientes con DMNID (144).

Investigaciones ex vivo han aportado evidencias de que la gliclacida tiene un efecto
directo sobre 1a caplacién de glucosa (145), y un efecto potenciador sobre la captacién de
glucosa estimulada por insulina en el miisculo esquelético (146). Se ha demostrado que 6l
tratamiento con gliclacida activa la enzima glucégeno sintetasa (147,148), enzima clave del
mclabolismo de la glucosa en el misculo esquelético.

La falta de cfectos directos de esta droga sobre los receptores de insulina in vivo
(149) o in vitro (150), sugieren que los efectos de esta droga sobre la accién de la insulina
estarfan mediados a nivel post-receptor,

Uno de los aspectos claves de esta droga sobre el resto de las sulfonilureas son sus
cfectos hemobioldgicos. Se ha demosirado que, en animales y humanos, la gliclacida
decrece la agregacién y adhesién plaquetaria, normaliza el metabolismo de las
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prostaglandinas ¢ incrementa la actividad fibrinolitica vascular.

Lin animales se ha visto que la gliclacida inhibe la trombina y el coldgeno (151).
Ademds se ha observado que fa gliclacida administrada en pacientes con DMNID reduce
¢l coldgeno, sin embargo este efecto no se ha cncontrado en pacientes tratados con
glibenclamida (152).

Parece que la gliclacida actia eliminando los radicales libres (152,153), de esta
manera se activarfa [a prostaciclina sintetasa y se inhibirfa la ciclooxigenasa, sintetizdndose
mds prostaglandinas (154) ¢ inhibiéndose la formacién de tromboxanos (155).

En pacientes con DMNID tratados con gliclacida se ba confirmado la existencia de
niveles marcadamente  bajos o normales det  activador de  plasmindgeno  (156),

incrementdndose la actividad fibrinolitica vascular.

{1. BIGUANIDAS

Las biguanidas ticnen una historia que se remonta a la Edad Media, cuando Galega
officinalis (rica en biguanicda) fue usada como tratamiento de la diabetes en el sur y este de
Luropa (157). Lin 1918, Watanabe comprucba el efecto normoglucemiante de la guanidina
(158). En 1926, el doctor Frank utiliza por primera vez en clinica un derivado guanidinico
(Sintalina A) como agente anti-hiperglucémico, teniendo que abandonarle posteriormente
por sus efeclos hepatotdxicos.

s a partir de 1957, cuando van a comenzarse a emplear regularmenic en el
tratamiento de la diabetes determinados derivados biguanidicos: metformina (159),
fenformina (160) y butformina (161),

Quimicamente son derivados de la guanidina. La metformina es un derivado
dimetilado, mientras que la fenformina y butformina son monosustitufdos por un radical mas

largo.
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111 FARMACOCINETICA

Las biguanidas ticnen un comportamiento farmacocinético variable por su diferente
composicion quimica. Listos firmacos presentan una absorcién intestinal rdpida. La
fenformina se une a proleinas plasmdticas y sufre en parte metabolizacién hepédtica (40%).
La butformina, no ligada a proteinas se elimina inmodificada por via renal. La metformina
se absorbe fundamentalmente (70-80%) en el intestino, no se liga a protefnas plasméticas,
ni es metabolizada y se elimina por via urinaria; se acuimula en gran cantidad en la pared
intestinal (162).

La aparicion de acidosis ldctica con una mortalidad del 25%, asociada con las
bipuanidas, especislmente con fenformina (163), hizo que esta droga y butformina se
retiraran del mercado en Estados Unidos y otros pafses. Actualimente la metformina es la
tinica biguanida recomendada para el tratamiento de diabéticos no insulino-dependientes,
debido a los pocos casos de acidosis lactica que se asocian con esta droga.

11.2 MECANISMO DIE ACCION

L.as biguanidas son drogas normoglucemiantes o antihiperglucemiantes (normalizan
los niveles clevados de glucemia). Para cjercer su accion requieren cierta cantidad de
insuling, (de origen exégeno o cndégeno) y a diferencia de las sulfonilureas no estimulan
su scerecion (164,165), por csto probablemente no reducen la glucemia en individuos no
diabéticos (166).

El mecanismo de accién de las biguanidas no es bien conocido. La metformina se
unc por sus radicales lipofflicos a la membrana plasmdtica, la acumulacién de cargas
positivas genera un potencial de superficie de membrana que puede ser [a sefial
desencadenante de los acontecimientos celulares.

Aunguc en presencia de metformina la unién de la insulina al receptor estd
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 ha visto que las biguanidas aumentan la captacion periférica de glucosa del 20 al
30% predominando segin fos ejidos el awmento del metabolismo oxidativo, en el misculo
(171} 0 no oxidativo en ¢l intestine. Parcce que el efeeto de la metformina no requiere
nueva sintesis de profeinas, y se asocia con un incremento de la translocacion del
glucotransportador GLUT4 en misculo (172).

A nivel de tejido adiposo las acciones son menos evidentes, asf parcce aumentar la
captacion de glucosa y su oxidacion (173), modificAndose muy ligeramente el equilibrio
lipogénesis-lipolisis (174), dando como resultado una ligera disminucion de los dcidos
grasos libres  (175).  Se ha referido un  incremento  de  la translocacién  de
plucotransportadores inducido por insulina en adipocitos (176).

Como ha sido expuesto previamenie, la mejoria del metabolismo de la glucosa se
produce por una mejor accion periférica de la insuling, sin modificarse la capacidad
secretora de la misma, que puede aumentar ligeranmente como consecuencia indirecta de la

disminucion de 1a glucemia y de la glucotoxicidad sobre ta célula beta,
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OBJETIVOS

Este estudio estd dirigido a conocer acciones extrapancredticas de las sulfonitureas,

concretamente a nivel de mudsculo esquelético.

La primera parte del trabajo se ha centrado en ¢l estudio del efecto agudo de la
ghiclacida, una sulfonilurca de scgunda generacion, sobre la utilizacion de la glucosa por

el masculo esquelético en ratas normales, asf como su mecanismo de accién.
L.os objetivos concretos han sido:

I. Conocer si la gliclacida en ausencia de insulina estimula la captacién de glucosa por el
musculo esquelético.

2. Comprobar si la gliclacida tiene un efecto aditivo o potenciador de la insulina sobre la
aptacion de la glucosa cn el miisculo esquelético,

3. Conocer si el efecto de Ia plictacida estd mediado por canales de K* ATP dependientes.
4, Conocer si la gliclacida promueve la translocacién del glucotransportador GLUT4 a la

membrana plasmética en el nuisculo esquelético.

La scpunda parte del trabajo se ha disefiado para estudiar el efecto del tratamiento
aral con gliclacida sobre la utilizacién de la glucosa por el musculo esquelético de ratas con

diabeles post-cstreptozotocina,
Los objetivos concretos han sido:

. Conocer si el tratamiento oral con gliclacida produce una mejorfa en ¢l control
glucémico, asi como un aumento de la captacién de glucosa por el misculo esquelético,

2. Conocer si este cfecto se produce a nivel receptor o post-receptor de insulina,
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3. Conocer el electo del fratamiento con gliclacida sobre ¢l contenido  total del
glucotransportador GLUTA en el musculo esquelético.
4. Conocer st la adicion de gliclacida al tratamiento insulinico reduce fa insulinorresistencia

que tienen estas raas.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

(.1 REACTIVOS

LT DETERMINACION DE GLUCOSA
- Reactivo de glucosa (Beckman)
1.1.2 DETERMINACION DE INSULINA
- Kit comercial (Novo Research Institute)
- Fosfato disédico monohidratado (Merck)
- IYosfato monosédico dihidratado (Merck)
- Cloruro sédico (MercK)
- Albiimina humana (ICN Hubber)
- Etanol absoluto (Scharlau)
L. 1.3 DETERMINACION DE PEPTIDO C
- Kit comercial (DRG Instruments GmbH)
1.1.4 CAPTACION DE GLUCOSA EN MUSCULO PERFUNDIDO
- Cloruro potdsico (Merck)
- Sulfato magnésico heptahidratado (Panreac)
- Cloruro célcico (Merck)
- Fosfato monopotdsico (Scharlau)
- Bicarbonato s6dico (Merck)
- Pentotal sédico (Palex)
- D-Glucosa anhidra (Scharlau)
- Acido pirdvico (Sigma Chemical Company)
- Albiimina sérica bovina (BSA) Fraccién V (Sigma Chemical Company)
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- Insulina porcina (Novo Research Institute)

- Giliclacida (I.aboratorios Servier)

- Diazéxido (1liperstat, Schering-Plough)

- Dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma Chemical Company)
1.1.5 TRANSLOCACION DE GLUCOTRANSPORTADORLES

- TRIS (Bio-Rad)

- EDTA Titripiex HE (Merck)

- Sacarosa (Mcrck)

- Benzamidina (Sigma)

- Fenil metil sulfonil fAuoruro (PMSI?) (Sigma Chemical Company)

- Aprotinina (Bochringer Mannheim)

- Bacitracina (Sigma Chetnical Company)

- Pirofosfato sédico (Sigma Chemical Company)

- Ortovanadato sédico (Sipma Chemical Company)

- Fluoruro sédico (Sigma Chemical Company)
1.1.6 CARACTERIZACION ENZIMATICA

* Actividad UDP-galactosiltransferasa
- Cacodilato sédico (Sigma Chemical Company)
- Cloruro de manganeso {(Merck)
- B-mercaptoetanol (Sigma Chemical Company)
- N-acetilglucosamina (Sigma Chemical Company)
- UDP-galactosa (Sigma Chemical Company)
- UDP-[“C)-galactosa (Amersham Life Science)
- Columnas Dowex 2x8 CI' (Bio-Rad)

* Actividad Na*/K* ATPasa
- Cloruro de magnesio (Merck)
- Imidazol (Sigma Chemical Company)
- Azida sédica (Merck)
- BEGTA (Sigma Chemical Company)
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- Molibdato aménico (Merck)
- Sulfato ferroso (Merck)
L LT BLECTROFORESIS
Tados los reactivos y aparatos usados para electroforesis, fueron de la firma Bio-
Rad:
- TRIS
- Glicina
- SDS
- Azul de bromofeno!
-DTT
- Persulfato amoénico
- TEMED
~ Acrilamida
- Bis acrilamida
LB TRANSFERENCIA
- Membranas de nitrocelulosa (Inmobilon P, MILLIPORE)
- Cubeta de transferencia (Bio-Rad)
119 AUTORRADIOGRATTA
- Kit ECL. (Amersham Life Science)
~ Peliculas de rayos X: X-Omat 20,3 x 25,4 cm (Kodak)
- Cassete de exposicion de peliculas con pantalla
[ 110 PURIFICACION DI LOS RECEPTORES DE INSULINA
- Triton X-100 (Bio-Rad)
- Leupeptina (Sigma Chemical Company)
- Pestatina (Sigma Chemical Company)
- Aglutinina de germen de trigo (Pharmacia LKB Biotechnology)
- Sefarosa CNBr activada (Pharmacia LKB Biotechnology)
LU ELUNION DE LA "EINSULINA A LOS RECEPTORES
- Polictilénglicol 6000 (Merck)

- Gamma-globulina humana (Behring)
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1.1.12 DETERMINACION DI PROTEINAS
- Reactivo de Bradtord (Bio-Rad)
1113 AUTOFOSEORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA
- Anticuerpo monoclonal anti-receptor de insulina AB-3 (Oncogene Science)
- Anticuerpo de cabra anti-1gG de ratén {Oncogene-Science)
- Protefna A-agarosa (Oncogene-Science)
1.1.14 FOSFORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA SOBRE UN SUSTRATO
EXOGENO
- Poly Glu® - Tyr* (Sigma Chemical Company)
- Gamma-[*P]-ATP (ICN Biomedicals)
- ATP y CTP (Sigma Chemical Company)
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1.2 TAMPONES

1.2.1 TAMPON DE ANALISIS PARA DETERMINACION DE INSULINA:
A) Posfatos 0,04 M, con 1| mM de NaCl y 5,9% de albimina de suero
humano, pH 7.4
1B} Fosfatos 0,04 M, con 0,1% albimina humana, ptl 7,4
[,2.2 TAMPON DE ANALISIS PARA DETERMINACION DE PEPTIDO C:
- Fosfatos 0,05 M, con 0,025 M de EDTA y 1% BSA, pH 7.4
A TAMPON KREBS-HENSELEIT:
- NaCl 130 mM
- KCl 4,7 mM
- MgS0,.7H,0 1,2 mM
- CaCl, 2,5 mM
- KH,PO, 1,2 mM
- NaHCO, 25 mM
pH 7,4
(.2.4 TAMPON DE SOLUBILIZACION PARA LA PREPARACION DE
FRACCIONES SUBCELULARES DE GLUCOTRANSPORTADORES:
- TRIS 0,2 M
- EDYTA 10 mM
- Sacarosa 255 mM
- PMSF 1T mM

- Bacitracina 0,2 mg/ml

I

- Aprotinina 1000 Unidades/ml
- PMSF 1 mM

- Benzamidina 0,2 mg/mnl

- Nali [00 mM

- Na,11,P,0, 10 mM

- Na,VO, ImM

pH 7,4
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1.2.5 TAMPON DE SUSPENSION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES DE
GLUCOTRANSPORTADORES (TES):
~Tris 0,2 M
-~ EDTA 10 mM
- Sacarosa 255 mM
- PMSEF 1| mM
pll 7,4
1.2.6 TAMPON DE ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA UDP-
GALACTOSILTRANSFERASA:
- Cacodilato sédico 0,2 M, pH 6,5
- MnCl, IM
- Mercaptoctanol | M
- Triton X-100, 10%
- N-acetilglucosamina 1| M
- UDP galactosa 10 mM
- UDP-"C-galactosa 1 pCi/umol
1.2.7 MEZCLA DE REACCION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Na* /K" ATPasa:
- Imidazol 30 mM, pH 7,5
- NaCl 110 mM
- KCI 15 mM
- NaN; 0,2 M
- NaliGTA 0,02 M, pH 7,0
- MgCl, 4mM
{.2.8 REACTIVO D13 COLOR (Tausky-Shorr):
- (NH,)M0,0,, 10% en H,S0, 10N
- Fe80,. TH,0 5%
1.2.9 TAMPON TRIS-GLICINA ELECTROFORESIS:
- TRIS 25 mM
- Glicina 190 mM
- SDS 0,1%
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1.2.10 "COCKTAIL" LAEMLY:
- TRIS 116 mM
-SNS 3.4%
-DTT 3%
- Azul de Bromofenol 13,3 pg/ml
- Glicerol 16,7%
1.2.11 TAMPON TRIS SALINO (T'BS):
- NaCl 9%
- Tris HCI 1 M, pH 7,4
1.2.12 TAMPON DE SOLUBILIZACION PARA AISLAMIENTO DEL RECEPTOR
DE INSULINA:
- Hepes 50 mM
- NaC! 50 mM
- PMSF | mM
- Triton X-100 1%
- Leupeptina 2 uM
- Pestatina 2 uM
- Aprotinina 1000 Unidades/m!
- Bacitracina 1 mg/ml
- Na,I,P,0, 10 mM
- EDTA 8 mM
- Na,VO, ImM
- NaP* 100 mM
pH 7,4
1.2.13 TAMPON WGA:
- [epes 50 mM
- NaCl 150 mM
- PMSF 0,1 mM
- Triton X-100 0,1%
pH 7,4
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I~

2,14 TAMPON FOSFATOS:
- Na,POIT 0,1 M
- NalQ,, 0,1 M
plt 7,4
15 "COCKTAIL" AUTOFOSFORILACION:
- MgCl, 5 mM
- MnCl, 10 mM
- A'TP 50 uM
- CTP 500 uM
- Gamma-[*P]-ATP 40 uCi/50 pl
en Hepes 50 mM, pH 7,4
[.2.16 TAMPON PARA DETENER LA REACCION EN LA AUTOFOSFORILACION:
- LDTA 10 mM
- Nal’ 100 mM
- Na,t,P,0, 20 mM
-~ AT 4 mM
en 'Tampon WGA con NaCl 0,5 M
1.2.17 TAMPON DE ANALISIS PARA FOSFORILACION EXOGENA:
~ MgCl, 10 mM
- MnCl, 0,5 mM
- Poli Glu 4:Tyr I, 2,5 mg/ml
en Hepes 50 mM, pll 7,4
1.2.18 "COCKTAIL" FOSFORILACION EXOGENA:
- Gamma-[¥P]-ATP 2,5 xCi; 100 uM
- A'TP 100 uM

td
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1.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

1.3.1 Modeclo de rata normal

Ralas macho Wistar de 180-200 g dc peso. Mantenidas en jaulas con ciclo de
luz/oscuridad de 12 h, en una habitacién con humedad relativa del aire del 45-50%, y
temperatura de 22-24°C. Los animales tuvieron acceso libre a la comida y al agua,

En cstas ratas se llevaron a cabo los siguientes estudios:

A) PERFUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES

Los animales estuvieron [4 horas en ayunas antes de realizar la perfusién muscular.

* Captacién de glucosa en presencia de gliclacida.

La perfusién duré 60 minutos. Tras 30 minutos de periodo de equilibrio
(considerado como captacién basal de glucosa) se afiadieron al medio de perfusién diferentes
concentraciones de gliclacida (3, 10, 25, 50, 100, 300, 700 y 1000 ug/ml), manteni¢ndose
la perfusién durante otros 30 minutos.

* Captacién de glucosa en presencia de insulina,

a duracién total de 1a perfusion fue de 90 minutos y comprendi6 tres partes: 30 min
de captacion basal de glucosa, 30 min con insulina 10° M y 30 min con insulina 107 M.
En el minuto 60 se afiadi6 glucosa al medio de perfusién para alcanzar una concentracion
de 100 mg/dl.

* Captacién de glucosa en presencia de gliclacida ¢ insulina,

Tras 30 min de captacién basal, Ja perfusién se mantuvo otros 30 min con gliclacida
a las concentraciones de 50, 100 6 300 pg/ml més insulina 10° M.

