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CAPITULO 1

Introduccibn y planteamiento de la hipbtesis de trabajo.



El papel fundamental del higado en el metabolismo de los
hidratos de carbono, se inicia con SOSKIN v cols.(l) en 1934,
que pancreatectomizaron perros y sustituyeron el aporte de in
sulina del pancreas, por una bomba de perfusidn intravenosa =
con cantidad constante de insulina y les administré una sobre
carga de glucosa, y los animales no presentaron una curva de
~g1ucémia diabética sino normal. A otrprgrupo de perros norma-
lés, se les extirpb el higado, y se les aportd una‘cantidad -
de glucosa constante endovenosamente, y su pancreas normal po
dia aportar toda la insulina que fuera precisa; presentaba a
pesar de ello curvas de glucemias diabéticas. Fue aclarado de
finitivamente por SOSKIN y cols. (2) en 1938, el papel'hpmqu
tatico del higado en la glucemia, cuando experimentalmente y
por perfusidn hepitica, determind la cantidad de glucosa en -
la sangre que entraba y salfa de este 6rgano; y comprobaron -
que el hizado esti vertiendo glucosa a la sangre, cuando se =~
administra ésta, empieza a retener glucosa; llega un momento
en'que el higado ni la retiene ni expulsa, y pasado éste vuel
ve a verter glucdsa en la sangre, y la glucemia que en el pe-
riodo de inhibicidn habia bajado de las cifras normales se =~

eleva ligeramente sobre su nivel.

A partir de entonces se ha intentado comprender la inti-
midad de estos fendmenos, en que sabemos intervienen no solo
el substrato-glucosa-glucdgeno, sino diversas enzimas y hormg
nas.

En el balance (suma de aportaciones y salidas,gluconeoge
nesis y glucolisis etc.)vamos a considerar las sigulentes fa-
cetes, a fin de comodamente poder tener una idea sintética de

con junto,.

I) Glucosa facilmente retirada y vertida a la sangre;

II) Funciones de almacenamiento:

(1)



1) Glucbgeno. Glucogenogesis y glucogenblisis.

2) Lipogenesis.,

III).~ Otros factores de destruccibn y aporte de glucosa a

tener en cuenta:

1) Glucolisis y gluconeogenesis.,

2) Oxidacidén de la glucosa, que aporta la total - -
energla para las biotransformaciones.

3) Otras vias metabdlicas:
a) Via oxidativa de las pentosas ("shunt" de las

pentosas) . |

b) Via de los glucuronidatos.

De la reciente revisidn muy completa de LEVINE y HAFT ==

(3) tomamos algunos de los datos que se exponen.

I.,- Glucosa facilmente retirada y vertida a la sangre.

a)

b)

Cuando un aporte de zlucosa llega al higado, a partir del

intestino por la via portal, dicha sustancia penetra en la
célula hepitica sin limitacibn, su concentracibén en el agua
celular y extracelular es la misma, Simultaneamente la glu
cosa en el intestino ha puesto en marcha la liberacibén de
hormonas intestinales (glucagbn simil, secretina, gastrina,
pancreocimina, y de un supuesto factor humoral todavia des-
conocido) que induce la liberacidn de insulina por el pan=--

creas.

El primer paso metabblico, que es limitante, es la fosfori-

lizacibén de la glucosa a glucosa-6-fosfato (G-6~P), por ace

cidén de una glucokinasa (cuyo contenido en el higado es de

180aa 360 ml %). |
glucokinasa

Glucosa + ATP - o wemmas  (J=b= p & ADP

Cuando desciende la glucemia, hay una salida de glucosa del

hizado por las sipuientes circunstancilas:

(2)



1) Disminuye el ritmo de fosforilizacibn.

2) La glucosa deriva de la G-6-P por accién de una enzima
especifica G-6-Pasa la salida de glucosa calculada con
glucosa marcada, oscila entre 110 y 225 ml./por Kg./h.
que viene a ser de 8 a 16 grs. de glucosa por hora en
el hombre adulto (4&).

3) Hormonalmente se produce una elevacibén de glucagbn y -
y de U.G.H. |

II.- Funciones de depdsito.,

1) Glucdgeno. Glucogenogenesis. Glucogenolisis.,

El glucbgeno, es un gran polimero de glucosa (peso molecu
luar entre 1-5 millones), su estructura: asemeja a un arbol, es
td formado por restos de =~ glucosa con dos tipos de enlaces
entre los glucosidos, 1:4 y 1:6; el enlace predominante es 1l:4

y en los puntos de ramificacidén hay menores 1:6 (fig.a ).

a) Glucogenolisis,

- Dos enzimas estan involucradas en la ruptura del glucbgeno:
la fosforilasa que ataca los enlaces 1:4 de la parte mas ex
terna de las ramas terminales, que pueden ser transformadas
a un fosfato inorganico y formar asi, =-glucosa-l-fosfato
(G-1-p).

Glucdgeno n + Pi ====== glucosa 1-P + glucdgeno (n-1)

Esta fosforilasa en su forma activa es una fosfoproteina,
que es inactivada si se le quitan sus grupos fosfato, y una -
kinasa cataliza la fosforilizacién de la protelna (y por ello
Ppasa de la forma inactiva a la activa) (fig. c). A su vez la -
kinasa es activada por el monofosfato ciclico de adenosina - -
(CAIP), el cual se produce a partir de ATP por la adenil cicla

Sa.

b) Glucogenogenesis.
Es el proceso opuesto al anterior, por.la adiccibn de resi=-

duos de glucosa por enlaces 1l:4 que es catalizada por la -

- (3)



Fio. 9-6. Estructura del glucégeno. O, restos de glucosa unidos
ror los carbonos 1 y 4; @ , puntos de ramificacién con uniones |
_ en los carbonos 1, 4 y 6. l
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glucogen-sintetasa (que es mas activa cuando ha perdido
sus grupos fosfato, y se inactiva cuando se fosforiliza)
La incorporacidén de glucosa a glucbgeno, es de 40 veces
mis grande que en el control pasados los primeros cinco
minutos (£fig. d).

La insulina favorece la glucogenosintesis.

SHOEMAKER (5) ha calculado que solo el 27% de la glucosa
absorbida en el intestino y depositada en el higado lo -
hace como glucbgeno, y el resto sirve para reemplazar la
salida de glucosa de éste, de 180 ml./Kg./h.

2) Lipogenesis.,

En el organismo hay dos sistemas celulares capaces de ==
transformar la glucosa en Acidos grasos: el higado y el
adiposito.

Ya conocemos bastante bien el proceso lipogénico:

a) El piruvato es oxidado a Acetyl Co A.

b) Acetyl Co A fija un C0y y se transforman en malonil
Co A.

c) E1 malonil Co A. fija un COy que después es perdido en
subsiguientés condensaciones y reducciones para llegar
finalmente al &cido palmitico. El H extra necesario es
provisto por el N.A.D.P.il., que se libera en el llama-

do "ciclo de las pentosas" del metabolismo del G=6-7,

d) Los &cidos grasos son esgerificados por el alfa-glice=-
rofosfato, y se forman trigliceridos (los cuales son
transportados del higado en forma de lipoprotefnas por
la sangre al tejido adiposo, donde una lipasa lipopro-
tefnica los destruye y reestirifica al triglicerido -
dentro de la célula hepitica (JEANRENAUD (7).

I1I.- Otros factores en el balance hidrocarbonado hepético.
Pero no solamente la salida y entrada de glucosa en el hi
gado dependen de estos factores sino que existen otros

(&)



tales:

1) Glucolisis y gluconeogenesis: v
Glucolisis.~ Es la serie de transformaciones que conducen
a la G~=6-P a piruvato lactato o ambos (fig. f). El piruva
to es entonces deecarboxilado oxidativamente a Acelyl=Co-
A, la cual puede llegar a ser fransformada en 002 y H20;~
polimerizada a largas cadenas de &cidos grasos; o trans--
formada en aceto-acetato; esta direccibn desintegrativa =~

es irreversible.,

Gluconeogenesis.~ Se sabe desde hace afios que el higado -
es capaz de sintetizar glucosa a partir de los substratos:
lactado, piruvico, glicerina, &cidos dicarboxilicos, ami-
nodcidos y cadenas de 4cidos grasos; y esto se lleva a ca

bo por una serie de enzimas y as{ tenemos:

a) Que una fosfatasa especifica produce fructpsa-fosfato
(F-6-P) a partir de F 1: 6 P asa.

b) La fosfoenolpiruvato carbokinasa (P.E.P.) cataliza el
paso irreversible P:E.P.=====o0xalacetato, y sirve para
transformar en glucosa cualquier sustancia que entran-
do por la ¥ia porta llega a ser transformada en oxala-

cetato.

c) Aminoicidos como la alanina y también los ladtatos p@g

den entrar en estas vias gluconeogenéticas.

d) Favorecen estas gluconeogenesis la abundancia de subs=-
tratos, cuando la glucoca falta en los alimentos, ta--

les como: acidos grasos y aminodcidos.