* Captacién de glucosa en presencia de diazéxido y gliclacida,

Sc siguieron dos protocolos de ensayo:

1) La perfusién se mantuvo durante 85 min, tras 30 min de periodo de equilibrio,
se afiadi6 gliclacida (100 pg/ml) en i min 35 y posteriormente diazéxido (100 pg/ml) en
los minutos 60 y 70,
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2) La duraci6n de la perfusion fue de 85 min, se afiadié diazéxido (100 pmol/l) en
los minutos 30, 45, 55, 65 y 75: la gliclacida (100 pg/ml) se afiadi6 en el minuto 33.

* Captacidn de glucosa en presencin de diazoxido e insulina,

La duracién de la perfusion fue de 85 min, se afiadié diazéxido (100 gmol/l) en los
minutos 30, 45, 55, 65 y 75, ¢ insulina 10° M en el minuto 35.

B) TRANSLOCACION DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA GLUT4

Para conocer si la gliclacida promovia la translocacién del glucotransportador
GLUT4, se midié el contenido de GLUT4 en fracciones subcelulares del mmisculo
esquelético en ausencia y presencia de gliclacida a l1a concentracién de 300 pg/ml, en
presencia de insulina (10° y 107 M) y de la combinacién de gliclacida (300 pg/ml) e
insulina (10° M),

1.3.2 Modelo de ratas diabéticas

1.3.2.1.- Ratas macho Wistar de 150-175 g de peso, mantenidas con ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. Se indujo diabetes mediante una inyeccién inica de estreptozotocina
a la dosis de 65 mg/kg cn una vena de la cola, La estreptozotocina se disolvié en buffer
citrato (pH 4,5) y se inyect6 inmediatamente un volumen de 100 u1/100 g.

Tres dfas después de la administracién de Ia STZ se verificé la induccién de diabetes
por andlisis de la glucemia en una muestra de sangre de la cola. S6lo las ratas que
presentaron glucemias entre 200-400 mg/dl fueron seleccionadas para proseguir el estudio.
Durante doce dfas se siguieron cuatro modalidades de tratamiento,

* Ratas diabéticas sin tratar (Grupo D)

Se estudié un grupo de 11 ratas diabéticas post-estreptozotocina a las que se
administré placebo (NaOH 0,02 N) dos veces al dfa por via oral a través de una sonda
rigida géstrica a lo largo de los 12 dias de seguimiento.
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* Ratas diabéticas tratadas con gliclactda (Grupo G)

A un grupo de 10 ratas diabéticas post-estreptozotocina se les administré gliclacida
a la dosis de 5 mg/kg dos veces al dfa (9 de la maitana y 8 de la tarde) disuelta en NaOH
0,02 N (200 /100 g) mediante una sonda rigida géstrica, durante 12 dfas,

* Ratas diabéticas tratadas con insulina (Grupo I)

Un grupo de 11 ratas diabéticas post-estreptozotocina fue tratado con una inyeccién
subcutdnea diaria de insulina NPH a las 8 de la tarde. La dosis de insulina oscil6 entre 4-7
unidades/dfa durante los 12 dfas.

* Ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina (Grupo G +1)
Un grupo dec 9 ratas diabélicas post-estreptozotocina fue tratado con insulina y
pliclacida segiin los apartados anteriores.

Iin cstas ratas diabéticas sc realizaron los siguientes estudios:

A) DETERMINACIONES ANALITICAS

A todas las ratas diabéticas se les realizé determinaciones de glucemia en muestras
de sangre venosa (de la cola) cada dos dias. A las 72 horas de la administracién de la
estreptozotocina y a los 13 dfas de iniciado el tratamiento s¢ tomaron muestras de sangre
por puncién cardfaca para andlisis posterior de insulina.

B) PERFUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES

Al final del tratamiento, 36 horas después de la vltima dosis de insulina, tras 14
horas de ayuno y de la administracién de 1a ltima dosis de gliclacida o placebo, se realizé
la perfusion de extremidades inferiores para medir la captacién de glucosa en ausencia
(captacion basal) y presencia de cantidades crecientes de insulina (10° y 107 M).

Una vez terminada la perfusibn muscular los mdsculos gastrocnemius fueron
ripidamente extrafdos, congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -70°C, para
utilizarse en esludios posteriores.
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) PURIFICACION PARCIAL DE LOS RECEPTORES DE INSULINA
En los receptores parcialmente purificados de los misculos gastrocnemius se
realizaron los estudios de los apartados posteriores (D,E, 1),

D) UNION DE LA "S- INSULINA A LOS RECEPTORES
E) AUTOFOSFORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA
F) FOSFORILACION DE UN SUSTRATO EXOGENO POR EL RECEPTOR DE INSULINA
G) ANALISIS DEL CONTENIDO DEL GLUCOTRANSPORTADOR GLUT4
Liste estudio se realizé también en un grupo de ratas no diabéticas (Grupo C).

1.3.2.2.- Ratas macho Wistar de 150-175 g de peso, mantenidas con ciclo invertido de
12 h (oscuridad/luz). Se indujo diabeics segin el apartado anterior. Durante 12 dfas se
siguieron dos modalidades de tratamiento:

* Ratas diabéticas tratadas con insulina (Grupo 1)
Ratas diabéticas post-estreptozotocina (ratadas con una inyeccién diaria subcuténea
de insulina NPH a las 8 de 1a mafiana. La dosis de insulina fue de 3 unidades/dfa.

* Ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina (Grupo G+1)

Ratas diabéticas post-estreptozotocina tratadas durante 12 dfas con 3 unidades de
insulina NPH por via subcutnea y gliclacida a la dosis de 5 mg/kg por via oral y dos veces
al dfa (Fotografia 1) .

En ambos grupos se llevaron a cabo los siguientes estudios:

A) DETERMINACIONES ANALITICAS

Se determiné la glucemia de estos dos grupos de ratas diabéticas en muestras de
sangre de la cola (Fotografia 2) con un autoanalizador (ONE TOUCH, LIFESCAN) cuatro .
veces al dfa, cada cuatro horas (8 y 12 de la mafiana, 4 y 8 de la tarde). Ademads se realizaron
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determinaciones de péptido C tres dias después de la administracién de STZ (dfa de inicio

del tratamiento) y el dia 13 (dia en que las ratas fueron perfundidas).

) PEREUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES

Realizada segtn el apartado anterior (1.3.2.1.B)
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Fotografia 1. Tratamiento con gliclacida por via oral a través de una sonda rigida gastrica.
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Fotografia 2. Determinacion de la glucemia en una muestra de sangre de la cola.
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2. METODOS.

2.1 DETERMINACION DE GLUCOSA.,

La concentracién de glucosa fue determinada en suero por el método de glucosa
oxidasa, utilizando el autoanatizador de glucosa Beckman 2 (Beckman Instruments Espaiia,
S.AD.

2.2 DETERMINACION DE INSULINA.

La concentracién de insulina sérica se determing por radioinmunoensayo (Kit
comercial), wilizando como curva patrén insulina de rata.

Las muestras de la curva de insulina de rata (liofilizadas) se reconstituyeron en el
lampén descrito en el apartado 1.2, 1A a las siguientes concentraciones finales: 0;0,5; 1,0
2,0: 3,00 4y 10 ng/ml. La solucién '"#I-insulina y el suero antiinsulina (ambos liofilizaclos)
sc reconstituyeron en ¢l tampén descrito en el apartado 1.2.1.B. Bl suero de insulina

antiporcina habfa sido preparado por inmunizacién de cobaya con insulina porcina.

Todas las incubaciones y centrifugaciones se realizaron a 4°C,

La curva patrén se anatizd por triplicado y las muestras por duplicado. Las muestras
y ta curva (0,1 ml) se incubaron I dfa con 0,1 ml de anticuerpo antiinsulina (1;18.000).
Posteriormente se afiadié 1a insulina porcina marcada (50 pg) y se incubd nuevamente
durante 4 horas. Una vez finalizado el periodo de incubacién, se procedio a la separacion
de la hormona libre de la ligada al anticuerpo, afiadiendo 1,6 ml de etanol al 95%.
Scguidamente los tubos fueron vorteados y centrifugados a 1,000 g durante 10 min. Se
conté la radiactividad presente en el sobrenadante (hormona libre) y la del precipitado
(hormona unida al anticuerpo} en un contaclor gamina,

La degradacién de la insulina se determing por precipitacién con TCA, siendo

inferior al 10% en estas condiciones de ensayo.
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2.3 DETERMINACION DE PEPTIDO C

Los niveles séricos de péptido C se determinaron mediante radioinmunoensayo (Kil

comerceial) utilizando péptido C de rata como curva patrén.

Procedimiontos
........ o

Todas las incubaciones y centrifugaciones se realizaron a 4°C.

Se analizo la curva patrén por (riplicado y las muestras por duplicado. Las muestras
y la curva (0,1 ml) se incubaron con 0,1 ml de anticucrpo antipéptido C porcino y 0,1 ml
de tampén de ensayo (1.2.2) durante 24 h. Posteriormente se afadié el péptido C de rata
marcado con 1y fue incubado durante 24 h. Tras este periodo de incubacién se afiadic
L ml de polietilénglicol para separar la hormona libre de la ligada al anticuerpo y los wbos
s¢ centrifugaron a 2.500 g durante 15 min, Sc¢ decanté el sobrenadanie y se conté la

radiactividad del precipitado en un contador gamma.

2.4 PERFUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES DE RATA

2.4.1 APARATO DE PERFUSION

La cdmara de perfusion (IFigura 6) es una modificacion de la descrita por Hems y
colaboradores (177) para la perfusién de higado.

El medio de perfusion, que estd continuamente agitdndose mediante un agitador
magnético (1), es bombeado desde el reservorio (2) por una bomba peristéltica (3), en la
que se ajusta el volumen bombeado por unidad de tiempo. Seguidamente el medio de
perfusion pasa a través de un wbo de oxigenacién Silastic (4), de 7 m de longitud, 1 mm
de didmetro y 0,2 nm de grosor de pared, suspendido cn otro wbo gaseado (5) con Q, -+
CO, (95:5) (6) que es humedecido al pasar a través de agua (7). EI tubo de oxigenacion
Silastic estd conectado a una jeringa (8) con un filtro (9) de 3,5 cm de didmetro, para

impedir ¢l paso de posibles codgulos al interior del animal, Ajustado al filtro hay un cateter
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dc goma eldstica (10) que a través de una Have de tres vias estd conectado, por una de las
vias, a otro cateter que termina en una aguja del n® 16 (11), con la que se canula la aorta,
y por la otra via (12), a un manémetro (13) para medir y controlar la presion arterial.

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

sncima de la cAmara de perfusién hay un impulsor de aire caliente (L5), conectado
a un (ermostato (16) para mantener constante Ja temperatura durante toda la perfusion.
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2.4.2 PREPARACION Y PERFUSION DE EXTREMIDADES INFERIORES DE RATA

La perfusién museular se ha realizado segin el método descrito por Ruderman vy
colaboradores (178), modificado por Dohm y colaboradores (179).

Tras anestesiar al animal con pentobarbital sddico intraperitonealmente (50 mg/kg),
se realizd una incision abdominal media. En la figara 7 se muestra un esquema del
procedimiento quirdrgico para la preparacién del hemicuerpo inferior de la rata. El colén
descendente fue ligado (1) y posteriormente cortado. Los siguientes vasos fueron ligados:
iliolumbar y deferente (2), renal izquierda (3), epigdstrica superficial (4) e hipogéstica (5).
También se ligaron las venas esperméticas internas (6) y los testiculos fueron escindidos.
Se procedid a separar cuidadosamente Ia aorta y la vena cava y, justo antes del origen de
tas venas iliolumbares se colocaron dos ligaduras sueltas, una alrededor de la aorta y otra
alrededor de Ia cava (7,8). Scguidamente, alrededor de la aorta y de la vena cava, por
debajo de las venas renales se colocé una ligadura (9,10) que fue fuertemente cerrada y el
animal fue seccionado inmediatamente por encima de ella. El hemicuerpo del animal se
transfirid a la cdmara de perfusién (mantenida a 37°C) y se canularon aorta y cava
(Fotograffa 3). La perfusién se inicidé lo mds rdpidamente posible y la interrupeién de la
oxigenacion del hemicuerpo fue inferior a 2 minutos desde la ligadura de la aorta hasta que
se reinstaurd el flujo. Las extremidades inferiores fucron perfundidas con 150 mi de tampén
Krebs-Henseleit (1.2.3), conteniendo glucosa 5,5 mM, piruvato 0,15 mM, albiimina sérica
bovina al 4% y 30% de eritocitos bovinos lavados (20-25% hematocrito). Después de un
periodo de lavado de 50 ml, un volumen de 100 ml de perfusién fue reciclado y estuvo
oxigenado durante toda la perfusién (Fotografia 4), El flujo se mantvo a 12 ml/min y Ja
presion del sistema estuvo entre 80-110 mm Hg, Se tomaron alicuotas del medio de

perfusion cada 5 minutos para determinar el contenido de glucosa.
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Figura 7, Cirugia de la rata antes de realizar la perfusion muscular,

243 CALCULO DE LA CAPTACION DE GLUCOSA POR LAS EXTREMIDADES
INFERIORES

La captacion de glucosa por ¢l miisculo se calculd determinando el aclaramiento
fraccional de glucosa por ¢l méltodo de mfnimos cuadrados y se expresé como pmol por

gramo de tejido perfundido por hora.

pendiente (mg/di/min)
pmol/g/h = x 60 min
180 (Pm glucosa) x Peso rata x 17,2 %

En esta férmula se considera que la musculatura del hemicuerpo inferior representa

un 17,2% del peso corporal total.
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Fotografia 4. Detalle global de la perfusion de extremidades inferiores.
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2.5 ANALISIS DEL GLUCOTRANSPORTADOR GLUT4
2.5.1 CONTENIDO TOTAL DE GLUT4

Para andlisis de Western-blot, el sobrenadante (obtenido del homogenado de los
miscwlos gastrocnemius) conteniendo los transportadores de glucosa de membranas
plasmdticas y las fracciones microsomales (50 ug de proteinas), se incubé con "cocktail®
Lacmly (1.2.10) durante 16 horas. Las protefnas se separaron por electroforesis SDS-PAGE
(8%), seguin el método de Laemly (180),

Las protefnas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 20 voltios durante
60 min, posteriormente dicha membrana fue bloqueada durante 2 horas con 5% de leche
desnatada (Carnation) en tamp6n TRIS salino (1.2.11), seguido de 16 horas de incubacion
a4°C con 5 pg/ml de un anticuerpo policlonal de conejo, especfico para un péptido de 12
aminodcidos de la regién carboxi-terminal de GLUT4 (181). Tras este periodo de
incubacién, la membrana se lavé alternativamente con TBS y TBS-Tween 0,05% y se
incubd en TBS con 5% de Carnation durante 2 horas con 10 uCi de '**I-IgG de cabra contra
suero de conejo, Seguidamente la membrana se lavé alternativamente con TBS y TBS-
Tween y se expuso la autorradiograffa. La banda obtenida correspondiente a GLUT4 fue
densitometrada en un densitémetro MD 400 A.

2.5.2 TRANSLOCACION DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA GLUT4

La separacién de las membranas plasméticas (PM) y de los microsomas de baja
densidad (LDM) enriquecidas en GLUT4 se ha realizado segtin el método de Bader y
colaboradores (182).

Procedimicnto:

Todo el proceso se desarroll6 a 4°C,

Loos miisculos gastrocnemius (2,5-3 g) fueron homogeneizados en 15 ml de tampén
de solubilizacién (1.2.4) en un polytron (posicién 2) cuatro veces durante 30 seg.
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Seguidamente la separacion de las fracciones se llevd a cabo por sucesivas

centrifugaciones como se indica a continuacion:

[ Misculo homogenalzado]

v

12.000 g 20 min

_.“,_M.‘w—-"""”ﬂ_’.—'—— M\)
4. J——

[Pracipitado]

[Sebrenandante|
Resuspendido an v
teumpdn TES (1.2.5) 55.000 g 15 min
T.O000 g 10 min hd
[Bobrenadnante |
| Precip ltado] h
[PPSR 200.000 g B0 min
Rasuspendido an v
taampon TES [Precipitadol

20,000 ¢ O
v

| Bobronad "z'ﬁi"t“&‘]
GHE.O000 g 18 mim
A 4

Resuspendide en
taampdn TES con 38%
cie sacarosa
80.000 g B0 min

RN ey b A R dHN v
[Prosipiiads) (nTeriass]
Reasuspandlido en v
tevmpoan TES con 389% 250.000 g 60 min
cle sacarosa ¥
B80.000 g B0 min [Procipitado]
hd
Interfane LDM
v
200,000 g 50 min
v
[Fraclpitada]
M

Una vez obtenidas ambas fracciones (PM y LDM) se Ilevaron a cabo los siguientes

estudios:

- Determinacion de protefnas por ¢l método de Bradford (183).

- Caracterizacion enzimdtica de las fracciones subcelulares.

- Wesiern blot.
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2.5.2.1 CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LAS FRACCIONES

Para determinar la pureza de las fracciones se midieron marcadores enziméticos en
¢l homogenado y en cada fraccion.

A. Actividad UDP-galactosiltransferasa

Realizada segin el método de Fleischer y colaboradores (184). Un volumen
cquivalente a 20 ug de protefnas se incubs con tampén de andlisis (1,2.6) a 37°C durante
I hora. Tras cste periodo de incubaci6n, se par6 la reaccién en hielo con 17 ul de EDTA,
pH 7.4. Por cromatografia de intercambio iénico (Cl) se separé: UDP-galactosa que no
habfa reaccionado (qued6 unida a {a columna), y se eluy6 galactosa libre y “C-lactosamina,
que s¢ conté en un contador beta.

A todos los tubos se les descontd la actividad enzimética no especifica obtenida en
ausencia de N-acetilglucosamina,

B. Actividad Na*/K* ATPasa

La actividad enzimética Na*/K* ATPasa se realizé segtin el método de Schimmel
y colaboradores (185). Un volumen equivalente a 4 ug de protefna se incubé a 37°C con
0.8 ml de la mezcla de reaccién (1.2.7) y en presencia o ausencia de ouabaina 1 mM. Se
dispard la reaccién con 10 ul de ATP 4 mM, incubdndose a 37°C con agitacién durante 30
min, Se par6 la reaccién en hielo con 50 ul de TCA al 50%. Tras afiadir 1 ml de reactivo
de color (1.2.8), el fésforo inorgdnico fue cuantificado por medida de su absorbancia a 740
nm extrapolando en una curva patrén.

A 10dos los tubos se les descontd la actividad enzimética no especifica obtenida en
ausencia de ouabaina,
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2.5.2.2 WESTLERN-BLOT

Para andilisis de Western-blot, 9 pg de proteinas de las fracciones PM y LDM se
incubaron con "cocklail" Laemly (1.2.10), conteniendo 5% de DT, durante 16 horas. Las
proteinas sc¢ separaron por electroforesis SDS-PAGE (8%), segln el método de Laemly
(180,

Il proceso de determinacién de GLUT4 en ambas fracciones fue igual que en el
apartado anterior (2.5. 1), pero como segundo anticuerpo se usé una IgG de burro anticonejo
marcado con peroxidasa (1:2000). Tras I hora de incubacién a temperatura ambiente la
membrana se revel6 con el sistema ECL, se expuso la placa sensible a quimioluminiscencia

durante 5 sepundos, y se densitometrd la banda correspondiente a GLUT4.
2.6 PURIFICACION PARCIAL DIE L.OS RECEPTORES DE INSULINA
Bésicamente el procedimiento seguido consta de dos partes:
2.6.1 ACOPLAMIENTO DE LA LECTINA A AGAROSA ACTIVADA CON CNBr (WGA-
Selaros).,

Todo cl proceso se realizd a temperatura ambiente,

Procedimicnto;

[.a agarosa una vez hidratada se lava a vacio con HCI | mM (200 ml/ | mg de
agarosa). La aglutinina de germen de trigo se disuelve en NatHCO, 0,1 M/ NaCl 0,5 M,
pll 8,8 (0,7 ml/ 1 mg de lectina).

L.a agarosa sc pone en contacto con la lectina en proporcion de [ g/ 7,15 mg,
respectivamente. lL.a mezela se mantiene en rotacion durante 2 horas, después de lo cual se
lava dos veces el exceso de lectina con NaHCO, 0,1 M/ NaCl 0,5 M, pH 8,8. A
continuacién, se bloquean los posibles grupos activos restantes por tratamiento con 20 mil

de glicina 0,2 M, pI 8,0, durante 2 h y en rotacién.
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Para linalizar, el gel sc lava tres veces en vacio, utilizando de forma alterna las
soluciones:

Q) CHLCOOUH 0,1 M/ NaOH 0,5 M, pH 4

) NaHCO, 0,1 M/ NaCl 0,5 M, pH 8,3

Por dltimo se almacena ¢l gel a 4°C en tampén WGA (1.2.13), concluyendo el

proceso de acoplamiento,

2.0.2 RECHEPTORES DE INSULINA DE MUSCULO ESQUELETICO PARCIALMENTE
PURIFICADOS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.
L méwdo seguido se baséd en el de Hedo JA y col (186). Todo el proceso se

desarrollé a 4°C,

Procedimicntos

L.os dos musculos gastronemius fueron homogeneizados con tampdn de solubilizacién
(1.2.12) en proporcion 3,5 ml por gramo de musculo utilizando un polytron (posicién 6}
durante 30 sp, con descanso de 30 sg durante 3 veces. El homogeneizado resultante se
centrifugd a 10,000 g durante 20 min, se decant6 el sobrenadante y se solubilizé duraute
60 min con agitacién. A continuacién, para eliminar el material insoluble se centrifugd a
100.000 g, durante 90 min. El sobrenadante se diluyd cinco veces en tampdén WGA
(1.2.13), y se incubé rotando toda la noche con 4 ml de WGA-Sefarosa. Tras lavar con 40
ml de tampdn WGA, ¢l receptor de insulina se eluyd con N-acetil glucosamina 0,3 M en
tampdn WGA,

Iin las preparaciones que contenian los receptores purificados se determing:
- Determinacién de proteinas por el método de Bradford,
- Unién especifica de *l-insulina,
- Actividad tirosina quinasa: Autofosforilacién del receplor y fosforilacién de un

sustrato exdgeno por el receptor de insulina (en ausencia y presencia de insutina).
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2.6.2.1 UNION DE LA “M-INSULINA A LOS RECEPTORES

Ein preparaciones del receptor parcialmente purificado correspondientes a 15 pg de
proteinas de receptor de miisculo se midié la unién de insulina siguiendo el método de Caro
I y col (187).

Procedimiento;

Todos los pasos se realizaron a 4°C.

Un determinado volumen de receptor (15 g de protefnas), se incub6 durante 16 h
con 25 ul "I-insulina (10"* M) y concentraciones crecientes de insulina frfa (10°°-10* M),
La separacién de la insulina unida al receptor, de la insulina libre, se realizé por
precipitacion de la fraccién unida con 500 ul de PEG al 25% (p/p) usando como protefna
transportadora 500 ul de gamma-globulina humana al 0,1% en tampén fosfatos (1.2.14);
tras 15 min de incubacién, se centrifugé a 4.000 g, durante 45 min. Después de aspirar el
sobrenadantie y para disminuir la uni6n inespecffica se lavé el precipitado con 1 ml de PEG
al 12,5% y se centrifugé a 4.000 g, 30 min, Nuevamente se aspir6 el sobrenadante y se
contd el precipitado en un contador gamma. A todos los tubos se les desconté la uni6én
inespecifica obtenida en presencia de insulina 10® M, La afinidad entre el receptor y ta
insulina, se calculé como la concentracién de la hormona necesaria para desplazar el 50%
de la unién especifica (EDg), y 1a méxima capacidad de unién de los receptores de alta
afinidad (B, max) y de baja afinidad (B, max), se analizaron mediante la representacién de
Scatchard (188).

Se determiné la degradacién de la insulina por precipitacién con TCA, siendo
inferior al 10% en estas condiciones de ensayo.

2.6.2.2 AUTOFOSFORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA.

En receplores de miisculo parcialmente purificados se midié la autofosforilacion de
la subunidad 8 del receptor de insulina en ausencia y presencia de insulina, segin
Grunberger G y col (189).
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Todas las incubaciones y centrifugaciones se realizaron a 4°C.

Un determinado volumen correspondiente a 5 pg de receptor de musculo fue
incubado 16 h en ausencia y presencia de insulina 107 M. La reaccién de fosforilacién
comenzo con la adicién de 50 ul de “"cocktail” de autofosforilacién (1.2.15). Después de
incubar 1 h, se afiadié 150 ul de tampén para detener la reaccién (1.2.16), 10 pl de
anticuerpo monoclonal antirreceptor de insulina (AB,) y 15 ul de proteina A-agarosa
acoplada con anticuerpo de cabra anti-gG de ratén. La mezcla se incubd i6 h,
centrifugdndose posteriormente a 2.500 g, 15 min. Seguidamente, el inmunoprecipitado
abtenido se lavo 3 veces, primero con 1 ml de tampén WGA, después con | ml de NaCl
0,5 M en tampdén WGA, y por dltimo con | ml de Hepes 50 mM con SDS al 0,01%. El
precipitado obtenido se resuspendié con 100 ul de “cocktail" Laemly (1.2.10) y 100 ul de
tampdn TRIS-glicina electroforesis (1.2.9), se hirvié 5 min y se centrifugé a 4.000 g, 30
min, El sobrenadante resulfante de esta centrifugacion se someti6 a electroforesis en geles
de SDS-Poliacrilamida (7,5%). La subunidad B del receptor de insulina se localizé por
autorradiograffa, y su peso molecular (Pm) se determiné por comparacién con protefnas de
Pm conocido sometidas a electroforesis en el mismo gel. La intensidad de la banda

fosforilada s¢ cuantificd por densitometrfa de la autorradiografia obtenida.

2.6.2.3 FOSTORILACION DE UN SUSTRATQ EXOGENO POR EL RECEPTOR DE
INSULINA

Lin reeeplores de insulina de nuisculo parcialmente purificados se determiné la
capacidad de fosforilar un sustrato exdgeno, siguiendo el método de Grunberger G y col

(189). Para cste estudio se utilizé el sustrato Poli Glud-Tyrl.,

Procedimicnto:
Micntras no se mencione lo contrario, todo ¢l proceso se desarrollé a temperatura
ambiente,

Alfcuotas correspondientes a 15 pg de protelnas de receptor de insulina fueron
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incubadas con insulina 107 M o tampén WGA durante 16 b a 4°C. Tras este periodo de
incubacion se afiadid 80 ul de tampdn de andlisis para fosforilacién exdgena (1.2.17) y 20
ul de "cocktail” fosforilacion exégena (1.2.18) y fue incubado nuevamente durante 30 min;
s¢ tomaron 100 pl de los Wbos y se aplicaron sobre papel de filtro Wathman 3M de 2,4 cm
de didmetro. Se dejo absorber y se sumergicron en TCA al 10% con pirofosfato sédico 10
mM, para detener fa reaccién. Transcurridos 10 min se procedi6 a lavar de la misma forma,
5 veees mds, y una ltima con etanol al 95%. Una vez seco el filtro se contd, en contador

beta, con 3,5 ml de liquido de centelleo.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El andlisis estad{stico de los resultados fue realizado mediante los programas Sigma
Horus 90 ¢ Instat 90-93,

Los resullados sc expresan en forma de valores medios -+ crror esténdar de la
media. Se compard la homogeneidad de més de dos grupos utilizando ANOVA completado
con ¢l test de Newman-Keuls. Para comprobar la homogeneidad de dos grupos se utilizé
lat de Student. B nivel de significacion se establecié cuando el coeficiente de probabilidad

(p) obtenido fue menor de 0,05, segin Snedecor GW y Cochram WG (190).
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1. EFECTO AGUDO DE LA GLICLACIDA SOBRE LA CAPTACION DE
GLUCOSA EN EL MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS NORMALES.

Como decfamos en la introduccién, la gliclacida es una sulfonilurea de segunda
generacién muy usada en el (ratamiento de pacientes con diabetes mellius no
insulinodependiente. Ademds de su accién sobre las células B pancredticas (78) estimulando
la secrecidn de insulina, diversos estudios han propuesto mecanismos extrapancreéticos para
estas drogas (102-104),

Bl miscuwlo esquelélico es el tejido principal en la utilizacién de la glucosa
estimulado por insulina (191), por lo que el estudio de los efectos de la glictacida sobre el
miisculo esquelético es de especial interés.

En este modelo de ratas normales quisimos estudiar los posibles efectos agudos de
ta gliclacida en el nwisculo esquelético y su mecanismo de accién, Para ello, utilizamos la
técnica de perfusién de extremidades inferlores, puesto que con este sistema se descarta la
posible accibn de esta droga sobre las células 8 pancredticas al eliminarse el pincreas.

Las ratas normales (180-200 g) presentaron unos niveles de glucemia en ayunas de
10045 mg/dl y post-prandiales de 10943, La concentracién de insulina sérica en ayunas
fue de 0,7+0,! ng/ml. Los valores medios de la captacién basal de glucosa entre los
diferentes protocolos ensayados fueron similares (minimo: 2,740,4, mdximo: 4,240,6
pmol/g/h). En este sistema de perfusion el consumo de glucosa por los eritrocitos bovinos
oxigenados fue indetectable durante el tiempo en el que las ratas fueron perfundidas, por
tanto, el aclaramiento fraccional de glucosa en el medio de perfusion en situacién basal debe
ser atribuido a la captacién de glucosa por los tejidos presentes en las preparaciones
perfundidas. La captacién de glucosa no se modificé con el DMSO (0,25 %) utilizado para
disolver la gliclacida.
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L1 EFECTO DE LA GLICLACIDA SOBRE LA CAPTACION DE GLUCOSA POR EL
MUSCULQO ESQUELLETICQ,

Para estudiar ¢l efecto agudo de la gliclacida sobre el nuisculo esquelético se
afadicron diferentes concentraciones de esta droga en el medio de perfusién. La gliclacida
se anadio despucs de los 30 minutos de perfusién basal.

L gliclacida a la concentracién de 5 pg/ml no indujo un incremento en la captacion
muscular de glucesa (Tabla I11), mientras que a 10 ug/ml ya se observd un incremento

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

Tabla M1, Captacion de glucosa por el miisculo esquelético en ausencia y presencia de diferentes
concentraciones de gliclacida, Los datog se muestran como media+EEM. Ei ndmero de
determinaciones para cada concentracidn de gliclacida aparece entre paréntesis.

GLICLACIDA BASAL ESTIMULOQ INCREMENTO
pg/mi amol/g/h pmol/g/h umol/g/h P vs basal
5 (n=0) 3,340,5 L 3,804 0,540,3 .S,
10 (n==4) | 2.84:0,5 3,8:40,6 1,040,2 <0,05
25 (n=06) 3,34:0,4 4,940,6 1,6+0,4 <0,05 '
50 (n=5) 2,740,4 4,6£0,8 (,940,5 <0,05
100 (n==8) 3,3+0,4 6,140,4 2,84-0,4 < 0,001
300 (n==G) 3,840,7 7.4+0,6 3,64+0,7 <0,01
i 700 (n=11) 4,04:0,4 7.740,4 3,7+0,6 <0,001
1000 (n=06) 4,240,6 8,0:40,4 3,8+0,4 <0,01
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El incremento de la captacion de glucosa sobre el valor basal inducido por gliclacida
fue dosis-dependiente (Figura 8) alcanzando un "plarean” a la concentracién de 300 ugiml;
la droga a tas concentraciones de 300, 700 y 1000 pg/ml produjo un aumento de la
captacion de glucosa de aproximadamente dos veces respecto del valor basal. La mitad del

méximo efecto se obtuvo entre las concentraciones de 25 y 50 ug/ml de gliclacida.
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Figwra 8. Curva dosis-respuesta de gliclacida sobre la captacion de glucosa por el miisculo
esquefético. ‘Tras 30 minutos de captacidn basal, diferentes concentraciones de gliclacida se
afadicron en el medio de perfusion, manteniéndose otros 30 min, Las concentraciones de gliclacida
estudiadas fueron § (n=06), 10 (n=4), 25 (1=6), 50 (n=5), 100 (n=8), 300 (n=06), 700 (n=11)
y 1000 (n=0) pe/ml, MediaLEEM; * p<0,05 vs captacion basal de glucosa.
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En la figura 9 se pucde observar que tras la adicién de gliclacida en el minuto 30,
yaalos 5 minuatos se aprecia una mayor disminucion de la concentracién de glucosa en el
medio de perfusion respecto al valor basal (aumenta la pendiente de la recta). El efecto de
la gliclacida sobre la captacién de glucosa fue, por tanto, inmediato y se manwvo lineal a
lo fargo de los 30 minutos de ensayo (r=-0,90 a -1.0).
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Kigura 9. Niveles de glucosa en el medio de perfusién con diferentes concentraciones de
gliclacida, 1.a perfusion de extremidades inferiores se mantuvo durante 60 min, se tomaron alicuotas
del medio de perfusidn cada S min para analizar el contenido de glucosa,

Después de la adicion de gliclacida, 1a presién arterial en el sistema fue de 85:-5,8

mm g, similar a la presién obtenida en siluacién basal 80:44,5 mm Hg.
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1.2 CAPTACION DE GLUCOSA EN PRESENCIA DE INSULINA

Una vez visto que la gliclacida tenfa un efecto directo (no requiere ta presencia de
insulina) ¢ inmediato sobre la utilizacién de la glucosa por el musculo esquelético, se
consayaron dos concentraciones diferentes de insulina en el medio de perfusién. Tras 30 min
de perfusion basal se afiadié insulina [0 M en el medio de perfusién manteniéndose la
perfusion otros 30 min, y en el minuto 60 se afadié insulina 107 M junto con glucosa para
alcanzar una concentracién similar a la inicial (100 mg/dl).

La insulina a la concentracion de 10 M produjo un incremento sobre la captacién
de glucosa de 2,5 veces, mientras que la insulina a conceniraciones suprafisiolégicas (107
M) produjo un aumento de 3,7 veces en el aclaramiento fraccional de la glucosa (Tabla IV).
El incremento producido por insulina 10 M fue menor (p<0,05) que el obtenide con

insutina 107 M.

Tabla 1V, Captacién de glucosa estimulada por insulina en el misculo esquelético. Los datos se
expresan coma el valor medioEEM «de 11 determinaciones para cada grupo.

INSULINA BASAL ESTIMULO INCREMENTQ
P vSs basal
(M) pmol/g/h pmol/g/h wmol/g/h
107 3,64:0,2 9,2+0,6 5,6:4-0,7 <0,001
107 3,640,3 13,44:0,9 9,84+1,0 < 0,001
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Cuando comparamos el incremento producido por gliclacida y el incremento inducido
por insulina sobre la captacién basal de glucosa en el masculo esquelético, observamos
(Figura 10) que el efecto producide por gliclacida sobre la captacion de glucosa a las
concentraciones de 300, 700 y 1000 ug/ml no fue diferente del obtenido con insulina 107

M, pero fue menor que el alcanzado con insulina 107 M,
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M insulina 107 M
Flinsulina 10°¢ M
[ Gliclacida (1000 grg/m)
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(Incremento sobre basal, umol/g/h)
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Figura 10. Efecto de la gliclacida y la insuling sobre la captacion de giucosa por las extremidades
inferiores. Tras 30 min de captacion basal, insulina (10* M} se afiadié en el medio de perfusion y
en el miouto 60 se aadio insulina (107 M) y ghucosa, manteniéndose la perfusién durante otros 30
min. Los datos representan la media+EEM de F1 experimentos realizados con cada concentracion
de insulina y de 6 para gliclacida a la concentracion de 1000 pg/ml, * n.s. (no significativo) vs
insuling 10 M; ** p< 0,05 vs insulina 107 M,
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1.3 EFECTO DE LA GLICLACIDA COMBINADA CON LA INSULINA SOBRE LA
CAPTACION DE GLUCOSA POR EL MUSCULO ESQUELETICO.