En esta gluconeogenesis es muy importante la accibn del
cAMP (EXTON Y PARK) (6), cuyos niveles son descendidos por la
insulina y altera por estos cuatro caminos:

- Incrementando el catabolismo proteico hepético o aminoa

cido.

- Incrementando la lipolisis intrahepéitica.

(5)
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~ Dando estimulo adicional a la formacibén de PEP a par--
tir de oxalato, independienté de incrementar écétyl-cd-
A. v v

- Incrementando la entrada de aminoacidos glucogénicos =~
dentro del higado.

2) Oxidacién.,

Es la destruccidn de glucosa hasta llegar a COp y Hy0o ==
Tiene lugar por el camino: Piruvato---=- Ac CO A === COy en el
ciclo de KREBS, ya que tiene que favorecer todos los requeri--
mientos de energia para los otros metabolismos; pero a pesar -
de ello, es de escasa cuantia, alrededor de 3 gr. de glucosa/h.,

en la fase activa de absorcibén de glucosa.

- 3) Hay otros caminos de transformacién de la glucosa que son =
también importantes para el higado tales: |

- Via oxidativa de los monofosfatos dehexosa, que genera

N.A.D.P.H. , el cual se utiliza en las sintesis de 4ci

dos grasos.

- Via de los glucWronatos, vital para la formacién de los
glucoronidos (que son precios para el metabolismo de la
bilirrubina, conjugacibén e inactivacibén de esteroides,y
d.e toxicacibn de ciertas sustancias ingeridas extrafias

al organismo.

Sirva lo anteriormente expuesto, como una breve pincelada
del importe papel jugado por el higado en la regulacibn del: me
tabolismo hidrocarbonado, que forzosamente debe modificarse =~
cuando el funcionamiento de dicho érgano se altera de forma im
portante, ‘ comclucg,

La cirrosis hepatica es una afeccibn evolutiva, que a la
destruccidn hepitica, tanto anatomopatologica como de los sis=
temas metabblicos de dicho &rgano. Y asi teoricamente,era 1l8gi

co pensar que bien directa o indirectamente surjiera la altera

(6)



cién hidrocarbonada en un determinado momento de su: evolucibn.

Dicha hipotesis se ve confirmada en el acontecer clinico
cotidiano, y asi han sido muchos los trabajos que han intenta
do aportar resultados a la relacibdn: Intolerancia Hidrocarbo-
nada-Cirrosis hepatica. Pero al consultar la bibliografia,nos
encontramos que la mayoria de los autores, con metbédicas di--
versas, criterios diferentes y también con distinto material
de observacidn, han estudiado el problema desde dos angulos =
completamente diferentest

a) Alteraciones del higado en la. .intolerancia hidrocarbo

nada.
b) Intolerancia hidrocarbonada que aparece en el curso -

de las hepatopatfas crénicas evolutivas.,

a) Alteraciones del higado en la intolerancia hidrocarbo
nadas.: Es muy conocido desde antiguo la asociacién

del higado graso y diabetes, siendo la . lesidn hepati

ca secundaria a la disregulacidn hidrocarbonada. Aho-
ra bien, la esteatosis hepitica aparece fundamental=-=-
mente en diabéticos de edad madura, obesos, por lo =
que en algunas estadisticas parece comprobarse, que -
el higado graso, es mas bien tributario de la obesi=--
dad.

Otra afeccidn que ha llamado la atencidn en este sentido,

ha sido la hepatitis virica, y estudios recientes demuestran

que es mas frecuente en diabéticos, que en.la poblacién normal,
SEIGE 'y colbs. (8) v (9).

Y si bien JENSON (10) muestra algo similar en los paclen=
tes de la clinica Jeslin; presenta datos en los que dicha fre-
cuencia va disminuyendo en los {(ltimos diez afios.

Con respecto a la frecuencia de aparicibén de la cirrosis
hepatica en diabéticos; el mismo autor anteriormente citado, =
encuentra que entre los afios 1958 a 1965, se ha incrementado a
0°90% mientras que era solo de 0"407 entre 1941 a 1950, y de -

(7)



y de 0,78% entre 1951 a 1958, Clard estid que ello puede ser =
reflejo del aumento de la cirrosis hepitica en la poblacién =
general, de la cual como esldégico, la poblacién diabética cong

tituye una parte,

b) No obstante a nuestro juicio, resulta;mucho'més interesan~
te el estudio de la;Iﬁtolerancié Hidrocarbonada que”"apa:g
ce" en ei cursb‘evoluﬁivo de las'hépatopatias crénicas, y
fundamentalmente en la Cirrosis hepatica.

Y en este campo ya estamos muy lejos de aquellas afir~
maciones pintorescas, basadas en datos empiricos tales como -
aquellos entre otros: "a medida que se va instaurando uma ci=
rrosis hepatica, va mejorando la diabetes Mellitus", ya que =
desgraciadamente no es asf, pues no solo ésta no mejora, sino
que los autores que en la actualidad se han preocupado del es
tudio de este problema, encuentran en sujetos cirroticos sin
el menor antecedente diabético, que la proporcidn de Intole--
rancia hidrocarbonada, es extraordinariamente elevada..

Bien es verdad, que resulta muy dificil "standardizar' =
los resultados obtenidos por los diversos autores, ya que ‘al
utilizar diferentes criterios clasificatorios, la poblacibn -
no resultaria homogénea; pero de todas formas, llama la aten-
cidén, que un problema tan importante, dado el elevado n@mero
de sujetos afectos, y el aumento de la supervivencia que dia a
dia ée va consiguiendo en tales pacientes, haya sido tan poco
estudiado en los filtimos afios. Y que ello es asi,'lo demuestra
la carencia de criterios existentes en cuanto a clasificacidn
etiopatogenica y analitica se refiere.

Muchas preguntas quedan en la actualidad sin contestar y
creemos que sobre ellas deberian de concentrarse los esfuer--

2083
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1- ; Lo que presenciamos son auténticas diabetes Mellitus?

Cual es el patrbén de secrecibén de Insulina en dichos

N
]
o

pacientes?

Juegan algln papel los factores gastrointestinales,

o
]
[~

que influyen sobre la secrecidn insulinica?

La insulina segrégada por el pancreas del Cirrotico,

S
i
e

presenta la misma actividad biolbgica, que aquella
puesta en circulacidén en el sujeto normal?.
5~ ; Existen determinados factores ajenos al pancreas en=
docrino, que modifican la respuesta de este al esti-
mulo? Y si es asi: |
6~ ;Cuales son?

7= iSon tisulares o plasmaticos?

Algunos autores han estudiado parte de estas interro==-
gantes sefialadas, si bien otras estan todavia sin respuesta, -
mas no ofrecemos en esta primera parte un resumen de lo encon-
trado hasta ahora, pues creemos mas inferesante hacerlo en el
capitulo de los COMENTARIOS, para de esta forma, confrontar -
con ellos nuestros resultados y evitar de esta forma“répeticig
nes tediosas.

Asi pués, y a modo de resumen de las cuestiommes ante=--
riormente planteadas, es necesario identificar el patrbn, si -
es que existe, de la intolerancia hidrocarbonada, para de esta
forma poderlo comparar con aquellos definitorios de otros ti=--

pos de intolerancia ya conocidos entre los cuales figuran:
I- INTOLERENCIA HIDROCARBONADA INFANTO-JUVENIL.

. Caracterizada por un deficit de la capacidad secrecio-
nal de la célula'%pancreatica, puesta de manifiesto en situa-=-

cibén basal, y ante distintas pruebas estimulativas.