Diversos grupos de investigadores han observado que las sulfonilureas aumentan la
utilizacion de la glucosa mediada por insulina en el misculo esquelético (106) y en células
musculares cultivadas (107, 108).

Para conocer el efecto de ambas drogas sobre 1a captacién de glucosa por el miisculo
esquelctico, pliclacida a diferentes concentraciones (50, 100 y 300 ug/ml) e insulina a la
concentracion de 10° M se afiadieron conjuntamente en el medio de perfusién en el minuto
30.

En la Tabla V se muestra el efecto producido por la combinacién de gliclacida

insulina sobre la captacion de glucosa por el misculo esquelético.

Tabla V. Captacién de glucosa por las extremidades inferiores en ausencia y presencia de
gliclacida combinada con insulina. 1.0s datos se expresan como el valor medio = EEM. El mimero
de veces aparece entre paréniesis,

INSULINA 10° M
o} BASAL ESTIMULQ | INCREMENTO
GLICLACIDA p vs basal
pgfml pmol/g/h pmol/g/h pol/g/h
S S :
50 (n=7) 4,1-+0,2 10,01+0,4 5,940,5 < 0,001
100 (n=7) 3,6:-0,3 11,2-4+0,3 7,6+0,3 < 0,001
300 (n=8) 4,04-0,3 11,74:0,5 7,7+0,6 < 0,001
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La combinacién de gliclacida a la concentracién de 300 ug/ml y de insulina 10° M
(Figura 11) produjo un incremento sobre la captacién de glucosa por las extremidades
inferiores mayor (p <0,05) que el inducido por concentraciones fisiolégicas de insulina (107
M}, y no lue diferente del oblenido con concentraciones suprafisiolégicas de insulina (107
M).

[—y
N

—a
o

%k %

Captaciéon de glucosa
(Incremento sobre basal, umol/g/h)

0 7

Gliclacida (ug/ml) 300 300 - -
Insulina (M) - 10 10° 107

Figura 11. Efecto aditivo de la gliclacida sobre la captacién de glucosa estimulada por insulina.
Log resultados representan la media +EEM de 6 experimentos realizados con gliclacida (300 pg/ml),
8 con gliclacida (300 pg/ml) més insuling 10° M y [l para cada concentracion de insulina, *
p<0,05 vs gliclacida (300 pg/ml) combinada con insulina 10° M; ** p<0,05 vs concentraciones
fisioldgicas de insulina (10 M); #*** p <0,05 vs concentraciones suprafisiolégicas de insulina (107
M).
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Sin embargo las captaciones de glucosa producidas por Ias concentraciones 50 y 100
pg/ml de gliclacida, aunque fueron ligeramente superiores a la captacién de glucosa
inducida por insulina [0 M, no alcanzaron diferencias significativas.

Para las tres concentraciones ensayadas (50, 100 y 300 ug/ml), el efecto de la
gliclacida mds insulina 10 M fue mayor (p <0,05) que el obtenido con las correspondientes

concentraciones de gliclacida sola (Tabla V).

Tabla V. Captacién de glucosa por las extremidades inferiores de ratas producidas por
gliclacida, gliclacida mds insulina e insulina, Diferencias entre 10§ grupos.

p vs Insulina 10° M p vs Insulina 107 M

GLICLACIDA
50 pg/ml
100 ug/ml

300 pg/ml

llcSo

GLIC+INS 10° M
50 pg/mi

. e ——— 4 e ——— A

n.s.

100 pg/ml n.s,

300 pg/ml

Significativamente inferior

Significativamente superior
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L4 EFECTO DEL DIAZOXIDO SOBRE LA CAPTACION DE GLUCOSA ESTIMULADA
POR GLICLACIDA EN EL MUSCULO ESQUELETICO.

Ll diazoxido es una sutfonamida que ha sido usada como agente hipotensor, y como
tratamiento en las hipoglucemias severas, El diaz6xido actia abriendo los canales de K*
ATP-dependientes, provocando hiperpolarizacién de la célula beta e inhibiendo la secrecion
de insulina,

Se ha referido que las sulfonilureas y el diazoxido ejercen efectos opuestos sobre los
canales de K* dependientes de ATP en las células 8 pancredticas (192,193). Por otro lado
s¢ ha demosirado la existencia de estos canales en diferentes tejidos, entre ellos en el
niisculo esquelético (133). Para ver si el mecanismo de accién de la gliclacida en el
miisculo esquelético era ¢l mismo que en lag células beta pancredticas, se ensayaron dos
protocolos de estudio con gliclacida y diazéxido. La concentracion de diazéxido empleada
fue de 100 1M, a la que se sabe que practicamente todos los canales de K* dependientes

de ATP permanecen abiertos en la célula,

PROTOCOLO 1:

GLIGLAGIDA {100 ug/mi) DIAZOXIDO {100 uivd)

v v ¥

BASBAL
E | Ll
0

30 [5]u] 70 ag 85 (min)

El incremento de la caplacién de glucosa sobre el valor basal inducida por 100 pg/ml
de gliclacida (3,1+0,4 pmol/g/h) fue similar (p>0,05) al obtenido en los ensayos de
perfusion de extremidades inferiores (apartado 4.1, Tabla III) cuando esta misma
concentracion de gliclacida (100 upg/ml) se afiadfa al medio de perfusién (2,8+4-0,4
pmol/g/h). Sin embarge, fue reducido a 0,5+0,2 umol/g/h (p < 0,05) cuando el diazéxido

se afiadié posteriormente en ¢l medio de perfusién (Figura 12).
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Figura 12. Efecto inhibitorio del diazéxide sobre la captacion de glucosa inducida por gliclacida
en el mifsculo esquelético. Las extremidades inferiores fueron perfundidas durante 85 min; tras 30
min de captacién basal se afladi¢ gliclacida (100 pg/ml) y 30 min después diazéxido (100 pM).
Media L EEM de 7 experimentos; * p<0,05 vs basal y vs diazéxiclo,

Una vez visto que el diazéxido revertia el efecto estimulador de la gliclacida sobre
la captacion de glucosa por el musculo esquelético, disefiamos otro esperimento, en el cual
ambas drogas se afiadfan a la vez en el medio de perfusién. De esta manera podriamos ver
si el diazoxido bloqueaba o imped{a la accién de la gliclacida sobre la captacién de glucosa

en la perfusion de extremidades inferiores de las ratas,
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PROTOCOLO 2:

DIAZOXIDG {100 17M)

v v v v

L\BJ\SAL ¢' GLICLACIDA {100 ug/mb)

i
[ T T T T T
30 35 15 55 65 75 85 (min)

<_

El efecto estimulador de la gliclacida sobre la captacién de glicosa por ¢l musculo
esquelélico disminuy6 aproximadamente en un 80% cuando el diazéxido se afiadié en el

medio de perfusién antes que la sulfonilurea (Figura 13).
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Figura 13, Captacion de glucosa por las extremidades inferiores en ausencia y presencia de
diazdxido combinado con gliclacida o gliclacida sola. El diazéxido (100 pM) se afiadi6é cada 10
minutos en ¢l medio de perfusion, mientras que la gliclacida (100 gg/ml) se afiadio en el min 35.
Los resultados representan la media:£EEM de 8 experimentos. * p <0,05 vs basal; ** p <0,05 vs
diazdxido+gliclacida.
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La captacion basal de glucosa no se modificd en presencia del diazéxido (Tabla VII),

tampoco se modificd la presion arterial manteniéndose a 100 mm Hg durante el tiempo que

duré la perfusion, El efecto inhibitorio del diazéxido sobre la captacién de glucosa inducida

por gliclacida fue transitorio, durando aproximadamente 10 minutos,

Tabla V1L. Efecto del diazéxido sobre la captacién basal de glucosa y estimulada por gliclacida
en el misculo esquelético, Los datos se muestran como media +EEM; el mimero de ensayos

aparece entre paréntesis,

BASAL | ESTIMULQO | INCREMENTO
pmol/g/h pmol/g/h pmol/g/h P vs basal
GLICLACIDA 100 pg/ml | 3,3+0,4 6,14:0,4 2,84+04 < 0,001
(n=8§)
GLICLACII_)FA 100 pg/ml
(n=8)
DIAZOXIDO 100 uM 3,84-04 4,2+40,3 0,44:0,2 n.s.
(n=4)
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1.5 EFECTO DEL DIAZOXIDO SOBRE LA CAPTACION DE GLUCOSA ESTIMULADA
POR INSULINA EN EL. MUSCULO ESQUELETICO.

Una vez visto que el diazéxido impedfa que la gliclacida estimulara la captacion de
glucosa por el misculo esquelético, estudiamos el efecto de la insulina sobre la captacién
de glucosa en presencia de diazéxido. Aunque el mecanismo de accion de la insulina se sabe
que comienza por la interaccion de la insulina con su receptor de membrana, disefiamos este
experimento para descartar que el diazéxido, de alguna manera pudiera influir sobre la
captacion de glucosa y conducirnos a interpretaciones equivocas respecto a los datos
obtenidos con gliclacida,

Las condiciones del ensayo fueron las mismas que en el apartado anterior (protocolo
D), asi el diazéxido se afiadié en los minutos 30, 45, 55, 65 y 75 pero en el minuto 35
pusimos insulina 10 M cn el medio de perfusion, en vez de gliclacida.

La accidn de la insulina a la concentracion 10° M fue similar en ausencia y
presencia de diazéxido (5,64-0,7 vs 4,7£0,5 pmol/g/h, n.s.). El efecto estimulador de la
insulina no fue alterado por la presencia de diazéxido 100 uM en el medio de perfusién
(Figura 14),
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Kigwea 14, Captacion de glucosa por las extremidades inferiores en ausencia y presencia de
diazéxide combinado con insuling. Los datos representan la media-£EEM de 5 experimentos para
el diaz6xido (100 pM) y la insulina (10 M), y de 11 experimentos para la insulina sola (10° M);
* p<0,05 vs basal.
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1.6. TRANSLOCACION DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA GLUT4.

Como hemos visto en la introduccion el transportador GLUT4 se desplaza a la
membrana plasmatica en respuesta a un estimulo con insulina. Para ver si el aumento en la
captacion de glucosa en el musculo esquelético en respuesta a gliclacida se correspondia con
un aumento de GLUT4 en la membrana plasmadtica, se aislaron las fracciones subcelulares
(membranas plasmaticas y de los microsomas) en las que se midié el contenido del
glucotransportador mediante Western-blot con un anticuerpo policlonal especifico contra el
extremo carboxi-terminal del GLUT4.

Para ver la especificidad del anticuerpo anti-GLUT4 se realizaron estudios de Dot-
blot usando como controles positivos tejido muscular y adiposo, asi como la linea celular
3T3-L1 diferenciada a adipocitos. Como controles negativos se utilizaron tejido hepatico y
la linea celular 3T3-L1 previa al proceso de diferenciacion.

Se comprobo (Fotografia 5) la especificidad del anticuerpo en misculo y adiposo que
expresan el glucotransportador GLUT4, mientras que en el tejido hepatico no se detecté la
proteina. En fibroblastos pertenecientes a la linea celular 3T3-L1 no se detect6 la presencia
del transportador GLLUT4, apareciendo su expresion tras la diferenciacion celular momento

en el que las c€lulas adquieren fenotipo adipocitario.

Fibroblastos  Preadipocitos Biindo Muisculo Adiposo

L . 9

Fotografia 5. Andlisis por Dot-blot de la especificidad del anticuerpo anti-GLUT4. Se emplearon
5 pg de proteinas de muestras de fibroblastos 3T3-L1, adipocitos 3T3-L1, homogenados de higado,
musculo y tejido adiposo que fueron fijadas a una membrana de nitrocelulosa mediante vacio.
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El contenido de GLUT4 en fracciones subcelulares se midio en los musculos
gastrocnemius de ratas perfundidas en ausencia y presencia de gliclacida a la concentracion
de 300 pg/ml, en presencia de cantidades crecientes de insulina (10° y 107 M) y de la
combinacion de gliclacida (300 ug/ml) e insulina 10° M.

En la fotografia 6 se observa la distribucion subcelular de la isoforma GLUT4 frente

a diferentes estimulos en el musculo esquelético.

A B

Insulina (M) Glic+ = Glic Insulina (M) Glic+  Glic
Basal 10 107 Insul 300 yg/ml  Basal 10" 107 Insul 300 ug/mi

Mr x 107

49,5 Kda had & o ."“

PM LDM

Fotografia 6. Analisis por Western-blot de GLUT4 en fracciones subcelulares de miisculo
esquelético. 1.os musculos gastrocnemius se extrajeron de ratas perfundidas en situacion basal y
después de estimulos con gliclacida (300 wg/ml), insulina (10° 6 107 M) y gliclacida (300 pg/ml)
e insulina (10° M). Panel A) Membranas plasméticas (PM), Panel B) Microsomas de baja densidad
(LDM).

La densitometria revel6 (Tabla VIII) que la gliclacida promovi6é el movimiento del
transportador GLUT4 desde un compartimento intracelular a la membrana plasmatica. Asi,
frente a un estimulo de gliclacida a la concentracion de 300 pg/ml la fraccion de membranas
plasmaticas contenia dos veces mas GLUT4 que en situacion basal. Esto mismo sucedi6 en
los musculos que habian sido extraidos de ratas perfundidas con insulina a la concentracion

de 10° M, en los que la cantidad de GLUT4 presente en la membrana era el doble que en

73



RESULTADOS

situacion basal (musculos extraidos de ratas perfundidas en ausencia de gliclacida o de
insulina). Sin embargo en respuesta a un estimulo de insulina a concentraciones
supralisiologicas (107 M) o de la combinacion de gliclacida (300 pg/ml) mas insulina (10
M), se produjo una gran translocacién del glucotransportador, apareciendo distribuido
aproximadamente el 50% en la membrana plasmética y el otro 50% en las fracciones
microsomales. Ln estas siluaciones la cantidad de GLUT4 presente en la membrana

plasmdtica era tres veces superior a aquella encontrada en ausencia de insulina o gliclacida
(Fipura 15).

Tabla VL. Contenido del transportador GLUTY en las membranas plasméticas y en los
microsomas de baja densidad. 1os datos representan el porcentaje de unidades arbitrarias de cada
fraceidn respecto del total (correspondiente a la suma de las unidades arbitrarias obtenidas en la
fraccion PM y en la LDM). Los datos estén expresados como la media4-desviacion estandar de
cuatro experimentos para cada grupo; * p<0,05 vs PM basal, ** p<0,05 vs LDM basal,

BASAL | GLICLACIDA | INSULINA | GLIC 300 ug/mi | INSULINA
300 pg/ml 10° M INSUL 10° M 10" M
PM 1415 35 10% 35:£9% S3L7* S3L9%*
L.DM 8646 054 [ 1% 65 o 9 47 £ 6%* 47 £ 9%*
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Figura 15, Kfecto de la gliclacida sobre la transiocacion del glucotransportador GLUTH,
Media:EEM de cuatro experimentos, * p<0,05 vs basal, ** p< 0,05 vs insulina 107 M y vs
gliclacida (300 pg/ml) ¢ insulina (10 M). Panel A) Distribucién subcelular de GLUT4 en las
membranas plamiticas, Panct B) Distribucién subcelular de GLUT4 en los microsomas de baja
densidad.
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Para comprobar la pureza de las fracciones se usé la actividad ouabaina Na*/K*
ATPasa como marcador de 1a [raccién enriquecida con membranas plasmaticas (PM),
mientras que la actividad UDP-galactosil ransferasa sirvié de marcador para los
microsomas de baja densidad (LDM).

La actividad ouabaina Na*/K* ATPasa fue tres veces superior en las fracciones
enriquecidas con membranas plasmaticas que en las fracciones enriquecidas con microsomas

de baja densidad (Tabla 1X).

Tabla IX. Actividad enzimdtica ouabaina Na*/K* ATPasa de las fracciones enriquecidas con
membranas plasmdticas y con microsomas de baja densidad de los diferentes grupos estudiados.
Los datos se expresan en nanomoles de fastoro inorgdnico liberado por minuto y por miligramo de
protelna y representan la media £ BEM de cuatro experimentos para cada grupo. *p<0,05 vs LLDM,

BASAL sLICLACIDA INSULINA | GLIC 300 pg/ml | INSULINA
300 pg/ml 10°M INSUL 10° M 107 M
PM BdA-17* 914 13* 814 13* 87+21%* 74 + 6%
LDM 205 40+8 3942 3047 3043

Aungue hubo oscilaciones en Ia actividad Na™/K* ATPasa en las PM de los diferentes
grupos no hubo diferencias significativas entre ellas, Lo mismo ocurrié con las LDM de [os cinco
grupos estudiados, asf la actividad Na*/K"* ATPasa fue similar.

i la figura 16 se representa la actividad Na*/K* ATPasa de las dos fracciones que

contenian el GLUT4, asf como el homogenado del que se partio.
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Figura k6. Caracterizacion enzimdtica de las membranas plasmdticas. Actividad Na*/K* ATPasa
en las fracciones subeelulares obtenidas de misculos de ratas perfundidas con gliclacida (300
pg/ml). Los datos se expresan como la mediad:EEM de cuatro experimentos; * pP<0,01 vs PM,
P <0001 vs PM, *** n<0,05 vs LDM.

La actividad UDP-galactosil transferasa fue aproximadamente dos veces superior en
las fracciones enriquecidas con microsomas de baja densidad que en las fracciones
enriquecidas con membranas plasmdticas (Tabla X). Asf la galactosa transferida a

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

que en las PM,

77



RESULTADOS

Tabla X. Actividad enzimdtica UDP-galactosil transferasa de las Jracciones enriquecidas con
membranas plasmdéticas y con microsomas de baja densidad de los diferentes grupos estudiados.
Los datos se expresan en nanomoles de lactosaming formada por minuto 'y por miligramo de
prateina y representan la media4-EEM de cuatro experimentos para cada grupo. *p <0,05 vs PM.

BASAL GLICLACIDA INSULINA | GLIC 300 gp/ml | INSULINA
300 pg/ml 10° M INSUL 10° M 107 M
Pivi 3,5+1,3 4,040,9 3.44:0,1 3,1+0,3 2,940,3
LDM 0,84 1,6% 7,941,8% 7,540,9* 7,840,4% 7,5+0,4%

Aunque hubo oscilaciones en la actividad UDP-galactosil transferasa en las
fracciones enriquecidas con LDM de los diferentes grupos no hubo diferencias significativas
entre cllas. Lo mismo ocurrié en las fracciones enriquecidas con PM de los cinco grupos
estudiados, asf la actividad UDP-galactosil transferasa fue similar,

ln la figura 17 sc representa la actividad UDP-galactosil transferasa de las dos

fracciones que contenfan el GLUT4, asi como el homogenado del que se partié.
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Tigura [7. Caracterizacion enzimdtica de las fracciones enviguecidas con microsomas de baja
densidad. Actividad UDP-galactosil transferasa en el homogenado y en las fracciones subcelulares
obtenidas de mwdsculos de ratas perfunclidas con gliclacida (300 pg/ml). Media+EEM de cuatro
experimentos; * p<0,05 vs LDM.,
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2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GLICLACIDA EN RATAS
DIABETICAS POST-ESTREPTOZOTOCINA.

2.1 RATAS MACHO WISTAR DIABETICAS POST-STREPTOZOTOCINA
MANTENIDAS CON CICLO DE LUZ/OSCURIDAD DE 12 HORAS.

Dado que las sulfonilureas se usan en el tratamiento de la DMNID, estudiamos el
cfecto que produca la gliclacida sobre la captacién de glucosa por el nuisculo esquelético
administrada durante 12 dias en ratas diabéticas post-estreptozotocina.

Estc modelo de diabetes inducido por administracién de estreptozotocina es un
modelo interimedio entre la diabetes mellitus tipo 1 y la diabetes mellitus tipo II. La
estreptozotocina destruye gran parte de las células 8-pancrefticas, pero no todas, ademés
provoca insulinorresistencia en los tejidos periféricos de accién de la insulina, entre ellos
cn el misculo esquelético.

Tres dfas después de la administracién de estreptozotocina, se comprobé la induccién
de diabetes por andlisis de 1a glucemia y tras seleccionar a las ratas que tenfan niveles de
glucosa en sangre superiores a 200 mg/dl e inferiores a 400 mg/d, se siguieron cuatro
modalidades de tratamiento: ratas diabéticas sin tratar (Grupo G), ratas diabéticas tratadas
con gliclacida (Grupo G), ratas diabéticas tratadas con insulina (Grupo 1) y ratas diabéticas
tratadas con gliclacida e insulina (Grupo G+1).

Tras los 12 dfas de seguimiento, las ratas diabéticas sin tratar perdieron peso (peso
final 9644 % del inicial), las tratadas sélo con gliclacida mantuvieron peso (peso final
H00+5 % del inicial), las tratadas s6lo con insulina ganaron peso (peso final 11844 % del
inicial) y las tratadas con insulina y gliclacida ganaron peso (peso final 121+2 % del
inicial), La ganancia de peso en el grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina fue similar
a la de las ratas tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina. Las ratas del Grupo G+1
y las ratas del Grupo [ tuvieron un peso final significativamente superior (p<0,001) que
el de las ratas del Grupo G o del Grupo D.
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2.1.1 NIVELES SERICOS DE GLUCOSA

A o largo del tratamiento se realizaron determinaciones de glucemia cada dos dias
a todos los grupos de ratas diabéticas post-STZ estudiadas. El dia de la perfusion, tras i4
horas de ayuno, también se determinaron los niveles de glucosa en sangre.

Las ratas diabéticas sin tratar (Grupo D) tuvieron niveles individuales medios de
glucemia post-prandial a lo largo de los 12 dias de seguimiento entre 312 y 400 mg/dl, las
ratas diabéticas (ratadas con gliclacida (Grupo G) wvieron niveles individuales medios de
glucemia a lo largo de los 12 dias de tratamiento entre 219 y 400 mg/dl. Las ratas
diabéticas traladas con insulina (Grupo I) recibieron una dosis diaria de insulina NPH
subcutdnea de 5,140, 1 unidades a las 8 p.m. y vieron unos niveles de glucemia a lo largo
del tratamiento entre 129 y 218 mg/dl. Las ratas diabéticas tratadas con insulina y gliclacida
(Grupo G+1), recibieron una dosis diaria de insulina NPH subcuténea de 5,3 +0, 1 unidades
alas 8 p.m. y dos dosis diarias de gliclacida de 5 mg/kg a las 9 a.m. y a las 8 p.m. Los
niveles individuales medios de glucemia de las ratas del Grupo G-I a lo largo del
(ralamiento estuvieron entre 138 y 224 mg/dl.

Se han utilizado los resultados obtenidos en el estudio previo de perfusién de
extremidades inferiores de ratas macho Wistar normales n=11) de 180 g de peso para
compararlos con los datos obtenidos en las ratas diabéticas. En la Tabla X1 se muestran las
glucemias obtenidas a lo largo del tratamiento y en el dia en que se realizé la perfusién de
extremidades inferiores.

Las ratas del Grupo G tuvieron unas glicemias a lo largo del tratamiento
significativamente inferiores (p <0,01) que las de las ratas diabéticas sin tratar, El dia de
ta perlusion presentaron unos niveles de glucosa en sangre més bajos (p < 0,05) que los de
las ratas diabéticas no tratadas.

Las glucemias a lo largo del tratamiento fueron inferiores en las ratas del Grupo
G-I con respecto a las ratas del Grupo I, aunque no alcanzaron diferencias significativas
(p>0,05). El dia de la perfusién los niveles séricos de glucosa (tras 14 h de ayuno y de la
daltima dosis de gliclacida, y habiendo suprimido la dosis de insulina del dfa anterior) fueron

similarcs en las ratas del Grupo [y en las del Grupo G+,
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Las ratas del Grupo G+1 tuvieron unas glucemias en ayunas (dia de la perfusion)

similares a las glucemias obtenidas en ayunas en las ratas no diabéticas (Grupo C).

Los niveles de plucemia a lo largo del tratamiento y los del dia de la perfusion

tueron significativamente inferiores (p<0,001) en las ratas tratadas s6lo con insulina o con

insulina y gliclacida en comparacion con las ratas diabéticas post-STZ no tratadas o tratadas

sdlo con gliclacida.

TABLA X1. Niveles séricos de glucosa en los cinco grupos de ratas estudiadas. Glucemias (mg/dl)
obteniddas a lo targo de los 12 dias de tratamiento (dfas 0-12) y en el dia en que las ratas fueron
perfundidas (dfa 13). Los resultados representan fa media = EEM, el ndmero de determinaciones
aparece entre paréntesis; * p<0,01 vs Grupo C; #* p< 0,05 vs Grupo C,

DIA 0-12 DIA 13
GRUPO D 358 4:9%* 3624 14%*
(70) (1)
GRUPO G 30941 1* 2024 11*
(82) (10)
GRUPO I 194 - 10* 139418
(106) (1)
GRUPO G+1 173 4 10%* 10248
(103) )]
GRUPO C 109-3 100 4:6
(n=17) n=§)
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2.1.2 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 disminucion de la glucemia después de tratamientos crénicos con
sulfonilureas.

A las 72 I de la inyeccion de estreptozotocina (justamente el dia de inicio del
tratamiento) los niveles séricos de insulina fueron similares en los cuatro grupos de ratas
diabéticas estudiadas (Tabla XII). En el dia de la perfusién (iras 14 h de ayuno), las
concentraciones séricas de insulina fueron similares en los cuatro grupos de ratas diabéticas

(tratadas o sin tratar) y en el grupo de ratas no diabéticas.

TABLA X11. Niveles séricos de insulina en el dia de inicio del tratamtiento y en ¢l dia de la
perfusion de extremidades inferiores. La concentracién de insulina se expresa en ng/mi.
Media L EEM, El nimero de ensayos aparece entre paréntesis.

DIA 0 DIA 13

GRUPO D 0,5--0,1 0,5+0,1
(6) (6)

GRUPO G 0,7+0,1 0,640,1
(9) )

GRUPO 1 0,540,1 0,5+0,2
) (9)

GRUPO G +I1 0,540,1 0,5+-0,1
&) )]

GRUPO C - 0,74-0,1
(11
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2.1.3 CAPTACION DE GLUCOSA POR LAS EXTREMIDADES INFERIORES.
Una vez finalizados los doce dias de tratamiento Ias ratas diabéticas post-STZ fueron
perfundidas para medir la captacién muscular de glucosa en ausencia (captacién basal) y en

presencia de cantidades crecientes de insulina (10° y 107 M).

Captacion basal de glucosg

La captacién basal de glucosa fue similar en los tres grupos de ratas diabéticas
tratadas (Grupo G, Grupo I, Grupo G-+1I), mientras que en el grupo de ratas diabéticas no
tratadas (Grupo D) fue significativamente inferior (p<0,01) respecto a los tres grupos

anteriores (igura 18).

-

ClGrupo € (11)
AGrupo G+l (9)
darupo i (11)
[(Grupo G (10)
W Grupo D (i1}

NN

Figura 18. Captacién basal de glucosa por las extremidades inferiores. Tras los 12 dias de
tratamiento las ratas diabéticas post-STZ fueron perfundidas en ausencia de insulina (situacion basal)
durante 30 min. Los datos representan la media+EEM. El ndimero de ensayos aparece entre
paréntesis; * p<0,01 vs Grupo C,
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En comparacién con la captacién basal de glucosa por las extremidades inferiores
del grupo de ratas no diabélicas, los tres grupos de ratas diabéticas tratadas no presentaron

diferencias significativas, mientras que las no tratadas tuvieron un valor significativamente
inferior.

A la conceniracién de insulina 10° M, las ratas del Grupo D presentaron una
captacién de glucosa similar a la de las ratas del Grupo G. Las ratas diabéticas tratadas con
insulina tuvieron una captacién 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 captacién de glucosa
superior (p<0,05) a la de los otros ires grupos de ratas diabéticas. Al comparar la
captacién de glucosa estimulada por insulina 10° M por las extremidades inferiores del
grupo de ratas no diabéticas (Figura 19), s6lo las ratas diabéticas tratadas conjuntamente con
insulina y gliclacida presentaron un valor similar, mientras que los otros tres grupos de ratas
diabéticas tuvieron un valor medio significativamente inferior (p<0,05).

Cuando los valores de la captacién basal de glucosa fueron sustrafdos de los valores
obtenidos en presencia de insulina 10° M, observamos que el incremento obtenido en
presencia de concentraciones fisiolégicas de insulina (10° M) fue similar en las ratas
diabéticas sin tratar, en las tratadas con gliclacida y en las tratadas sélo con insulina. Sin
embargo, el incremento fue significativamente mayor (p<0,01) en las ratas tratadas con
gliclacida e insulina con respecto a los otros tres grupos de ratas diabéticas post-STZ. Las
ratas del grupo G-+I presentaron un incremento en la captacién de glucosa estimulada por
insulina 10 M similar al obtenido en el grupo de ratas no diabéticas (Grupoe C).
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Figura 19. Captacion de glucosa estimulada por insulina 10° M en el miisculo esquelético, Tras
30 min de captacion basal las extremidades inferiores se perfundieron otros 30 min con insulina 10°
M. Media-LEEM; * p<0,01 vs Grupo C y vs Grupo G+I,

En la figura 20 podemos observar que a la concentracién de insulina 107 M, la
captacion de glucosa por las extremidades inferiores en las ratas del Grupo D fue inferior
(p<0,05) a la de las ratas diabéticas tratadas con gliclacida, asf como a Ia de las ratas
diabéticas tratadas con insulina y a la de las ratas diabéticas tratadas con insulina y
gliclacida. Las ratas diabéticas tratadas con gliclacida presentaron una captacién de glucosa
similar a la de las ratas del Grupo I e inferior (p<0,05) a la de las ratas del Grupo G+1.

Las ratas tratadas con insulina presentaron una captacidn de glucosa menor (p<0,05) que
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la de las ratas tratadas con insulina--gliclacida. Al comparar estos resultados con los de la
captacion de glucosa estimulada por insulina 107 M en el grupo de ratas no diabéticas, sélo
las ratas diabéticas tratadas con insulina-+gliclacida presentaron valores similares, mientras
que los otros tres grupos de ratas diabéticas tuvieron valores inferiores (p < 0,05).

El incremento sobre la captacion basal obtenido cuando las ratas fueron perfundidas
con concentraciones suprafisioldgicas de insulina (107 M) fue significativamente superior
(p<0,05) en las ratas del grupo C con respecto a las ratas del grupo D, del grupo G y del
grupo 1. S6lo las ratas diabéticas tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina tuvieron
un incremento similar que el de las ratas diabéticas no tratadas (Grupo C).

[in la tabla XIII podemos observar tas captaciones de glucosa obtenidas en ausencia
y presencia de insulina, asi como los incrementos, en los cuatro grupos de ratas diabéticas

post-S'TZ y en ¢l grupo de ratas no diabéticas (Grupo C).

Tabla XIN. Captacién de glucosa por las extremidades inferiores en las ratas diabéticas post-STZ
Y en un grupo de ratas no diabéticas. Media3-EEM; Grupo D (n=11}, Grupo G (n=10), Grupo
1 (n=11), Grupo G+1 (n=9), C (n=11); * p<0,0l vs Grupo C; ** p<0,05 vs Grupo C,

Basal | Ins 10° M | Incremento | Ins 107 M | Incremento

GRUPO D ,34:0,2% | 4,740,8*% 3,440,4* 7,040,6* 5,740,6*
GRUPO G 2,84+0,3 5,6:£0,3* 2,8+£0,3* 9,240,6* 6,54:0,7*
GRUPO 1 3,34+0.2 6,4+0,5% 3,140,5% 10,240,7¢ | 6,8:4:0,7%*
GRUPO G++1 3,44:0,3 9,0+0,6 5.640,6 12,040,4 8,8+0,5
GRUPO C 3,640,2 9,2+0,6 5,6+0,7 13,440,9 9,841,0




RESULTADOS

14 T

12. 1
Lo A I ClGrupo € (11)

FAGrupo G+l (9)
[(Grupo | (11)
[Z1Grupo G (10)
W Grupo D (11)

Captacién de glucosa (umol/g/h)

\\- ,

)

Figura 20. Captacién de glucosa estimulada por insuling 107 M en ef miisculo esquelético. Las
extremidades inferiores fueron perfundidas durante 90 minutos. Tras 30 min de perfusion basal, las
extremidades se perfundieron con insuling {0 M, y en el minuto 60 se afiadié insulina 107 M en
el medio de perfusion, manteniéndose durante otros 30 min, Los resultados se expresan como
media£EEM. El ndmero de veces apatece entre paréntesis; * p <0,01 vs grupo C; ** p <0,05 vs
Grupo G; *** p<0,01 vs Grupo L.
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2.1.4 UNION DE LA INSULINA A SUS RECEPTORES DE TEJIDO MUSCULAR

Para conocer si el efecto de la gliclacida sobre la captacién de glucosa estaba
mediado a través del receptor de insulina, estudiamos la unién de la '"*I-insulina a los
receptores parcialmente purificados de los mdsculos gastrocnemius de los cuatre grupos de
ratas diabéticas.

En la Figura 21 se muestran las curvas de competicién de la unién de insulina para
los receptores de musculo esquelético de las ratas diabéticas post-STZ. Podemos apreciar
como a concentraciones traza de "**I-insulina (0,01 ng/ml), 1a unién que presentan los cuatro
grupos de ratas diabéticas es similar (Tabla XIV). Ademds, estas curvas que muestran el
desplazamiento de la '"*I-insulina unida por concentraciones de insulina fria, presentan una
forma similar en los cuatro grupos estudiados. A partir de ellas y por célculo geométrico,
se ha determinado la afinidad aparente de los receptores de insulina, es decir, la
concentracion de insulina que desplaza el 50% de la mixima unién especifica (EDy); la

afinidad aparente resultd ser similar en los cuatro grupos de ratas diabéticas post-STZ

Tabla XIV, Pardmetros de unién de lg insulina a los receptores de miisculo de las ratas
diabéticas post-STZ, Bymax: mixima capacidad de unién de los sitios de alta afinidad, B,max:
méxima capacidad de union de los sitios de baja afinidad, Media+EEM, con un n=8 para el Grupo
D, n==7 para ¢l Grupo G, n=7 para ¢l Grupo [y n=0 para el Grupo G-+1.

% Unién Afinidad B, max B, max
especifica aparente (10 M) (101" M)

) LD, (10° M)
GRUIrO D 5.6640,8 1,740,1 0,8+0,1 1,94:0,2
GRUPO G 6,164:0,6 2,1£0,1 1,140,1 2,2+0,3
GRUPO 1 5,240,5 1,7+0,2 1,010,1 2,040,2

GRUPO G+! 6,5+ 1,0 2,240,2 1,140,2 2,0+0,2
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Figura 21. Desplazamiento de lo unién especifica de *I-insulina por concentraciones crecientes
de insulina fria en los receptores de miisculo esquelético de ratas con diabetes post-STZ. La unién
especifica (union total menos union inespectfica) se representa como funcién de la insulina afadida.
Por céleulo geométrico se caleul® el valor EDy, (la concentracion de insulina que desplaza el 50%
de la mdxima union especifica). Media = EEM. En ntimero de ensayos aparece entre paréntesis.