(9)



II - INTOLERANCIA HIDROCARBONADA DE LA MADUREZ.

Igualmente en ellas, aparece un déficit de liberacidn de
insulina, aunque de grado menor. En situacidn basal, a veces,
ya es objetivable la intolerancia, otras veces se requieren -
pruebas de estimulacibn, para poner dé manifiesto la claudiqui~
cibén pancreitica.

En determinados casos los niveles de insulinemia conside
rados de forma absoluta, son idénticos a aguellos apreciados
en los sujetos normales, requiriendose determinados {ndices -
que relaccionen la insulinemia obtenida con el grado de esti-
mulo que la origind SELTZER (11); PERLEY Y KIPNIS (12).

III - INTOLERANCIA HIDROCARBONADA DEBIDA A SECRECION DE PROIN
SULINA.

Cuando muestras de plasma y orina humana, se pasaron por
una columa de gel (Sephadex G-~50), se obtuvieron dos picos de
material inmunoldégicamente reactivo. RUBENSTEIN, (14Y'.CitafB'

Posteriormente, el primer pico que al principio recibid -
el nombre de "Big" Insulin, fue identificado como Proinsulina

(CHANCE) (15) , siendo el segundo pico, la Insulina.

La proinsulina, precursor de cadena Gnica de insulina,fue
descubierto en 1.965, durante estudios de la biosintesis de la
insulina "in vitro", usando "slices" de adenomas de celulas p
pancreaticas, STEINER y OYER (16).

Posteriores estudios en islotes normales de ratas, ofre~-
cieron las evidencias quinéticas necesarias, para establecer -~
las interrelaciones de Proinsulina e insulina.STEINR y colbs,
(17).

Este péptido, mayor de la insulina, se ha mostrado como -
el precusor biosintético de la insulina, de ahi su nombre;sien
do la sintesis de la proinsulina, como péptido lineal; presu--

miblemente la que facilita posteriormente el establecimiento -

(10)



de los enlaces disulfuros. Pero el hallazgo en plasma, de un
material que deberfa estar sezin 1a funcidn sospechada, en =
el interior de la celula |%pancreética, plantea diversas in-
terrogantes acerca de su papel bioldgico, incluyendo su posi
ble conversidn extrapancreatica a insulina, e interacibn con

la insulina a nivel de los receptores perifericoé.»

,Méérnuev§§ datos;déJiﬁterés_aparecierbhg“cuéhdofalvestg
diar la actividad bioldgica de la proinsulina, se'pudoyéom-e
probar sobre una base de idéntico peso, como presentaba tam-
solo de un 10 a un 20% de la actividad de insulina en .los ==

distintos tejidos "in vitro" SHAW (18) y KITABCHI (19)...

Otra propiedad interesante surgid, cuando se observd -
que la proinsulina presenta una reaccidn inmunoldgica cruza-
da con los anticuerpos antiinsulina (KITABCHI) (19);lo que
permitii sospechar que una determinada proporcién de la insu
lina innunorreactiva, podria corresponder a proinsulina. Efec
tivamente, ello fue comprobado por diversos autores, GOLDSMITH
y colbs. (20), MELANI y colbs.(21).

La conjuncidén de los hallazzos experimentales expuestos,
v la existencia en la clinica de una serie de pacientes por-
tadores de cifras de insulinemia muy elevadas, relativas al

estimulo, apuntaban la posibilidad de la secrecidén de una in-

sulina poco eficaz que pudiera tratarse de proinsulina segre-

cada en una alta proporcidn.

IV - INTOLERANCIA HIDROCARBONADA POR RESISTEMCIA A LA ACCION
DE LA INSOLINA.

Determinados pacientes, a pesar de presentar niveles de
insulinemia similares a aquellos sujetos que desarrollan un -
metabolismo hidrocarbonado normal, presentaban intolerancia:

Debido a ello, se ha pensado, en la posibilidad de la =-a

existencia de una resistencia a la accidn de la insulina.
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Los factores que se han venido considerando:: - como posi-
" bles responsables de dicho estado, incluyen: T o
12) Factores hormonales. ) |

22) Substratos metabdlicos o intermedios del metabolismo intex
‘ mediario. |

30) Fracéiones de proteinas séricas especificas, las cuales -

pueden estar o no, bajo control endocrino.

Los citados factores, pueden inhibir directamente la =
accién de la insulina a nivel tisular, o bien inferterir a tra
vés de una interrelacibén con la hormona, durante su secrecidn

o transporte desde el pancreas a los distintos tejidos.

12) Factores endocrinos.

Los factores endocrinos revisten el mayor interés, ya
que pueden tambien condicionar los otros dos tipos de factores
inhibitorios.

114s hay que tener en cuenta, que el estudio de su ac~-
cibén resulta extrsordinariamente complejo, ya que es bien cono |
cido en la realidad que la accibén de una hormona, puede ser in
fluenciada y alterada por la simulténea accidn de otra; y que
la accibn endocrina incluye actividades de estimulacién o fre=-

nacién de unas gléndulas con otras.

a) Hormonas hipofisarias. #

I.- HOUSSAY y colbs. (22), establecieron la actividad
diabetogénica del 16bulo anterior de la hipbdfisis, siendo mas
tarde localizada, al menos con mayor extensién, en la HORMONA
DE CRECIMIENTO HIPOFISARIA (KETTERER B) (23) y./ YOUNG(2&).

Dicha hormona, origina intolerancia hidrocarbonada, que
puedé incluso establecerse de forma permanente; apareciendo -
entonces cambios degenerativos en los islotes pancreiticos.Es
to puede ser prevenido junto con la intolerancia, por la admi

nitraciédn de insulina HAIST (25) . LEstas observaciones su ==

(12)



guieren , que la hiperglucemia, es una consecuencia primaria
de la administracibén de extractos pituitatios, y que al impo
ner una excesiva demanda sobre la sintesis y_libefaci6n de -
insulina, conduce a la extenuacién de la célula p pancreiti-
ca. ‘

Estas primeras observaciones, han sido confirmadas, por
las medidas de concentraciones de glucemia e insulinemia, --
tras la administracibén de preparaciones purificadas de HGH =~
tanto en sujetos normales como pacientes hipopituitaricos.
VARGAS (26).

Los actuales conocimientos de la accidn metabdlica de =
la HGH KETTERER (23), RANDLE (27), IKKOS, (28) RABEN (29) =
WEIL (30)..", sugieren que la actividad de mayor responsabi-
lidad sobre la intolerancia hidrocarbonada, es la inhibicién
de la utilizacibén de glucosa por el mlisculo y el tejido adi=
poso, inhibiendo el transporte de la glucosa, a través de la
membrana celular YOUNG (31). Pero también la hormona e jerce
una potente actividad movilizante de los &cidos grasos libres
(F.F.A.,) en el tejido adiposo "in vivo" RABEN (29) y bajo =
ciertas circunstancias "“in vitro", FAIN (32); el efecto sobre
la utilizacibén de glucosa por el mfisculo, puede ser secunda=w
rio a un incremento de los niveles circulantes de F.F.A., se=~
gn el concepto del ciclo: "glucosa-icido -graso" de RANDLE =
(33). Asi pués, dos posibilidades pueden valorarse a este res
pecto: o bien un efecto primario de la hormona sobre la lipo=-
lisis en tejido adiposo, y quizis también en el muscular, (G.
SCHONFELD) (34); o bien, primariamente sobre la utilizacibn =
de la glucosa en ambos tejidos, siendo la movilizacién de F.
F.A. secundaria (RABINOWITZ)(35).

Realmente, para que la hormona de crecimiento pueda =
jugar en el establecimiento de distintos cuadros de intoleran
cia, hay que buscarlo en la. reciente caracterizacidn de dicha
- hormona, como un agente agfido y dinfmico regulador del metabo
lismo hidrocarbonado y graso (GLIOUK)(36), ROTH (37), ROTH(3C)
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y mediante el cual, pequeilas alteraciones en las relaciones -
de insulina y HGH, en respuesta a determinadas necesidades me
tabolicas, pueden conllevar lmportantes efectos.
II) La actividad diabetogénica de otros dos peptidos

- de la hipofiSlS anterior ACTH y TSH, es probablemente ‘el re-—
sultado de la activacidén de sus respectivas gléandulas dianas,
aunque también pueden estar envueltas, efectos directos rela-
cionados con su accibén lipolitica (ENGEL, (39), HOR (40), LE-
BOVTZ (&1)".

b) Glucocorticoides.,

La actividad diabetogénica de los glucocorticoides adre-

nales, es tan ampliamente aceptada como la de la HGH.

I) En ausencia del cortex adrenal, existe una sensibi-
lidad a la insulina incrementada; mientras que los'hipéradrqu
corticismos, tanto endbgenos como exbgenos, originanben clini-
ca el sindrome caracterizado por Cushing, frecuentemente aso--
ciado con hiperglucemia, glucosuria, resistencia a la insulina
éxégena, una actividad "insulin-like" circulante elevada, en -
estado basal y tras sobrecarga de glucosa. KLINK (42),

La actividad diabetogénica de los glucocorticoides, pa
rece estar primeramente relacionada con: la acelerada gluconeo
génesis de aminoacidos y otros precursores (LONG (43), WAGLE
(44) ,WAGLE (45), disminucibn de la utilizacién periférica de
glucosa INGLE (46), INGLE (47) y también la estimulacibén de la
mowilizacibn de los F.F.A.del te31do adiposo ,JEANRENAUD (48)

FAIN (32)., Si bien la administracibdn de glucocorticoides en -
el hombre, disminuye la sensibilidad de la insulina,.la dismi-~-
nucidn de la tolerancia a la glucoéa solo se produce en algunos
individuos, quizds en funcidn de la capacidad del panéreas del
sujeto explorado para aumentar la secrecidén de insulina.

Aparte.del sindrome de Cushing, realmente no han sido

descritos casos en los que se pueda sospechar con fundamento
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que los niveles de glucocorticoides sean un factor patOgenéqi
co de primer orden, no obstante es interesante la comprobaciébn
de las posibles influencias de las alteraciones dinamicas en

sentido de desequilibpio insulinaglucocorticoides.

II) A nivel similar aunque mucho menor, figuran otras
- hormonas como: Adrenalina, glucagén, hormonas tiroideas y se~=
xuales, pero como los indicios de su influencia son escasos, -

nos permitlmos no incluirlas.

20)Factores metablicos.

Existen considerables evidencias tanto de experimentos
"in vitro' WILLIAMSON (49) SHIPP (50) como "in vivo", en ani-
males, FELTS (51), MEBANE (52) v en hombres FELBER (53) SCHALCH
(54), que surgieron que los Acidos grasos 1ib}es, y los cuerpos
cetonicos, originan en el misculo una disminucibn de la utili-
zacidn de glucosa y de sensibilidad a la insulina.

La observacidn que en algunos tipos de intolerancia hi-
drocarbonada, los Acidas grasos 1ibres, y los niveles de insuli-
na inmunorreactiea estaban'elevédos, llevé a RANDLE v su grupo
HALES (55) a sugerir, que un incremento primario en la tasa de
movilizacibén de tejido adiposo, y de otros tejidos de depdsito

podrie ser la primera lesibén de la diabetes en el hombre, RAN~-
‘DLE (56) (33), al resultar una disminucidn en la captacidén de
glucosa por el tejido muscular, y una disminuciénvde la sensibi
lisad a la insulina.

Dicha interpretacién“resulta muy interesanté,aunque -
realmente dificil de demostrar, y todavia no ha podido objeti-
varse, que la 1ipolisis‘sea primaria y no secundaria, y que un
estado de hiperinsulinemia crdnico desarrolle un agotamiento =

pancreitico,
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30) Proteinas séricas especi{ficas Anti-Insulina.

5i bien este apartado hace algunos afios era objeto de
gran atencidn, en la actualidad, los dos hallazgos que lo =
mantenian se encuentran muy en contraversia. Asi ANTONIADES
y colbs.(50),(61) surgieron que la insulina endogena esti -
normalmente unida a una proteina séfica, y que su unidn es
mucho mis intensa en algunos casos de diabetes. Dichas afir

maciones aun no han podido ser confirmadas.

Algo similar sucede en la sinalbumina de WALLECE-OWEN ~
(57), (58), (59).



Planteamiento e Hipdtesis de trabaio.

En un grupo de cirrbéticos, sin antecedentes personales

ni familiares de Diabetes, y en avanzado'éstado evolutivo, -

'~ nos propusimos estudiar:

12) Porcentaje vy grado de insuficientia hidrocarbonada, en
situacién basal y tras sobrecarga de glucosa, tanto oral co-
mo intravenosa, esta (ltima para eliminar el factor de absor

cibn gastrointestinal.
22) Miveles de insulinemia inmunorreactiva, basal y tras es-
timulacidn.

Las cifras obtenidas por andlisis radioimmunologico, =

serian consideradas tanto en su valor absoluto, como relati=-

vo, al crado de estirmlo (indice de SELTZER).

La dinfmica insulinica de ambas pruebas, nos pernmitia
estudiar indirectamente el comportamiento de las hormonas =
sastrointestinales con capacidad estimulativa de la libera~-

cibn insulinica.

32) Comparar los parémetros obtenidos en el grupo de Cirrdti

cos con un grupo de Diabetes de Madurez.

49) Actividad proinsulinica tras estimulo en los plasmas co=
rrespondientes al grupo de Cirréticos; y conmpararla con la =~

obtenida con un zrupo de sujetos normales (controles).

La medida directa de proinsulina en pISma, presenta =
gran dificultad, debido a la necesidad de obtener para ello
un anticuerpo especifico para proinsulina, que no reaccione
con la insulina y el peptido C RUBRUSTEIN (62).

Asi pues, y debido a ello, la mayorie de los autores =
han utilizado las técnicas cromogréaficas (gel f£11ltracién), -
para separar la insulina de la proilnsulina plasmética, valow

rando posteriormente ambas fracciones por analisis radioimpu
(16)



punoldszico ROTH (13) (14).

11 descubrimiento de una enzima BRUSH &63), que degra-

da especificamente la insulina, pero no la proinsulina,ofre-

cibd la posibilidad de desarrollar un método directo para la
medida de la proinsulina én plasma KITABCHI (64), Dicho méto
do nos resultd extraordinariamente atrayente y fue el que de
cidimos utilizar para nuestras valoraciones. Pero para ello
tenfamos: 12) Obtener la mencionada enzima, (proteasa de mus

culo esquelético de rata), 22) intentar que su actividad fue

se 1o mis elevada posible, y posteriormente, 32) adaptarla

a un sistema radioinmumologico utilizando "standard" de pro-

insulina. El finico autor que ha utilizado este método KITAB
CHI (64) empled insulina humana como "standard', mas en dicho
sistema, al presentar mayor afinidad los anticuerpos antiin--
sulina por la insulina que por la proinsulina plésmatica, los
valores de esta filtima resultan disminuidos.

La obtencidén de la enzima expuesta anteriormente, nos
permifiria valorar Proinsulina plasmatica (ng/ml), el porcen
taje que esta representa de las cifras obtenidas de insulina
immunorreactiva, v estudiar la correlacidén existente entre -

liberaciédn de insulina y Proinsulina.

50) Los niveles de cortisol plasmitico (ani&lisis de satura-
cién) y hormona de crecimiento (anilisis radioimmmologico),
en situacién basal, y antes las mencionadas sobrecargas ora-
les e intravenosas de slucosa, con objeto de establecer las
relaciones dinimicas entre insulina, HGH y cortisol, en el

arupo control,
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C APITUULO I

Material y fundamentos de las técnicas utilizadas

Estudio de las mismas y "modus faciendi,



MATERIAL

I HUMANOQ o =

14

Para el desarrollo del presente estudio se eligieron

los siguilentes grupos de sujetos.

1)

2)

3)

Controles: Trece, con edades comprendidas entre 25y 40 afios
y un peso que oscila ent:.'e'2 10% del peso tedrico. Sin ha--
llazgos patoldgicos anamnesicos ni exploratorios, con ausen
cia de historia familiar de diabetes y una respuesto normal

al "test" oral de sobrecarga de glucosa.

Diabéticos: Seis, con edades comprendidas entre 30 y 45 o=
afios y un peso entre z 10% del peso tedrico. Con respuesta
anormal en sus tres parametros a la sobrecarga oral de glu-
cosa, existiendo en ellos antecedentes familiares de diabe-
tes. Ninguno presentaba signos de descompensacién clinica,ni

cetosis, ni habian recibido tratamiento.