Mediante la representacion de fos datos segiin andlisis de Scatchard (188), se obtuvo
mayor informacién sobre la unién de la insulina a los receptores parcialmente purificados
de musculo esquelético. Como se sabe la representacidn de Scaichard de la unién de la
insulina a sus receptores es curvilinea, indicando que la afinidad de la reaccién no es
uniforme sobre el rango de saturacién, lo que se ha interpretado como que en los receptores
hay dos tipos de sitios de unién, unos de alta afinidad y otros de baja afinidad, con la

existencia de interacciones cooperativas sitio-sitio que influyen en la unién y disociacion de

90



RESULTADOS

la insulina. La representacion de los datos de concentracién de ligando unido/concentracién
de ligando tibre (B/F) frente a Ta concentracidn de ligando unido (B) es curvilinea en todos
los grupos de ratas diabéticas post-STZ (Figura 22). Los receptores de misculo de las ratas
diabéticas (tratadas o sin tratar) muestran una capacidad de unién para los sitios de alta

afinidad (B, max) y de baja afinidad (B, max) similar.
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Yigura 22. Representacién de Scatchard de la union especifica de la insulina a sus receptores
parcialmente purificados de misculo de ratas diabéticas post-STZ. Se ha representado la
concentracion de insulina unida/concentracion de insulina libre (B/F) frente a la concentracion de
insulina unida (B). Los datos representan la media +EEM.,
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2.1.5 ACTIVIDAD TIROSINA QUINASA

Una vez visto que la cinética de unién de la insulina a sus receptores no se
modificaba por gliclacida, y debido a la importancia de la activacion del receptor para
miciar y mediar la transmision de la sefial, estudiamos la actividad tirosina quinasa de los
receptores parcialmente purificados de nuisculo. Para analizar esta actividad empleamos dos
fotoaceptores: la subunidad B del receptor (autofosforilacién) y el sustrato sintético

Glud: Tyrl (fosforilacién exdgena).

Autofosforilacidon del receptor de insuling.

Tras la unién de la insulina a su receptor, uno de los primeros hechos que tiene
lugar es la fosforilacién en multiples residuos de tirosina de la subunidad 6 del receptor de
insulina.

Las medidas cuantitativas de la actividad de autofosforilacién pueden,
polencialmente, ser confundidas por actividades ATPasas que puedan haber copurificado
con ¢l receptor de insulina durante la cromatograffa de afinidad. Para evitar la actividad
ATPasa empleamos en todos los ensayos el nucledtido CTP (500 pM), que es un
antagonista competitivo de las ATPasas y a la vez no es sustrato de la quinasa del receptor
de insulina.

Habiendo excluido de esta forma las posibles interferencias de ATPasas
preincubamos la misma cantidad de receptor de misculo parcialmente purificado (15 ug)
en ausencia y en presencia de insulina 107 M.

in la Fotografia 7 se muestra ta autorradiografia de 1a autofosforilacion del receptor
de insulina en las ratas diabéticas post-STZ. Se puede observar como en presencia de
insulina se produjo un incremento en la cantidad de *P incorporado al receptor de insulina,
La movilidad electroforética del receptor era similar a una protefna de 95.000 daltons de

peso molecular (subunidad B del receptor de insulina)
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Grupo D Grupo G Grupo | Grupo G+
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Fotografia 7. Autofosforilacion de la subunidad f del receptor de insulina de tejido muscular.
Autorradiografia representativa de la autofosforilacion de la subunidad B (en ausencia y presencia
de insulina) de los receptores de musculo esquelético de las ratas diabéticas post-STZ.

Cuando las bandas fueron densitometradas, se observo (Figura 23) que la
incorporacion de gamma-[*’P]-ATP a la subunidad B en ausencia de insulina
(autofosforilacion basal) y la autofosforilacion estimulada por insulina 107 M no fueron
diferentes entre los cuatro grupos de ratas diabéticas post-STZ. Cuando los valores de la
autofosforilacion basal fueron sustraidos de los correspondientes valores medidos en
presencia de insulina 1077 M, obtuvimos que el incremento en la fosforilacion sobre el valor
basal producido por el estimulo de la insulina fue similar en los cuatro grupos de ratas
diabéticas post-STZ.
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Fipura 23. Antofosforilacién de la subunidad f3 del receptor de insulina de tejido muscular de las
ratas con diabetes post-STZ. Los recpetores parcialmente purificados de mdsculo esquelético (135
pg) fueron incubados en ausencia y presencia de insulina 107 M, Los resultados representan la
media+=EEM. El nimero de determinaciones aparece entre paréntesis.

Como deciamos en la introduccién la autofosforilacién del receptor activa la quinasa
intrinseca del mismo hacia otros sustratos. Mediante experimentos realizados in vitro, se ha
comprobado que el receptor puede fosforilar un gran nimero de proteinas, incluyendo

histonas y calmodulina.
Los receptores de insulina de miisculo esquelético de las ratas diabéticas se incubaron
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en ausencia y presencia de insulina 107 M y con el sustrato exdgeno Glud: Tyrl.
Podemos observar (Figura 24) que la fosforilacién basal (producida en ausencia de
insulina) de Glu4:Tyrl no fue significativamente diferente en los cuatro grupos de ratas
diabéticas post-STZ, Lo mismo ocurrid al examinar la fosforilacion de Glu4:Tyrl
estimulada por insulina 107 M. El incremento de la actividad tirosina quinasa sobre el valor

basal inducido por insulina 107 M fue similar en las ratas diabéticas post-STZ tratadas o
sin {ratar.
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Figura 24. Fosforilacién del sustrato Glud:Tyrl por receptores de insulina parcialmente
purificados del iejido muscular de rates con diabetes post-STZ. Los resultados representan la
media+EEM. B! nimero de determinaciones aparece entre paréntesis.
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2.1.6 ANALISIS DEL CONTENIDO TOTAL DEL GLUCOTRANSPORTADOR GLUTA4,

Para estudiar el efecto de la gliclacida sobre el transportador GLUT4, se determind
el contenido total del glucotransportador por analisis de Western-blot utilizando un
anticuerpo policlonal contra la region carboxi-terminal del GLUT4.

Se cuantifico el contenido total del transportador GLUT4 en los musculos
gastrocnemius de los cuatro grupos de ratas diabéticas post-STZ, asi como en un grupo de
ratas no diabéticas (Grupo C).

El tratamiento con gliclacida no modifico el peso molecular del transportador,
observandose en la autorradiografia una banda, cuya movilidad electroforética era semejante
a la de una proteina de 50 Kda de peso molecular, tanto en las ratas diabéticas post-STZ,

como en el grupo control (Fotografia 8).

Control Grupo D Grupo G Grupo | Grupo G +1

Mr x 10°

“ -
S

Fotografia 8. Analisis por Western-blot del contenido total de la proteina transportadora GLUT4
en el musculo esquelético de ratas diabéticas post-streptozotocina y en ratas no diabéticas.
Autorradiografia representativa de los efectos del tratamiento con gliclacida de ratas diabéticas post-
STZ sobre los niveles proteicos de GLUT4 en el musculo esquelético.
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Cuando las bandas fueron densitometradas, observamos (Figura 25) que la
coneentracion del glucotransportador GLLUT4 era significativamente menor (p <0,05) enlas
ratas diabéticas sin tratar que en los otros tres grupos de ratas diabéticas post-STZ tratadas.
Ademds, el contenido total de GLUT4 fue superior (p<0,05) en el Grupo C que en el
Grupo 1), sin embargo no se encontraron diferencias entre €l grupo de ratas no diabéticas
y los otros wres grupos de ratas diabéticas tratadas con gliclacida, con insulina o,

conjuntamente con gliclacida e insulina.
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Figura 25. Efecto de la gliclacida sobre {a concentracion de GLUT4 en el miisculo esquelético.
Se analizo el contenido de GLUT4 en fos mdsculos gastrocnemiug extrafdos de ratas diabéticas post-
STZ yue recibieron diferentes tratamientos durante 12 dlas y en los misculos de ratas no diabéticas
usadas como grupo control, Media EEM; * p<0,05 vs Grupo C,
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2.2 RATAS MACHO WISTAR DIABETICAS POST-STREPTOZOTOCINA
MANTENIDAS CON CICLO INVERTIDO (OSCURIDAD/LUZ) DE 12 HORAS,

Como habfamos observado en el apartado anterior (2.1), las ratas diabéticas post-
S'TZ tratadas con gliclacida ¢ insulina durante 12 dias presentaron una captacion de glucosa
tanto basal como estimulada con insulina (10° ¢ 107 M) similar a la de las ratas no
diabéticas (control). En el grupo de ratas diabéticas tratadas s6lo con insulina la captacién
basal de glucosa era similar a Ia del grupo control, pero la captacién de glucosa estimulada
con insulina, fanto a concentraciones fisioldgicas como suprafisioldgicas, era
signficativamente inferior con respecto al grupo de ratas no diabéticas y al grupo de ratas
diabéticas post-STZ (ratadas conjuntamente con gliclacida e insulina. Aunque las glucemias
a lo largo del tratamiento fueron mds bajas en el grupo G-+1 que en el Grupo I, no
alcanzaron diferencias significativas, a pesar de ello vefamos que la captacién de glucosa
en las ratas diabéticas solo se normalizaba cuando se trataban conjuntamente con gliclacida
¢ insulina,

Para poder conocer si ¢l control glucémico en las ratas diabéticas post-STZ a lo
fargo del tratamiento con gliclacida e insulina era mejor que el de las ratas diabéticas
(ratadas con insuling, se disefid un protocolo de estudio similar al anterior (2.1) pero con
un ciclo de luz invertida (puesto que las ratas comen y son metab6licamente més activas de
noche), para realizar determinaciones de glucemia cuatro veces al dia a lo largo del
tratamiento,

Se indujo diabetes segin el apartado anterior y se siguicron dos modalidades de
(ratamiento durante 12 dfag, asf{ un grupo de ratas diabéticas fue tratado con insulina a las
8 de la mafiana, mientras que otro grupo se traté conjuntamente con gliclacida (5 mg/kg)
dos veces al dia e insulina.

Tras los 12 dfas de tratamiento, las ratas diabéticas tratadas sélo con insulina
ganaron peso (peso final 116--3% del inicial) y las tratadas conjuntamente con gliclacida
¢ insulina también ganaron peso (peso final 110::3% del inicial). El peso final fue similar
en ambos grupos de ratas, Tampoco hubo diferencias con respecto al peso ganado por las

ratas diabéticas con cicio de luz normal del apartado anterior que recibieron el mismo tratamiento,

98



RESULTADOS

2.2.1 NIVELES SERICOS DE GLUCOSA

Ln ambos grupos se realizaron determinaciones de glucemia cuatro veces al dia (8
y 12 de la mafana, 4 y 8 de la tarde). El dia de la perfusion, tras 14 horas de ayuno,
también se determinaron los niveles de ghicosa en sangre.

Las ratas diabéticas post-STZ tratadas con insulina tuvieron rangos individuales
medios diarios de glucemia entre 74 y 240 mg/dl. El rango individual medio diario de
glucosa sérica en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina estuvo entre 63 y 136
mg/dl.

l.os niveles de glucemia a lo largo del tratamiento fueron mas bajos en el Grupo
GA-1 que en el Grupo [ (9845 vs 139415 mg/dl, p<0,05).

Las glucemias obtenidas a lo largo de los 12 dias de tratamiento a las 8 de la mafiana
(12 horas después de la administracién de gliclacida) fueron similares en ambos grupos de
ratas. Sin embargo, los niveles de glucosa en sangre a las 12 de la mafiana (4 horas después
de la administracién de la primera dosis de gliclacida) de las ratas diabéticas tratadas con
gliclacida ¢ insulina fueron significativamente inferiores con respecto al grupo de ratas
diabéticas tratadas s6lo con insulina (Tabla XV). Las determinaciones glucémicas realizadas
el resto del dia (4 y 8 de la larde) fueron similares en ambos grupos.

Las glucemias obtenidas ¢l dia de la perfusién (24 horas después de la dltima dosis
de insuling, tras 14 horas de ayuno, y de la administracién de la dltima dosis de gliclacida)
en ¢l grupo de ratas diabéticas post-STZ tratadas con insulina fueron similares a las
obtenidas en el grupo de ratas diabéticas traladas conjuntamente con gliclacida e insulina
(Grupo 1 = 14523 vs Grupo G+1 = 129412, n.s.)
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labla XV. Niveles séricos de glucosa en las ratas diabéticas. Glucemias (mg/dl) obtenidas a lo
targo de los 12 dfas de ratamiento en las ratas diabéticas mantenidas con ciclo de luz invertido
tratadas con insulina o con gliclacida ¢ insuling. Los datos representan la media +EEM; el ntimero

de determinaciones aparece entre paréniesis.

GRUPO 1| GRUPO G+1 p vs Grupo I

8 a.m. 158435 147410 1.5,
(35) (30)

[2 a.m, 074+ 14 54410 p<0,05
21) (20)

4 p.m, (00415 77--10 LS.
21 (20)

§ p.m, 171424 130+15 n.s.
(23) (20)

Aunque, las ratas tratadas con gliclacida e insulina tenfan unos niveles de glucosa

en sangre muy bajos cuatro horas despiies de la administracién de la gliclacida (12 de la

manana), los niveles de glucemia iban aumentando a lo largo del dia y las ratas superaban

bien la hipogluceniia, por lo que se mantuvo Ia dosis de insulina, para asi poder estudiar

las glucemias de ambos grupos de 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 disminucién de la
plucosa sérica en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina se producia porque
la sulfonilurea estimulaba la secrecion de insulina, o si por el contrario, la disminucién de
la glucemia era debida a efectos extrapancredticos producidos por la gliclacida.

LEl dia de inicio del tratamiento (3 dias después de la administracién de
estreptozotocina) los niveles séricos de péptido C fueron similares en ambos grupos de
ratas. ‘Tampoco sc encontraron diferencias en los niveles de péptido C de ambos grupos

obtenidos el dia en que las ratas fueron perfundidas.

TABLA XVI. Niveles séricos de péptide C en el dia de inicio del tratamicnto y en el dia de la
perfusién de extremidades inferiores. La concentracion de pétido C de las ratas diabéticas tratadas
con gliclacida o con gliclacida e insulina se expresa en pmol/ml. Media:£EEM. El ndmero de
CNSAYOs aparece enire paréntesis.

DIA 0 DIA 13

GRUPO I 0,37+0,08 0,43+0,06
(5) (5)

GRUPO G-+1 0,3140,08 0,31£0,06
(5) ()
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2.2.3 CAPTACION DE GLUCOSA POR LAS EXTREMIDADES INFERIORES,

Una vez finalizados los doce dias de tratamiento las ratas diabéticas post-STZ. fueron

perlundidas para medir la captacion de glucosa en ausencia (captacién basal) y en presencia
de cantidades crecientes de insulina (10° y 107 M),

Captacion basal de glucosa

La captacion de glucosa obtenida cuando las ratas fueren perfundidas en ausencia
de insulina fue similar en los dos grupos de ratas diabéticas (Grupo I, Grupo G+1), ademés
cuando comparamos {a captacién 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).

M Grupo G {11)
FdGrupe G+ (5)
Harupo 1 (8)

Captacion de giucosa (umol/g/h)
\H
s\\\\\ |

Figura 26. Captacién basal de glucosa por las extremidades inferiores. Tras los 12 dfas de
ratamiento Tas ratas diabéticas post-STZ fueron perfundidas en ausencia de insulina (situacion basal)
durante 30 min, Media4-EEM. El nmero de ensayos aparece entre paréntesis.
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La captacion basal de glucosa por las extremidades inferiores de los dos grupos de
ratas diabéticas mantenidas con luz invertida fue similar a Ia obtenida en las ratas diabéticas

mantenidas con luz normal que recibieron tratamiento sélo con insulina o con gliclacida ¢
msulina (apartado 2.1.3)

Capfacién de glucosa estimulada por insuling

A la concentracion de insulina 10° M, las ratas del Grupo I presentaron una
captacion de glucosa inferior a la de las ratas del Grupo G+I. Al comparar la captacién de
glucosa cstimulada por insulina 10® M por las extremidades inferiores del grupo de ratas
no diabéticas, las ratas diabéticas tratadas conjuntamente con insulina y gliclacida
presentaron un valor similar, mientras que las ratas diabéticas tratadas con insulina tuvieron
una captacién de glucosa significativamente inferior (Figura 27).

Cuando los valores de la captacién basal de glucosa fueron sustraidos de los valores
obtenidos en presencia de insulina 10° M, observamos que el incremento obtenido en
presencia de concentraciones fisiolégicas de insulina (10° M) fue inferior en las ratas
diabéticas tratadas s6lo con insulina (p<0,05) respecto a las ratas tratadas con gliclacida
¢ insulina. Las ratas del grupo G+I presentaron un incremento similar al del grupo de ratas
no diabéticas (Grupo C), sin embargo el incremento en la captacién de glucosa obtenido con
insulina a la concentracién 10® M fue significativamente inferior en el grupo de ratas
diabéticas tratadas con insulina con respecto al grupo de ratas no diabéticas (Grupo C).

l.a captacién de glucosa estimulada por insutina (10 M) as{ como el incremento
sobre ¢l valor basal en el misculo esquetético de las ratas del Grupo Iy del Grupo G+I
mantenidas con luz invertida fueron similares a los obtenidos en las ratas diabéticas
mantenidas con luz normal que recibieron {ratamiento sélo con insulina o con gliclacida e

insulina (apartado 2.1.3)
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Figura 27, Captacién de glucosa estimulada por insulina 10° M en el miisculo esquelético. Tras
30 min de captacion basal fas extremidades inferiores se perfundieron otros 30 min con insulina 10?
M, manteniéndose la perfusion otro 30 min. Media £EEM; * p<0,05 vs Grupo G+1, ** p<0,01
vs Grupo C.

Cuando las extremidades inferiores se perfundieron con insulina a la concentracion
de insulina 107 M, la captacién de glucosa por el misculo esquelético en las ratas diabéticas
del Grupo I fue inferior (p<0,05), que la obtenida en las ratas diabéticas tratadas con
gliclacida ¢ insulina. Al comparar estos resultados con los de la captacién muscular de
glucosa estimulada por insulina 107 M en el grupo de ratas no diabéticas (Figura 28), las
ratas diabéticas tratadas con gliclacida e insulina presentaron valores similares, mientras que
las ratas diabéticas tratadas s6lo con insulina tuvieron valores inferiores (p <0.05).