Cirrbdsis: Catorce, con edades comprendidas entre 40 y 60 =~

~

&
afios y sus pesos oscilaban entre = 10% del peso tebrico. =

Todos ellos estuvieron ingresados durante el periodo de prue

bas, en la Salas Amor de Dios y Sta. Catalina Prof. Aznar
Reig. ‘

Su diagnbstico fue establecido por los hallazgos clinicos y
1os valores obtenidos por pruebas funcionales hepaticas, ~
transaminasa G.0. v G.P., fosfatasa alcalina, bilirrubine--
mia, proteinas sericas totales y desarrollo electroforético

de las mismas.

'En cuatro de ellos se practicd puncibén biopsica para confiy

mar el diagndstico. Todos presentzban signos evidentes de
hipertensibn portal. Doce de ellos eran portadores de cirro
sis de LAENNEEC y dos de cirrosis postnecrbticas.

Ninguno presentaba antecedentes familiares de diabetes ni -

habian sido diagnésticados anteriormente de dicha afeccibn,
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No se comenzd el tratamiento con diuréticos hasta haber con=--

cluido las exploraciones del presente estudio. Tras la sobre-

carga de glucosa (oral e intravenosa) dicho grupo fue dividi-

do en dos subgrupos, en funcidén de la asimilacibén de los H.de

carbono; y para ello valorar su anormalidad glucémica:

a) Cirrdticos "normales".

b)

Sobrecarga oral.- La suma del valor de glucemia alcanza

da a la primera hora .mas el valor en la segunda hora, -

‘fue menor ‘de 300 mg% KOBBERLING (65)

Sobrecaroa intravenosa.- Valor de Kg > de 1,4 x 10 ng%‘

minuto.

Cirrdticos "diabéticos"

Sobrecarga oral .~ mg% de la primera hora + mg%k de la

segunda hora > 300 mg %.

Sobrecarga intravenosa.- Kg < 1,4 x 10-2 mg% minuto,.

ITI. ANIMALES

Fueron utilizadas ratas machos Wistar de la Cé-

tedra de Fisiologia de la Facultad de Medicina de Sevilla =~-.

(Prof. tir Jordano), 5u peso fue de 120 - 160 gramos y tuvie-

ron libre acceso a comida y agua hasta el momento de sacrifi-~

carlas,

Apartados utilizados

1)
2)
3)
4)

5)

MIXTO-TUB GRICEL

Bafio de incubacidén KOTTERLAI

Agitador magnético

Contador radiaciones de dos canales NUCLEAR CHICAGO

(Qr. Rodriguez de Quesada).3

Contaddf centelleo NUCLEAR CHICAGO = UNILUX II
(Catédra de Biologia Prof. Losada) 4
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6) Camara fria 1
7) Colector de fracciones L.K.B.l
8) ULTRATURRAX B o
9) Ultracentrifuga SORVALLRC(Catedra de Biolog.Prf Losada)
10) Ultracentrifuga L2 50 B -SPINCO- 2
11)  Liofilizador (Centro de Donacibn de sangré de la Cruz
~ Roja Espafiola .Dr. Diaz de Iraola)

12) Espectrofotométro BECKMAH (P:of. Losada)

‘Reactivos.,

Hoxmonas.
-~ Insulina humana (CEA~SORIN)

- Proinsulina porcina (Dr.CHANCE Lab.LILLY,Indiana
polls)ﬁ)

- Hormona de Crecimiento Humana (CSA~SORIN)
- Cortisol (CEA~SORIN)

1

Hormonas marcadas isotbpicamente.
- Insulina porcina 1125 (CEA-SORIN)
- Hormona de Crecimiento Humana IlZS(CEAN SORIN)

- Cortisol H (CEA=~SORIN)

Anticuerpos

- Anticuerpo anti-insulina porcina (cobaya) (CEA=-
SORIN)

- Anticuerpo antigammaglubulina de cobaga (cone jo)
(CEA-SORI‘I)
-~ Anticuerpo anti-HGH humana (cobaya) (CEA=SORIN)

Proteina portadora de Cortisol. . ‘ .
- Transcortina humana (CEA=- SORIN)

Re-a ¢ tivos.
~ Todos fueron MERCK para an&lisis, excepto:
. AlbGmina bovina, fraccibdn V (SIGMA)
«.AlbGmina humana, fraccion V (SIGMA)
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2N~ Ethyl Maleimide (W.E.M.) (SIGMA)

Ll Enzima.-  Proteasa, obtenido directamente del misculo eg~

queletico de rata por nosotros .

(1) Facilitada por la Doctora Esperanza Lazaro.
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METODO

S mmmmensT ey

1) Humanos.
Técnica experimental.

a) Sobrecarga oral de glucosa.- Después de una noche de ayuno,

-y tras media hora de reposo, los pacientes ingirieron 50 ~
gr. de glucosa, tras serle extraida una toma de sangre (va
lor basal) repitiendo esta a los 30°, 60°, 90°y 120°de la

muestra basal.

b) Sobrecarga intravenosa de glueosa.~ Al dia siguiente, y ==

tras las mismas precauciones iniciales,se extrajo una mues
tra sanguinea, introduciendo a cantinuacién 1 ml/kg. de pe
so tebdrico de una solucibn glucosada al 50% (glucosmon R--
50)m en los tres minutos siguientes (o sea, 0,5 gr; de glu
cosa por Kg de peso tedrico).
Seguidamente, se tomaron nuevas muestras a los 10,
20, 30, 40, 50 y 60, minutos. En cada toma se determind ==~
glucosa en sangre total, guardandose el plasma correspon=-
diente a la sangre restante, dividido en pequefias fraccio-
nes a -202 C. para la determinacidn posterior de insulina,
- Proinsulina, Hormona de Crecimiento, Cortisol y aminodci~~
dos.
La extraccidn de séngre para valoracibén de los cin-
co (iltimos parimetros sefialados, fue realizada conjeringa

heparinizada.

II)Animales.
Las ratas fueron guillotinadas. Inmediatamente fueron dise
secadas ambas patas posteriores, vy los distintos trozos de
misculo fueron introducidos en nitrogeno liquido, para su
inmediata congelacibén. Posteriormente y en dicho estado, ~
fueron pesados, estableciéndose un "pool" con el tejido ~

muscular procedentes de los distintos animales,
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I1I) Cllculos

a) Sobrecarga oral de glucosa.- Para obtener la secrecién

relativa de insulina, que correspondia al estimulo glu

cemico en Jos distintos puntos de 1acurva se calcularon

1103 incrementos que sufrian. desde 1ascifras basales hasfl'5;,

ﬁta las obtenidas en las dlstintas muestras, establecienv
Ainsulina

do un cpciente A‘éiﬁéé&i‘;’“‘; segliin SELTZER y colb.(ll)

b) Sobrecarga intravenosa de glucosa,.-Una vez obtenidas -

las cifras de glucemia correspondientes a cada extra--

cidén la tasa de desaparicidn de glucosa de la circula--

cidn (constante de aclaramiento) fue calculada por el ~-

método de minimos cuadrados a partir de la transforma--

cibdn logaritmica de los valores de glucemia.

-kt
Bot = Bgoe®
Bso = Glucosa sanguinea en tiempo cero
Bst= Glucosa samguinea en cualquier momento (60) minutos)

k., Tasa de desaparicidn de glucosza . en tiempo t.
Todos los valores de glucemia desde los 10 a los 60 minu-~
tos ambos inclusive, fueron usados enel cilculo de Kg., =

con las excepciones presentadas por 0*SULLIVAN (60).

c)Se elaboraron los resultados estadisticamente, con ayuda

una "Olivetti-Programa 101" y la significancia de’las me=-
dids fue determinada por el "test" t de Student: (67);
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1V) DETERMINACIONES DE LABORATORIO.

Todas ellas fueron realizadas por duplicado,
1) - Glucemia.- Tecnica de Glucosa Oxidasa HUGGET (67),
2) - Aminoicidos.- Su separacibén fue desarrollada sobre plé-
cas de celulosa (Merck)
Andlisis Radioimmunologico.

Dicho método fue desarrollado por BERSON y YALOW
(68) sobre la reaccibén altamente especifica entre una hormo-
na protéica y su aﬁtiéuerpo: : o

Si ponemos una cantidad constante de hormona marca
da con un isbtopo radiadtivo, y suficiente cantidad de anti=
cuerpo antihormona, se formari un complejo antfgeno anticuer
Po, en el que toda la hormona marcada quedard unida., Si ante
ese mismo sistema, introducimos hormona no marcada del mismo
tipo due ésta, dicha hormona competiri con la primera por =~
unirse al anticuerpo, quedando mas o menos hormona marcada
unida en funcibn de la cantidad de hormona no marcada intro-
ducida en el sistema, ' ' ‘

Posteriormente, las fracciomes de hormona libre vy
unida al anticuerpo se separan, y se mlde la radiactividad =
en cada una de las porciones.

Para deterninar la concentracibén de hormonaen una =
muestra desconocida, la inhibicibén de la unién por la muestra
es comparada a una curva "“standard', derivada de la inhibi-~ =
cibén que se produce en la hormona marcada por pequeilas canti-
‘dades conocidas de hormona "standard'

Dicho principio, esgeneral para todos los anélisis
radioimmunblogicos, pero dentro de él, han surgido multitud -
de variantes que residen fundamentalmente; en los tiempos de
incubacidn para lograr la reaccibn, en el orden de adicién de
los distintos componentes del slstema, en los distintos méto-

dos para separar las fracciones de hormona ligada, libre, etc.
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No obstante, como el analisis incluso somero de los diversos
variantes, nos forzarfa a la exposicidén de una gran cantidad
de detalles, pasaremos a describir los métodos que hemos uti
lizado en las determinaciones de Insulina y Hormona de.creci
miento.

3) Analisis radioimmunologico de INSULINA.

El método seguido Fue el descrito por HALES y RAN-
DLE (69), o , de doble anticuerpo, en el que la separacibén =
de las fracciones libre y ligada, se desarrolla la precipita
cidén del complejo hormona-anticuerpo por un segundo anticuex
po que reacciona sobre el primero, aumentando de esta forma

el peso molecular del complejo y haciendo que este precipite.

Reactivos utilizados:

- Insulina de cerdo marcada con Iodo 1125, 1oo}u0i/ .

- Insulina humana que se utiliza como ''standard"
- Buffer fosfato:
(A)= 0,04,M, pH 7,4 y albbmina bovina 0,5%
(B)= 0,04 3, pd 7,4 y alblmina bovina 0,4%.
- Anticuerpos antiinsulina de cerdo.(Estos anticuerpos
fueron preparados en cobayas). |
- Anticuerpos antigammaglobulina de cobayas. (Obtenidos

en conejos).

(Ambos anticuerpos nos fueron suministrados unidos, en
estado liofilizada, con capacidad para unir de un 40
4 50% de la dosis "standard” de insulina marcada).

- L,os buffers fueron preparados con agus bidesIitada.

-~ Todo el material de vidrio utilizado era siliconado ==
previamente, para evitar la unidén de la hormona al vi=-

- drio.
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Preparacién de la curva "standard" 4
La solucién de insulina humana “standard" se diluye

con tampon fosfato para obtener las concentraciones apropia--
das en un intervalo de 10 4 100 rU/ ml. segln el esquema si==
guiente: '

STANDARD A5: 1 ml de solucidn

"Stnadard madre ooo»ooooooo‘oooooooo ZOO,JUIml

STANDAR A s 1 ml de StandardA5 cecesecssscscssses IOOIJU/ml
| s

1 m1 de Tampon

STAIDAR A3 ¢t 1 ml de StandardA4 0e0svecescscvcssoe 50 rU/m]-

s

1 ml de Tampon

STANDAR f\z: 1 ml de StandardA3 s00ocesecesso0sese ZSPU/ml

+

1 ml de Tampon

STA:NDARD A H 1 ml de StandardAz 0000000000 c00000 10 rU/ml
1 ml de Tampon.

Dosificacidn.

Son necesarios para su realizacion numerosos tu-
bos.
“ Los tubos 1 a 16 son utilizados para la construc~
cidn de la curva "standardt, los otros son utilizados para las
miestras a dosificar, siendo aconsejable realizar las determi-

nadas por duplicado.

1e) Pipetear en los tubos:
1 -2 400 0,2 ml. de tampom.Actividad total
3 -4 ...YO,Z ml., de tampon. Control
5«5 4ee 0,1 ml de tampom. Punto "cero" de la curva de
' lectura.
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Elcontaje de los tubos 3 y 4 permite determinar el porcenta
je de insulina marcada absorvida en la memb rana filtrante.
, 20) Pipetear en. 1los tubos: _ R
. 7 = 8 ¢eues0,1 ml de "standard" A1

9 ""10 .....0,1 ml de "Standard" AZ
11- 12 000000,1 ml, de “Standard"AS

13- 14 .....O,l ml de "standard" A4

15= 16 ove0e0.1 ml de "standard" As

32) Pipetear en los tubos en adelante, segin el nfimero de mues

tras a dosificar, 0,1 ml de cada una de ellas.

49) Pipetear en los tubos 5 en adelante, 0,1 ml de reactivo

précipitante. (anticuerpo suficiente para precipitar 50%

de las dosis individual por tubo de Insulina 1125)

52) Mezclar el contenido de cada tubo (en VORTEX) y mantener
los a continuacibn entre 2 - 42 C. enccémara fria duran-

te seis horas.

62) Pipetear en todos los tubos 0,1 ml de solucidén de Insuli
na marcada (200 picogramos por tubo),y tras volver agi--
tar = continuar la incubacidn durante las diez y ocho ho-

ras siguientes.,

72) Separacidn de Fracciones por filtracidbn:

Se basa en la imposibilidad que presenta el com=
plejo Hormona-Anticuerpo para pasar a través de una mem-
brana de poro pequefio, (0X0ID) debido a su gran peso mo-
lecular, mientras que la hormona no ligada pasa perfecta
mente. El contaje de radioactividad de la fraccibn liga-
da, asi aislada, estari en razbn inversa de la cantidad

de hormona a dosificar.
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Al menos seis horas antes de la filtracibn se de-
ben dejar sumergidas las membranas OX0ID en el tampontfy man~
tenerlos en &l hasta su utilizacidn. | |

, Cuando se va a comenzar 1a,filtrac16n, se sacan =
los tubos de la camara fria, se agitan en VORTEZ, y se deposié'
tan en el hielo picado, hasta'que la llegue el momento d cada
uno de ellos de ser filtrados.

El filtro Millipore utilizado, se deposita sobre
'un Kitasato al cual se hace vacio con trompa de agua.

Se aplica una membrana sobre el filtro, se toma -
el primero de los tubos y con pipeta Pasteur se aspirael contg
nido, que a continuacibén se deposita sobre el filtro, Se lim=--
plia el tubo dos veces con 0,5 ml de tampon fbsfato B depositan
do tambien dichas fracciones sobre el filtro. A continuacién,
se toma el disco y se introduce en los tubos de contdje de ra-.
diactividad.

Todas estas maniobras se realizan con cada uno de -

los tubos preparados para ser analizados,

Calculo de resultados.

Una vez obtanidos las cuentas por minuto, de cada
unro de los tupos (CPM), se obtienen los valores medios corres=-
pondientes a cada determinacién. |

El contaje de los tubos 3 = 4 es el blanco que de
be ser sustraido al contaje de cada uno de los tubos para obte
ner la medida corregida,

Las C.P.lM, correspondientes a los tubos 5 y 6 re-
presénta el valor "cero",

La construccibédn de la curva "standard" se hace =~
llegando a un sistema de coordenadas (sobre papel milimetrado)
en abecisa las concentraciones de Hormona "standard" y en orde-
nada los contajes obtenidos en cada uno de los puntos, siendo
el valor 'cero' las C.P.M, obtenidas en los tubos 5 y 6.
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De esta forma, se obtiené una curva de tipo hiperbola-
equilitera asinthtica que permitird medir. la concentracién
de hormona en las muestras a medir, al llevar a ella las C.
M. obtenidas.

El mismo tipo de curvas es obtenido cuando tomando el
valor "cero"' como 100% se expresan los valores ''standari" -

como porcentaije de dicho "cero'.
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b) ANALISIS RADIOIMMUNOLOGICO DE HORMONADE CRECIMIENTO,

Como el proceder que hemos seguido para la cuantifica-
cibén de dicha hormona, basadas en las técnicas de MOLINATTI y
colbs.(70), presenta una serie de puntos en comiin con el uti-
lizado en la determinacién de Insulina, solo sefialaremos aque
llos en los que difiere.