I incremento sobre la caplacién basal obtenido cuando las ratas fueron
perfundidas con concentraciones suprafisioldgicas de insulina (107 M) fue significativamente

inferior (p <0,05) en las ratas del grupo I con respecto a las ratas del grupo G-+1. S6lo las
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ratas diabéticas tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina tuvieron un incremento
similar al de las ratas diabéticas no tratadas (Grupo C).

La captacion de glucosa estimulada por insulina (10 M), asi como el incremento
obtenido a esta concentracién de insulina sobre la captacién basal por las extremidades
inferiores de los dos grupos de ratas diabéticas mantenidas con Iuz invertida, fue similar a
la obtenida en las ratas diabéticas mantenidas con luz normat que recibieron tratamiento sélo

con insulina o con gliclacida e insulina (apartado 2.1.3).

16"
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12 M Giupo C (11)

EAdGrupo G+1 (5)
[DGrupo 1 (5)
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Vigura 28, Captacién de glucosa estimulada por insulina 107 M por las extremidades inferiores.
Las extremidades inferiores fueron perfundidas durante 30 min con concentraciones suprafisiologicas
de insulina (107 M), Media£EEM; * p<0,05 vs Grupo G-+1; ** p<0,01 vs Grupo C.
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En la tabla XVII podemos observar las captaciones de glucosa oblenidas en ausencia
y presencia de insulina, asi como los incrementos, de los dos grupos de ratas diabéticas pos-

STZ y del grupo de ratas no diabéticas (Grupo C).

Tabla XVII. Captacién de glucosa por las extremidades inferiores. Las extremidades inferiores
de los dos grupos de ratas diabéticas post-STZ mantenidas con ciclo de luz invertido se perfundieron
en ausencia y presencia de insulina. Los datos representan la media-+tEEM de 5 determinaciones
para cada grapo, * p<0,01 vs Grupo C.

Basal Ins 10° M | Incremento | Ins 107 M Incremento

GRUPO | 32403 | 58+0,6* | 2,6+0,4* [ 85+0,6* 5,3£0,6%
_GRUPO G+1 || 3,040,4 | 8,0+40,3 5,0+0,4 11,540,6 8,54-0,7
GRUPO C || 3,602 | 9,2+0,6 5,640,7 13,4+0,9 9,8+1,0
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I. EFECTO AGUDO DE LA GLICLACIDA SOBRE LA CAPTACION DE
GLUCOSA EN EL MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS NORMALES.

Como deciamos en la introduccién, los efectos extrapancredticos de las sulfonilureas
han sido estudiados durante mds de 30 afios. Sin embargo actualmente siguen siendo motivo
de controversia.

Se han realizado numerosos estudios sobre los efectos de las sulfonilureas en células
cultivadas para discernir el mecanismo de accitn de estas drogas en situaciones donde la
insulina no csté presente.

En la linea celular miogénica 1.6 se ha observado que una sulfonilurea de segunda
generacién (gliburide) estimula el transporte de glucosa via proteina quinasa C, requiriendo
hueva sintesis de proteinas (194). En miocitos cultivados (BC3H1) se ha visto que las
sulfonilureas incrementan directamente la captacién de glucosa independientemente de la
accién de la insulina (195). En las células musculares L6 se ha referido que tolazamida
(sulfonilurea de primera generacién) no tiene un efecto directo sobre la captacién de glucosa
(107), pero incrementa tanto el contenido total del ghucotransportador GLUT4 como sus
niveles de mRNA (108). En la linea celular adipocitaria 3T3-L1, la tolbutamida estimula
dircctamente ¢l transporte de glucosa, y ademds, incrementa el contenido total de los
transportadores GLUT4 y GLUTI y sus niveles de mRNA (196).

Por tanto, se ha visto que las sulfonilureas tienen un efecto directo sobre la
utilizacion de la glucosa y este efeclo puede ser inmediato o requerir nueva sintesis de
proteinas.

En nuestro estudio hemos visto que la gliclacida, una sulfonilurea de segunda
generacion, estimula la captacidn de glucosa en las extremidades inferiores de ratas

normales. Este cfecto fue inmediato y no requirié la adicién de insulina. La dosis mas baja
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necesaria para producir un incremento significativo en la captacién de glucosa fue 10 pg/ml
y la mitad del méximo efecto se alcanzé con concentraciones de gliclacida entre 25 y 50
pg/ml. La concentracion de gliclacida de 10 ug/ml estd en el rango de los niveles
terapeviticos encontrados en humanos a los que se les ha administrado gliclacida oralmente
(197). Ln este estudio se han usado concentraciones de gliclacida en un rango muy amplio,
hasta 1000 ug/ml, 10 veces superior a la conceniracién terapeitica. La mayorfa de los
investigadores usan concentraciones de sulfonilureas para observar los efectos
extrapancredticos entre 10 y 1000 veces superiores a aquellas necesarias para estimular la
liberacion de insulina. Esta observacién sugiere la presencia de sitios de baja afinidad para
sulfonilureas en tejidos diana de la insulina y/o una disminucién en la sensibilidad de los
tejidos tras el proceso de preparacién para los experimentos i vifro. Por otro lado, es bien
conocido que las sulfonilureas se unen a proteinas plasmaticas (del 88 al 99%), incluida la
albimina. En el medio de perfusién la proporcién de albtimina es del 4%, por lo que la
gliclacida se unird a ella, y se sabe, que sélo la parte libre de la droga (no ligada a
proteinas) tiene actividad biol6gica, por lo que no podemos precisar la concentracién de
droga activa libre.

La gliclacida a la concentracion de 300 ug/ml tiene un efecto sobre la captacion de
glucosa por el muisculo esquelético similar al obtenido con insulina a concentraciones
fisiolGgicas de 10 M,

Ademds de este efecto directo de la gliclacida sobre la captacién de glucosa, en este
estudio hemos observado que la sulfonilurea tiene un efecto aditivo al de la insulina. La
combinacion de gliclacida a la concentracion de 300 ug/ml y la insulina a la concentracién
de 10 M, produjo un incremento en la captacién muscular de glucosa similar al encontrado
con concentraciones suprafisiolégicas de insulina (107 M). En adipocitos 3T3-L.1, se ha
visto un aumento de la captacion de glucosa en respuesta a totbutamida y ademas se observé
un efecto aditivo cuando las células se incubaron con la sulfonilurea y la insulina (113).

Il efecto de la gliclacida y de la insulina sobre la captacién de glucosa en este
sistema de perfusién de extremidades inferiores fue muy rdpido y observamos un aumento
de la captacién de glucosa 5 minutos después de la adicién de las drogas en el medio de

perfusién. Esta falta de retraso en el efecto de Ja insulina debe de estar relacionado con las
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caracteristicas de este sistema, puesto que otros autores han referido también un efecto
rapido de la insulina sobre la captacién de la glucosa en la perfusion de extremidades
inferiores (198,199), También es muy interesante sefialar que la desaparicion de la glucosa
en ¢l medio de perfusién fuera lineal. Aunque aparentemente este hecho no responderia al
conocido efecto masa de la glucosa, consideramos que el rango de concentraciones en el
medio de perfusién después de la introduccién 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 captacién de glucosa por el miisculo
esquelético fue totalmente revertido por diazéxido. Ademds, la presencia del diazéxido en
el medio de perfusion bloqued l1a accién de la gliclacida sobre la captacién de glucosa por
las extremidades inferiores de las ratas. Sin embargo, el efecto estimulador de la insulina
sobre la captacion de glucosa no se modificé por la presencia de diazéxido en el medio de
perfusion. Estos resultados indican que el efecto agudo de la gliclacida sobre Ia captacién
de glucosa por el misculo esquelético es producido por la inhibicion de los canales de K*
ATP dependientes. La adicidn del diazéxido en el medio de perfusién no produjo una
disminucién de la presién del sistema. Se ha referido que en humanos normotensos, la
administracién de diazéxido intravenoso sélo produce una pequefia disminucién en la
presion arterial de aproximadamente 10 mm Hg (200). En las preparaciones de las
extremidades inferiores la presién estuvo entre 80 y 100 mm Hg, indicando una falta de
resistencia vascular, por lo que en estas condiciones experimentales el efecto vascular del
diaz6xido serfa menor. Por otro lado, se ha visto que la administracién de diazéxido i.v.
a pacientes tratados con sulfonilureas no disminuye la presién sanguinea (201).

Los efectos de las sulfonilureas sobre la bomba Na*"/K* ATPasa han sido estudiados
en islotes pancredticos de ratas, y se han obtenido resultados contradictorios, habiéndose
observado tanto un efecto inhibitorio de la bomba Na*/K* ATPasa (202) como una falta
de efeclo en presencia de las sulfonilureas (203). Por otro lado, estd bien demostrado que
las sulfonilureas y el diazoxido ejercen opuestos sobre los canales de K* ATP dependientes
en fas células B-pancredticas.

Los canales de K* ATP dependientes y los receptores de sulfonilureas estdn

funcionatmente unidos. Se ha demostrado la existencia de mutaciones en el gen del receptor
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de sulfonilureas en nifios con persistente hiperinsulinemia e hipoglucemia (136). El receptor
de sulfonilureas tendria, por tanto, un papel central en la regulacién de la secrecion de
insulina. Asi mismo, pudiera ser que mutaciones en los receptores de sulfonilureas en
tejidos diana de la insulina jugaran un papel importante en la insulinorresistencia de la
DMNID,

Se¢ han encontrado sitios de alta afinidad para sulfonilureas en el musculo esquelético
y en el misculo liso (132,133). Puede ser que la accién de la gliclacida sobre la captacin
de glucosa por el muisculo esquelético ocurra a través de los canales de K* ATP
dependientes presentes en el masculo liso (induciendo cambios en el flujo de perfusién en
los tejidos) o bien directamente en los canales presentes en el nisculo esquelético. Sin
embargo, ¢l hecho de no haber observado ningin cambio en la presién del sistema durante
los estudios de perfusion con gliclacida o diazéxido sugieren un mecanismo directo a través
de los canales de K* ATP dependientes del muisculo esquelético,

Iin pacientes con DMNID se ha observado que las sulfonilureas aumentan la
utilizacion de la glucosa estimulada por insulina durante estudios de clamp euglucémico
(102,191,194), En adipocitos aislados se ha observado que las sulfonilureas aumentan el
transporte de glucosa estimulado por insulina, la oxidacién de la glucosa y la lipogénesis,
incrementando la translocacion del glucotransportador GLUT4 a la membrana plasmatica
y estimulando la sintesis de ghucdégeno (205-207).

En nuestro estudio la gliclacida estimula el movimiento del GLUT4 desde un
compartimento intracelular hasta l[a membrana plasmdtica. La pureza de las fracciones
enriguecidas con membranas plasméticas o con microsomas de baja densidad se realizd
determinando las actividades enzimaticas especificas para cada fraccion, En nuestro estudio,
la contaminacion de ambas fracciones obtenidas a partir de homogenados de musculo
esquelético fue similar a la encontrada por Bader y colaboradores en el nuisculo esquelético
(182).

Frente a un estimulo de gliclacida a la concentracién de 300 pg/m! la fraccién de
membranas plasmdticas contenfa dos veces mis GLUT4 que en situacion basal. Lo mismo
ocurrié frente a un estimulo con insulina a la concentracién de 10? M. Estos datos

concuerdan con los resultados obtenidos en la captacion de glucosa por las extremidades
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inferiores de las ratas en presencia de gliclacida (300 pg/ml), donde se alcanzaba un plateau
a dicha concentracién, siendo 1a captacién de glucosa por el musculo esquelético similar a
la obtenida con insulina 10? M. La captacién de glucosa obtenida con insulina 107 M fue
similar a la oblenida con gliclacida (300 pg/ml) junto con insulina (10* M); en estas
situaciones la cantidad de GLUT4 presente en la membrana plasmdtica era similar en los
musculos gastrocnemius que habfan sido perfundidos con insulina séla a la concentracion
de 107 M, o conjuntamente con gliclacida (300 pg/ml) e insulina (10° M). El estudio de
Muller y colaboradores (208) ha referido un efecto estimulador de glimepiride (sulfonilurea
de segunda generacién) sobre el transporte de glucosa en adipocitos aislados de ratas en lo
que se indujo insulinorresistencia por incubacién con altas concentraciones de glucosa ¢
insulina. Esta estimulacién del transporte en presencia de fa sulfonilurea estaba mediada por
la translocacion de los glucotransportadores GLUT4 y GLUTI a la membrana plasmatica
y por el incremento en la actividad intrinseca del GLUT4, debido a una disminucién de su
fosforilacidn,

Ll efecto aditivo de ta gliclacida (300 pg/mi) y de la insulina (10 M) sobre la
captacion muscular de glucosa, se puede relacionar con un aumento del nimero de
(ransportadores en la membrana plasmatica, puesto que en esta sitacién el nimero de
transportadores presentes en la membrana plasmdtica es mayor que cuando en el medio de
perfusion se anadié gliclacida o bien insulina, No podemos saber si este efecto aditivo
ocurre a través de dos vias intracelulares diferentes o bien a través del mismo. Parece que
las sulfonilureas estimulan el transporte a nivel post-receptor, con nuestros datos no
podemos deducir si las sulfonitureas y la insulina, en algdn momento, pueden tener una
camino intracelular comun.

Nuestros resultados apoyan un mecanismo hipotético de accién, en el que las
sulfonilureas actuarian de forma similar (a través de canales de K* ATP dependientes) en
las células B-pancredticas estimulando la secrecién de insulina y en el misculo esquelético

estimulando la utilizacién de la glucosa.
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2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GLICLACIDA EN RATAS CON
DIABETES POST-ESTREPTOZOTOCINA

Las sulfonilureas constituyen los hipoglucemiantes orales mds utilizados en el
tratamiento de la DMNID. Se ha referido que en pacientes tratados con sulfonilureas, con
el paso del tiempo persistian los niveles de glucemia mas bajos, a pesar de que la secrecién
de insulina era similar a la del comienzo del tratamiento; estos datos apoyan el hecho de
que, la accion hipoglucemiante de estas drogas a largo plazo radica fundamentalmente en
un mecanismo extrapancreético.

En nuesiro estudio las ratas diabéticas post-STZ presentaron a lo largo del
tratamiento unos niveles glucémicos més 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 diabéticas post-STZ tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina, o con insulina
sola que en las ratas tratadas sélo con gliclacida. Esta disminucién de la glucosa en sangre
no puede ser explicada por un efecto estimulador de la gliclacida sobre la secrecién de
imsulina, puesto que aunque las ratas diabéticas post-STZ tenian niveles bajos de insulina
sérica, éslos no se modificaron durante los 12 dfas de tratamiento, Otros estudios han
referido que tras tratamientos con sulfonilureas, los niveles de insulina en sangre eran
similares 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 tenfan ia misma
concentracion de insulina en sangre, independientemente de si habian sido tratadas 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 estd disminuida, Otro dato de la insulinopenia relativa de estas
ratas con diabetes post-STZ, es la inadecuada secrecién de insulina en relacién a la
hiperglucemia que presentan.

Por tanto, la disminucién de la giucosa sérica en las ratas diabéticas trataclas con
gliclacida con respecto a las ratas no tratadas, no pude ser explicada por un aumento de la
insulina circulante. Estos resultados apoyan posibles efectos extrapancredticos de la

sulfonilurea.

112



DISCUSION

La disminucién de la glucemia podria ser explicada por una mejor utilizacién de la
glucosa en el misculo esquelético. De hecho, las ratas diabéticas post-STZ tratadas con
gliclacida tuvieron una captacién basal de glucosa similar a la de las ratas normales, y
superior a la obtenida en las ratas diabéticas que no recibieron tratamiento. Ademds, las
ratas diabéticas post-STZ tratadas con la sulfonilurea presentaron una captacién de glucosa
estimulada por concentraciones suprafisiolégicas de insulina (107 M) superior a la de las
ratas diabéticas no tratadas, aunque inferior a la de las ratas normales. S6lo las ratas
diabéticas post-STZ tratadas conjuntamente con gliclacida e insulina tuvieron una captacién
de glucosa (tanto basal como estimulada por insulina) similar a la de las ratas no diabéticas.

Algunos investigadores han referido una disminucién en la utilizacién de la glucosa
por ¢l nuisculo esquelético en ratas diabéticas post-STZ con respecto a ratas no diabéticas
(211). Otros autores han observado que en preparaciones de intestino y pancreas de ratas
diabéticas perfundidas con gliclacida o insulina se produce un aumento de la utilizacién de
la glucosa. Ademads este efecto fue aumentado cuando ambas drogas estaban presentes en
el medio de perfusién (212).

Como ya se ha visto en la introduccién, la insulina inicia sus acciones biolégicas a
través de su unién a la subunidad « del receptor, ello provoca una rapida autofosforilaciéon
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
glucégeno sintetasa muscular en pacientes con DMNID tratados con gliclacida (148). Este
clecto de la gliclacida sobre la actividad glucégeno sintetasa tuvo lugar en ausencia de
cambios en la unién de la insulina a receptores parciaimente purificados o en la actividad
tirosina quinasa del receptor (148).

Estudios en adipocitos aislados han mostrado que las sulfonilureas incrementan el
transporte de glucosa estimulado por insulina, as{ como la oxidacién de la glucosa y la
lipogénesis, sin embargo estos efectos no se acompafian con un aumento de la unién de la
insulina a los receptores aislados de adipocitos, sugiriendo que la accién predominante de
las sulfonilureas sobre la utitizacién de la glucosa en adipocitos ocurre en un nivel posterior

de la unién de la insulina a su receptor (102,1035).
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Bajo nuestras condiciones de ensayo, pudimos comprobar que los receptores de
insulina aislados de los musculos gastrocnemius de las ratas diabéticas post-STZ sin tratar
0 tratadas con gliclacida siguen una cinética de unién semejante, ademds no observamos
diferencias al analizar las caracterfsticas de esta unién, asi ambos grupos de ratas
presentaban valores similares de union especifica y de afinidad. Estos hechos también
fueron observados cuando a los datos de unién de la insulina se les aplicé el andlisis de
Scatchard (188). La representacion que se suele obtener en los estudios de unién de insulina
mediante este andlisis es curvilinea, indicando que la afinidad de la reaccién no es uniforme
sobre ¢l rango de saturacién. En nuestro estudio Lemos obtenido representaciones de
Scatchard curvilineas para la unién de la insulina a los receptores de mdsculo de ratas
diabéticas post-STZ sin tratar o tratadas con gliclacida, presentando valores similares en
cuanto a la méxima capacidad de unién para los sitios de alta y baja afinidad.