La determinacibn [GH en comparacidn con la de 1a’insu-

lina, presenta algunos nuevos problemas:
a) La cuantia de la degradacién de la HGH marcada, es mayor,

b) La preincubacibn de el anticuerpo anti~H3H y el anticuerpo
precipitante, no puede ser desarrolladovsimulténeamente, "
como en el caso cde la insulina; ya que ello produce una dig

minucidén del titulo de anticuerpo.

c) La reaccidn de HCH-Anticuerpo, si se desarrolla a 42 C re~

quiere de 100 a 120 horas para alcanzar el equilibrio.

d) Las proteinas séricas interfieren durante la incubacibn, y
si bien esto no es peculiar de la HGH, en el andlisis de -
ella, puede tener suficiente importancia, ya que debido a
la variabilidad de los niveles los plasmas deben diluirse

en diferentes grados.:
e) o existe actualmente un "standard' internacional de HGH.

Al no ser posible obviar la dificultad : a), es necesa
rio utilizar pues, HGHlZS de reciente preparacidn:

La imposibilidad de realizar conjuntamente la incuba--
cidén de ambos anticuerpos con la hormona obliga a desarrollar
las independientemente, lo que incrementa la duracidn del ani
lisis, Recientemente se ha visto (MOLINATTI v colabs) que la
reaccidn fuede ocurrir a 372 C. sin alteracidn de ninguno de

los reactivos,permitiendo ello que'el tiempo de incubacibdn sea
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reducido significativamente (veinte y seis horas, en lugar de
cien o ciento veinta horas a 42 C.).

En el anilisis radioimmunologico es recomendada la di-
solucién de las muestras plasmiticas que han de ser determina
das, ya que el contenido oscila, y a veces alcanza valores mu
cho mas altos que aquellos puntos que disponemos en la curva
"standard".

Con objeto de consesuir condiciones uniformes de con=--
centracibdn protéica, se utiliza la adicibénde unz solucién de
albumina sérica humana a2l 5%.

La falta de un 'standard" internacional, obliga en la
practica a cada investigador , a expresar sus resultados con
referencia a su propio "standard" preparado, nesando la caatid
dad'aprOpiada de un lote purificado de HGH, siendo éste gene-
ralmente solicifado al Dr. ‘WWiIHELMI,(Bethésda U.S.A.). Los

mismos procederes de purificacién de la hormona, han sido ==
utilizado nor el Laboratorio de Fisiologia Clinica de Pisa,el

cual nos suministra la horrona ''standard!.

Reactivos utilizados.

-Hormona de crecimiento humana marcada conuIlzs.

~Hormona de crecimiento humana "standard"
-Primer'anticuerpo: Anti-HGH.( Es obtenido en cobayas)
-Segundo anticuerpo: Anti-gammaglobulina de cobayas.(Es obte=-
nido en conejos).
-Buffer borato 0,1 i pH 8,4,
Se emplea para la dilucibn del anticuerpo y la HGH max
cada.
-puffer fosfato 0,04 M pH 7,4 con 4% albimina bovina.
Se emplea para el lavado de los tubos y membranas des-
pues de la filtracibn,
-solucién de albmina sérica humana: para conseguir una concen
tracién de proteinas homogéneas en todas las pruebas. Se pre-
para disolviendo 5 gr. de Albimina humana en 100 ml. de buffer

Borato,
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Dosificacidn.

12)

62)

82)

9Q)

102)

Establecer los tubos, en los mismos grupos que en la téce-
nica superior: | |

Pipeteér 0,1 ml de Buffer Borato en los tubos "cero?Z.
Pipetar 0,1 ml de Alblimina Humana 5% en todos los tubos,
Pipetear 0,1 ml de "standard" de diferentes concentracio-
nes en los tubos correspondientes.

0,1 ml de las plasmas que van a ser medidos. Las disolu==

ciones de los plamas se desarrollan en Buffer Borato.

Depositar el primer anticuerpo en todos los tubos, menos
en los "ceros" y los de actividad total, en cantidad su-
ficiente para que ligue al menos el 50% de la actividad

total, y en volumenes de 0,1 ml,

Mezclar cuidadosamente el contenido de cada tubo (VORTEX)
y luego depositar los tubos en un bafio termostatlado a =

372 C., durante seis horas.

Al cabo de dicho tiempo mezclar el contenido de cada tu-
bo y afiadir 0,1 ml de HGil marcada en todos los tubos,mez
clar y llevar de nuevo los tubos al bafio termostatado a

372 C. durante veinte o veinticuatro horas.

Tras dicha incubacidn depositar 0,1 ml del segundo anti~

cuerpo en todos los tubos, menos en aquellos tomados com

mo control y '"ceros'! y mezclar de nuevo,

Incubar de nuevo en cémara fria de 2 a 42 C.durante diez~-

y ocho a veinticuatro horas.

Al final de dicho periodo de procedea filtrar y al calcu
lo de resultados como en la tecnica anteriormente :expues

ta.

”~~
w
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DETERMINACION DE CORTISOL POR DESPLAZAMIENTO PROTEICO,

La base fundamental de este tipo de determinaciones es
muy similar al anilisis radioimmunologico, y se basa en la fi
Hacibn competitiva del esteroide marcado isotdpicamente, y el
no marcado, sobre una proteina especifica (Transcortina)MURPHY
(71). | |

Se efectua la dosificacibén midiendo las cantidades de
Cortisl tritiado ligado a transcortina despues de haber compe
tido con cantidades conocidas de Cortisol no marcado, y tras
la separacién de las fracciones libres y ligadas.

Las etapas esenciales en una dosificacibn son las si==
ouientes:

12) Disociacidn entre cortisol plasmatico a dosificar y pro--
teina, con posterior extraccidn del Cortisol,

2) Competicidén del cortisol no marcado (enddgeno o "standard")
con el complejo: Transcortina-Cortisol tritiado. |

32) Separacibn de las fracciones libre y ligada, por £ijacibn
de la primera sobre un adsorvente insoluble.

42) Contaje de la radiactividad ligada a la treanscortina.

Reactivos utilizados,

+Ruffer Fosifato: Se lleva 1,4 gramos de Na HZPOA’ 2H20 a 1000
ml de agua bidestilada y se ajusta a pH 7,4 con hidroxido -
sédico 2 N,

-~ Diclorometano .

- Transcortina-Cortisol tritiado, ésta sustancia nos es sumie~~
nistrada liofilizada.

- Adsorvente insoluble: Carbén activo-Dextrano en proporcidn
10 /1, Bn estado seco, dichos componentes se disuelven en ta.
pon fosfato.

Antes de utilizarlo se debe homogeneizar en bafio helado
con un agitador magnético durante veinte o treinta minutos,
~-50lucidn "etandard" de cortisol.

Solucibn medre: 1 pg/ml de etandl
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~ 1 ml de dicha solucién + 9 ml de etanol = 100 ng/ml,Solucibn A
= 2,5 ml, de Solucibn A *# 7,5 ml de etanl.=25 ng/ml-Solubién B

= 0,40 ml. Solucidn A seeeeess 40 ng /ml
- 0,30 ml Solucifn A ..eveees 30 ng /ml.
- 0,20 ml Solucion A ..eeseee 20 ng /ml,
~ 0,40 ml Solucidn B +seeese. X0 ng / ml,
- 0,30 ml Bolucién B .veeeeee 7,6 ng/ ml.
~ 0,20 ml Solucion B .seseeese 5 ng/ ml,
-~ 0,10 gl Solucidén B seeesees 2,5 ng/ ml

~50lucidn de centelleo:
- 100 gramos de Naftaleno + 7 gr. de P,P,0. * 0,3 gr.Dimen-

til P.0.P. en 1,000 c.c. de DIOXANO.

Dosificacidn.

12) Se afiade 2 ml, de diclorometano, a los tubos que contiene
lOOrl de las muestras plasmiticas a dosificar. Agitarlas
durante 10 minutos en agitador automatice (70 r.p.m.d.

22) Se centrifuga durante 10 minutos a 3000 r.p.m.