En receptores de insulina parcialmente purificados de higado de ratas normales
tratadas con glipicida o tolazamida, se ha visto que la unién de la insulina no se modificaba
por el tratamiento con sulfonilureas (213).

[gualmente, en nuestro estudio no encontramos diferencias en la maxima capacidad
de unién de la insulina, ni en la afinidad aparente de la insulina a los receptores de misculo
de ratas diabéticas post-STZ tratadas sélo con insulina o conjuntamente con gliclacida e
insulina. Por tanto, no encontramos diferencias en la cinética de unién de Ia ®I-insulina a
los receptores parcialmente purificados de misculo esquelético de los cuatro grupos de ratas
diabéticas post-STZ (ratadas o sin tratar.

Algunos trabajos han referido un aumento de la unién de la insulina al receptor en
adipocitos (214) y hepatocitos (215) de ratas diabéticas post-STZ. En el trabajo de Burant
y colaboradores (216) hay un aumento del mimero de receptores de insulina en el miscuto
esquelético de ratas diabéticas post-STZ. El nimero de receptores disminuy6 cuando las
ratas diabéticas fueron (ratadas con insulina,

En nuestro estudio no hemos observado diferencias ni en la unién de Ia insulina al
receptor, ni en el nimero 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 (5104:14 vs 94+6), que las
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diferencias en las glucemias entre nuestros dos grupos de ratas (359-+9 vs 194410).
Ademds, el tratamiento insulfnico recibido por las ratas en nuestro estudio y en el de Burant
fue diferente.,

Estas diferencias también se han encontrado en los estudios realizados en receptores
de insulina parcialmente purificados de musculo esquelético en humanos, as{ hay autores
que sugieren igual nimero de receptores y constante de afinidad para los pacientes con
DMNID 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 disminucién de la unién 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 estudios
la afinidad aparente de los sitios de uni6n para la insulina fue similar en los tres grupos.

Una vez visto que las caracteristicas de unién de la insulina a sus receptores eran
similares en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida y en las no tratadas, estudiamos el
siguiente paso en el mecanismo de accién de la insulina.

Tras la unién de la insulina al receptor se produce un cambio conformacional de la
subunidad o y se activa la enzima tirosina quinasa presente en la subunidad B del receptor
de insulina. La activacién de dicha enzima produce la fosforilacién en residuos tirosina de
la propia subunidad B del receptor de insutina (autofosforilacién); asi como la fosforilacién
de otros sustratos intracelulares, o de sustratos aportados al sistema de ensayo.

Diversos investigadores han demostrado que en pacientes tratados con sulfonilureas
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 utilizacion de la glucosa estimulada por
insulina en el musculo esquelético; este efecto potenciador de la accién de la insulina se
produce en ausencia de cambios en la actividad tirosina quinasa del receptor (148).

Nosotros hemos determinado la actividad tirosina quinasa de los receptores de
insulina parcialmente purificados de miisculo esquelético midiendo la capacidad de
autofosforitacién de Ia subunidad B, asf como la capacidad de fosforilar un sustrato exégeno
(Poli Glu4:Tyrl), tanto en ausencia como en presencia de una concentracién mixima de
insulina (107 M),
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En las ratas diabéticas post-STZ tratadas o sin tratar, no observamos diferencias
significativas en cuanto a la autofosforilacién basal o estimulada con insulina 107 M.
Tampoco se encontraron diferencias en la fosforilacién del sustrato Glud: Tyrl en situacién
basal o en presencia de insulina 107 M, por los receptores de musculo esquelético de los
cuatro grupos de ratas diabéticas post-STZ estudiados.

En adipocitos de ratas se ha visto que la clorpropamida (sulfonilurea de primera
generacion) estimula el transporte de glucosa en ausencia de cambios en la unién de la
insulina y en la actividad tirosina quinasa del receptor (220), por lo que los efectos de las
sulfonilureas sobre el transporte de glucosa deben estar mediados a nivel post-receptor.

Los datos obtenidos en ratas diabéticas insulinopénicas después de la administracién
de estreplozotocina con respecto a la actividad tirosina quinasa en tejidos diana de la
insulina (higado, musculo, adiposo) son contradictorios.

De hecho, algunos trabajos han mostrado una disminucién de la autofosforilacion de
receptores de higado de ratas diabéticas post-STZ con respecto a ratas no diabéticas (215).
El tratamiento insulinico restauré parcialmente estas anormalidades.

En nuestros datos observamos que la autofosforilacién de receptores de misculo en
ratas diabéticas sin tratar fue similar al del grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina.
Ein el estudio de Kadowaki y colaboradores (215) las ratas diabéticas fueron tratadas con
& unidades de insulina NP, mientras que en nuestro estudio la dosis de insulina fue de 5
unidades, también las glucemias alcanzadas por las ratas diabéticas sin tratar fueron m4s
altas en el estudio de Kadowaki. En nuestro estudio, hay que tener en cuenta que los
musculos gastrocnemius habfan sido perfundidos durante una hora con insulina, no podemos
saber si este hecho puede influir en la actividad tirosina quinasa.

Otros estudios han referido una menor autofosforilacién del receptor de insulina
parcialmente purificado de musculo esquelético de ratas diabéticas post-STZ en situacién
basal, sin embargo la autofosforilacion en presencia de insulina fue similar en el grupo de
ralas no diabéticas y en el grupo de ratas control (216),

Otros autores han referido una disminucion en la autofosforilacion del receptor en
el masculo de ratas diabéticas sin tratar con respecto a ratas no diabéticas, sin embargo en

estas ratas diabéticas estaba aumentada la fosforilacién de un sustrato de 170 Kda de peso
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molecular {(IRS-1). El aumento de la fosforilacién de este sustrato en las ratas diabéticas
post-STZ estarfa mediado méds por el hipoinsulinismo que por la hiperglucemia (221). El
tralamiento con insulina revertié este efecto . En este estudio los niveles de insulina sérica
cran superiores en las ratas tratadas con insulina que en las no tratadas. En nuestro estudio
no existieron diferencias en la concentracién de insulina sérica entre las ratas no tratadas
y lag tratadas con insulina.

Otros estudios han sugerido diferencias en la actividad quinasa del receptor
dependiendo del sustrato empleado. De hecho en receptores de higado de ratas no diabéticas
y de ratas diabéticas post-STZ, la fosforilacién exégena estaba disminuida en las ratas
diabéticas post-STZ cuando se usé como fosfoaceptor histona H2b, pero no se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos de ratas en la fosforilacién del sustrato
exdgeno Glud: Tyrl (222).

Otras investigaciones realizadas sugieren que los datos de fosforilacién dispares
encontrados en los receptores parcialmente purificados de musculo de ratas diabéticas,
dependeria ademds del tipo y de la concentracién del sustrato para valorar la actividad
lirosina quinasa, de la severidad del estado diabético, que provocarfa un mayor o menor
dafio metabdlico (223). Estos resultados indican que la actividad tirosina quinasa del
receptor variard segin ciertas condiciones, dependiendo del sustrato empleado (podria ser
un problema de la afinidad de los receptores por los fosfoaceptores) y del mayor o menor
grado de insulinopenia.

En pacientes con DMNID, la disminucién de los niveles de GLUT4 en adipocitos
parece ser la llave de la resistencia a la insulina en ¢l tejido adiposo. Se ha observado una
disminucion de los niveles proteicos del glucotransportador GLUT4 en adipocitos de
pacientes con DMNID y de ratas diabéticas post-STZ (224,225). En ratas con diabetes post-
STZ se ha visto que la disminucion del GLUT4 en adipocitos es restaurada por tratamiento
insulinico (224), Sin embargo, los niveles de GLUT4 y el mRNA son normales en los
muisculos vasto lateral y recto abdominal de sujetos con DMNID, mientras que muchos
grupos e investigadores han observado que el mRNA y los niveles proteicos de GLUT4
estdn disminuidos en el muisculo esquelético de ratas con diabetes post-STZ (226,227), Por

tanto, la repulacion del transportador GLUT4 de nuisculo en diabéticos humanos parece ser
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diferente que la observada en ratas diabéticas post-estreptozotocina.

En ratas diabéticas post-STZ se ha estudiado la regulacién del GLUT4 en diferentes
misculos, y se ha visto que el contenido del transportador disminuye en musculo cardfaco,
en soleo y en los misculos gastrocnemius. Sin embargo se han encontrado niveles normales
de GLUT4 en los miisculos vasto lateral y recto abdominal (228). También se ha visto una
regulacion heterogénea del GLUT4 (tanto en los niveles proteicos como en el mRNA) en
ratas diabéticas post-STZ especifica de tejidos, segin sea misculo cardfaco, misculo rojo
o musculo blanco (229).

En pacientes con DMNID s6lo se ha podido analizar el contenido de GLUT4 en los
musculos vasto lateral y recto abdominal, por lo que los datos anteriores apoyarfan una
regulacion del GLUT4 especifica, relacionada con diferencias existentes en los musculos
segun la composicion de las fibras y/o la diferente inervacién o tonicidad.

Cuando analizamos el contenido total del glucotransportador GLUT4 en el misculo
esquelético de ratas diabéticas 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 encontrados por otros autores (226,227). Ademds, 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 nuisculos gastrocnemius similares a los del grupo de ratas no diabéticas y superiores a
los de las ratas diabéticas post-STZ que no recibieron tratamiento. Otros autores han
referido que la administracién exdgena de insulina a ratas diabéticas post-STZ normaliza
los niveles de GLLUT4 en adipocitos (224) y en el musculo esquelético (228), tal y como
nosotros hemos encontrado en nuestro estudio.

Las ratas diabéticas post-STZ que recibieron tratamiento sélo con gliclacida
presentaron una concentracion proteica del transportador GLUT4 superior a la de las ratas
diabéticas que no recibieron tratamiento, y similar a los otros dos grupos de ratas diabéticas
tratadas y al grupo de ratas no diabéticas.

In 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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recibieron tratamiento con gliclacida, con respecto a otros pacientes que no fueron tratados
con la sulfonilurea. Estos datos no pueden ser comparados con los obtenidos en nuestro
estudio por varias razones: 1) Los modelos diabéticos son distintos, y ya hemos visto las
diferencias existentes en la regulacion del glucotransportador GLUT4 en el misculo
csquelético, 2°) no hay un grupo control para poder ver si existen diferencias en el grupo
de pacientes diabéticos y el grupo de sujetos sanos, 39) el musculo 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 abservado cambios en
los niveles de GLUT4 en este misculo en ratas con diabetes post-STZ (228).

De esta manera, en nuestro estudio observamos por un lado, un aumento del GLUT4
en el misculo de las ratas diabéticas tratadas con gliclacida respecto a las no tratadas y por
otro, que los niveles del GLUT4 de las ratas que recibieron tratamiento con la sulfonilurea
son similares a los del grupo de ratas no diabéticas. Por tanto, el tratamiento con gliclacida
normalizé el contenido total del GLUT4 del muisculo esquelético de las ratas diabéticas post-
STZ. En otro estudio 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 diabéticas 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 tenian la misma
concentracién de insulina sérica una vez finalizado el tratamiento, No obstante, no se puede
excluir que tras la administracién de gliclacida las ratas diabéticas presentaran una mayor
secrecion de insulina, puesto que este posible efecto no se ha determinado.

Algunos autores han referido que la hiperglucemia o los cambios en la homeostasis
de la glucosa regulan el contenido del GLUT4 en el musculo esquelético (227) y en
adipocitos (232). La hiperglucemia podria ser un factor importante en el down regulation
del mRNa y del contenido proteico de los transportadores.

Si analizamos nuestros resultados podemos considerar que la disminucién de la
glucemia en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida respecto a las no tratadas, se produce
probablemente por una mayor utilizacién de la glucosa en el miisculo esquelético, El

aumento en la captacién de la glucosa en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida, puede

119



DISCUSION

ser, producido por un aumento de la translocacion del GLUT4 en el miculo esquelético.
De hecho, en la primera parte de la discusién, hemos referido como la gliclacida promueve
el movimiento del transportador GLUT4 desde el interior celular a la membrana plasmatica.
Otros autores han referido una disminucion de la glucemia en pacientes tratados con
sulfonilureas por descenso de la produccién hepdtica de glucosa.

La disminucion de la glucemia, el aumento de la utilizacién de la glucosa y el efecto
de la gliclacida per se, son factores a tener en cuenta en la regulacion del transportador
GLUT4 en las ratas diabéticas post-STZ que fueron tratadas con la sulfonilurea,

En el muisculo esquelético se ha visto que el nimero de glucotransportadores GLUT1
presentes en la membrana plasmética es normal en la diabetes, pero se ha observado que
en ratas con diabetes post-STZ hay una disminucién del GLUT4 presente en la membrana
plasmdtica con respecto a ratas no diabéticas (233). También se ha referido que en respuesta
a insulina hay menor cantidad de GLUT4 en la membrana plasmitica, aunque la sefial
inductora en respuesta a insulina parece estar intacta y se transloca el mismo nimero de
transportadores desde los compartimentos intracelulares hacia la membrana plamadtica en
ralas con diabetes post-STZ que en ratas normales (233). La disminucién del nimero de
(ransportadores presentes en la membrana plasmadtica podria ser debido, por tanto, a una
disminucién del contenido total del GLUT4, que se iia demostrado que existe en las ratas
diabéticas con respecto a las ratas normales (226,227).

La menor captacion basal de glucosa por las extremidades inferiores de las ratas
diabéticas no tratadas, encontrada en nuestro estudio, podrfa justificarse por un menor
ndmero de glucotransportadores presentes en la membrana plasmética. En las ratas
ciabéticas tratadas con gliclacida, ia captacion basal de glucosa era similar a la de las ratas
no diabélicas, probablemente porque en ambos grupos de ratas existia la misma cantidad
de GLUT4 en la membrana plasmadtica, al tener el mismo contenido proteico de GLUT4.
La captacién de glucosa estimulada por insulina 107 M fue inferior en las ratas diabéticas
no tratadas que en las ratas que recibieron tratamiento con gliclacida, causado de nuevo
posiblemente, por un menor nimero de trasnportadores presentes en la membrana
plasimdtica.

La captacion de glucosa estimulada por insulina (107 M) de las ratas diabéticas
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tratadas con gliclacida fue menor que la obtenida en las ratas normales, dado que la
translocacion del transportador GLUT4 en el misculo esquelético en respucsta a insulina
es similar en estados diabéticos que en estados normales (233), y ambos grupos de ratas
presentaban el mismo contenido proteico total de GL.UT4, la menor captacion de glucosa
estimulada por insulina en las ratas diabéticas tratadas con gliclacida podria deberse a una
disminucién de la actividad intrinseca del transportador.

La adicion de gliclacida al tratamiento insulinico, mejoré las glucemias en las ratas
diabéticas post-STZ, con respecto a las tratadas sélo con gliclacida, De hecho, en las ratas
diabéticas post-STZ mantenidas con ciclo de luz invertido, que recibieron tratamiento
combinado con la gliclacida y la insulina se encontraban hipoglucemicas cuatro horas
después de la administracién de la sulfonifurea, mientras que las ratas diabéticas tratadas
con insulina presentaban niveles de glucemia normales. A ambos grupos de ratas se les
administré misma dosis de insulina exégena (3 unidades), por lo que la adicién de gliclacida
al tratamiento insulinico pudiera necesitar un reajuste de la dosis de insulina para evitar una
bajada excesiva de los niveles de glucosa en sangre.

El tratamiento combinado con gliclacida e insulina normalizé la captacién muscular
de glucosa (tanto basal como estimulada por insulina), En las ratas diabéticas post-STZ que
fueron tratadas con insulina se normalizé la captacién basal de glucosa (al igual que ocurria
en las ratas diabéticas tratadas s6lo con gliclacida), por lo que la adicién de gliclacida al
tratamiento insulinico puede mejorar la insulinorresistencia en el tejido muscular en las ratas

diabéticas post-STZ.
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Estudio del efecto agudo de la gliclacida en ratas normales:

I. La gliclacida tiene un efecto directo (independiente de insulina), inmediato y dosis-

dependiente sobre la captacién de la glucosa por el misculo esquelético.

2. Lil efecto alcanzado con concentraciones altas de gliclacida es similar al producido con

concentraciones fisioldgicas de insulina,

3. La gliclacida a concentraciones elevadas produce un efecto aditivo al de la insulina sobre

la captacién muscular de glucosa.

4. La accion estimuladora de [a gliclacida sobre la utilizacién de la glucosa en el misculo

csquelético se produce a través de canales de K¥ ATP dependientes.

5. La gliclacida estimula la translocacién del glucotransportador GLUT4 desde

compartimentos intracelulares a la membrana plasmética,

Estudio del tratamiento oral con gliclacida durante 12 dfas en ratas con diabetes

post-STZ.:

[. El tratamiento con gliclacida reduce los niveles glucémicos.

2. La gliclacida normaliza la captacién basal de glucosa por el musculo esquelético y mejora

la captacién de glucosa inducida por concentraciones suprafisioldgicas de insulina.

3. La gliclacida no modifica la unién de la insulina a los receptores de insulina parcialmente

purificados de mdsculo esquelético ni tampoco la actividad tirosina quinasa de los mismos.
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4. La gliclacida normaliza el contenido del glucotransportador GLUT4 en el musculo

esquelético.

5. La adicion de gliclacida al tratamiento insulinico mejora el control glucémico alcanzado
s6lo con tratamiento insulinico y normaliza la captacién de glucosa estimulada por insulina

en el misculo esquelético.
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