32) Se transfiere 1 ml de las fases de diclorometanoa un gru~-
po de tubos de ensayo, paralelos al anterior. En otro gru
po, se deposita 0,1 ml delos "“standard' ya previamente es
tablecidos de Cortisol.

Se evapora el solvente organico de los tubos de
cada grupo a 30 o 352 C utilizando corriente de nitroge~
no.

49) Se adiciona en todos los tubos 1 ml de solucibn de trans=~
cortina cortisol tritiado, y 1 ml tambien en dos tubos =
que constituiran los tubos '"'ceros". Se mezcla a continua-
cibn el contenido de cada tubo con un mezclador VORTEX,y
se ponen los tubos en un bafio termostato a 40 o 459C. du=-

rante cinco minutos.

52) Depositar a continuacidn los tubos en un refrigerador a =

42 C, durante media hora.
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62) Pipetear 0,50 ml de la solucibén de carbdén-destrano en
cada tubo, no debe transcurrir mas de 2 & 3 minutos e
entre el primer tubo y el Gltimo. Durante toda la ope
racién los tubos deben estar sumergidos en hielo,

72) Mezclar el contenido de los tubos, e intorducir los tu

bo a cémara fria durante quince minutos.

82) Centrifugar los tubos a 3.000 - 3500 r.p.m. durante -
cinco minutos y transferir alucuotas de 0,65 ml del =
sobrenadante, en los viales de contaje para centello -

liquido. .

99) Afladir a cada vial de contaje, 10 ml de la solucidn

de centelleo.

.

- 102) Contar las cuentas por minuto (C M) en contador de =~
centelleo liquido,.

Con los contajes obtenidos en los '"“standard" ée cons
truye la curva, de forma similar a las tecnicas expuestas an
teriormente., Como los valores de los plamas corresponden a
0,05 ml de plasma, las contentraciones en ng/ml se determinan

multiplicando losresultados por factor 20.
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DETERMINACION RADIOIMMUNOLOGICA DE PROINSULINA.

Como la capacidad de unidn de los anticuerpos antiinsu
lina es mucho mayor para la insulina que para la proinsulina,
al utilizar éstos en nuestra determinaciones, necesitamos -~
eliminar la primera del plasma como paso previo para cuanti-
ficar la segunda.

Como exponiamos en la seccidn ""INTRODUCCION" del pre~
sente trabajo, hemos elegido para la realizaCién de este im-

portante paso la utilizacidén de proteasa 'de musculo esquele~

tico rata que previamente teniamos que obtener de dichos ani

males.,

Por ello expondremos en primer lugar, el procedimlento

de obtencibn v purificacidén de la mencionada proteasa, v a -

continuacidn las variantes que hemos inteoducido en el anili

sis radioimmunologico de insulina que nos ha servido.de base.

Obtencidn vy purificacién del enzima.

12) Una vez pesados los musculos y descongelados (Ver en METO
DO: animales) , éstos fueron limpiados de grasa y tejido
_conectivo y mezclados.,

MZQ) Se homogeneizaron a continuacidn en un homogeneizador de
alta telocidad (ULTRA-TURRAX). Todo ello en cémara fria
y durante cinco intervalos de quince segundos, utilizando

como medio, sacarosa 0,35 M. ( 5 ml /gr..de tejido).

32) El homogenado fue centrifusado a 10.000xg durante una ho=-

Ya.

40) Posteriormente el sobrenadante fue dializado tres veces
durante al menos cuatro horas cada vez contra veinte vo-

lumenes de agua destilada y desionizada.

- 52) Todo el liquido resultante de la dialisis fue liofiliza-
do. '
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62) E1 polvo seco resultante fue disuelto en 1/8& del volumen
del sobrenadante de la ultracentrifugacidén 100.000xg y -
el material que no se dlSOlVlO fue separado por cantrifu,~
gacidén a 10.000xg durante dlez minutos. ,

72) El1 contenido proteico fue entonces determinado por el qg

.todo de absorcion A280/ Areo.

82) Se afiadid suficiente buffer de acetato 0,015 M pH 5 para
llevar la concentracidn proteica finala a 10 mg/ml. E1 =~
volumen de esta solucidén es de aqui en adelante referido

como "'V,

99) Se afiadid el gel Ca (POA)? necesario para obtener una =~

3
relacidén gel: proteina de 0,28:1. El gel fue prpparado se

gin el método de KEILIN vy HARTREE (72).

102) La mezcla gel-proteina fue agitada en camara fria a 4eC.
durante veinte minutos y a continuacidn, se centrifuga a

10.000xg durante diez minutos.

112) E1l sobrenadante fue eliminado y el gel resuspendido y ==
agitado durante veinte minutos en "V'" ml de buffer fosfa

to 0,05 1 pi 6,2.

120) Tras la sedimentacidén del gel por centrifugacién y des=~
cartar el sobrenadante, fue de nuevo agitado durante otros
veinte minutos en "V" ml de buffer de fosfato 0,05 n @il
7,5,

132] Tras centrifugacidn .el sobrenadante conteniendo la enzi-
ma fue rapidamente dividido en pequefias alicuotas de 2

ml y congelado a - 402 C.

Cada lote de Proteasa de esta forma obtenida y
purificada, fue sometida a pruebas para conocer su actividad
y cuyos resultados se incluiran en el capitulo correspon=--

diente. (RESULTADOS)
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Anilisis radioimmunologico.

Utilizamos como para insulina, el método de doble anti--

cuerpo.

Reactivos utilizados.

- Antlcuerpo anti-insulina de cerdo obtenida en cobayas.
- Anticuerpo antl-gammaglobulina de cobaya obtenido en conejos.

- Insulina de cerdo marcada con 1125

- Solucidn de N~ Ethylmaleimide 0,01 M.

= Proteasa.

- "gtandard" de proinsulina de cerdo. La solucién A que nos =
fue enviada contenia una concentracibén de 1 mg/ml., A par--
tir de ella conseguimos Soluciones B con concentracibén de -
40 ng/ml, de éstas soluciones se preparan los trabajos, So-
luciones C.

¢

0_2 ml Solucibdn B %+ 0,8 ml de Buffer fosfato = 8 ng/ml
+ 0,9 ml de Buffer fosfato = & ng/ml
1,9 ml de Buffer fosfato = 2 ng/ml
+ 4,9 ml de Buffer fosfato =0,8ng/ml

+ 9,9 ml de Buffer fosfato =0,4ng/ml

o 1w
+

0,1 ml Solucidn

o+

0,1 ml Solucidn

0,1 ml Solucibn

= v Iw

0,1 ml Solucidn

Incubacibén Plasma + Protasa.

En aquellas muestras plasmiticas en que se determind proin
sulina, se usd el siguiente proceder. Se depositd en cada tubo
(realizandose las determinaciones por duplicado) 100r|de plas
ma + 100r| de buffer fosfato ¢ SOrIde proteasa (20 g.de pro=-
teina).

Dicha mezcla se incubd en agitador metabblico a 70 .
p.m. ¥ 372C durante 30 minutos y al final de la incubacibn,la
reaccidén fue detenida por la adicidn de 50):1 de N-Ethymaleimi
de (N.E.M.) .
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Las .curvas Standard recibieron 200'11 de buffer fos
fato en lugar de 100 p 1 como en las determinaciones de insu
lina para que todos los tubos presentaran el mismo volumen,=-
asimismo fueron tambien incubados aunque sin afiadirles protea
sa. |

A partir de este punto y una vez terminada la incuba
cibn, el proceder radioimmunologico, fue el mismo qué el de-
tallado anteriormente phra la insulina, aunque, claro, es, =
las actividades de las distintas muestras plasmaticas se le~

yeron en la curva de actividades de "$tandard" de proinsuli~

nae.
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CAPITULO III

Lectura e interpretacidén comparativa de los

resultados obtenidos.



RESULTADOS.

Dividiremos el presente capitulo en dos apartados:
12) - Pruebas de garantia de los métodos analiticos empleados,

22) -~ Resultados gl tema estudiado.

12) Pruebas de garantia de los métodos analiticos empleados.

a) Prueba SENSIBILIDAD
- IOrU/ ml (Limite inferior de sensibilidad)

b) Prueba REPRODUCTIBILIDAD.
- Plasma utilizado: 25,1U.
Se realizaron ocho determinaciones delmmismo =~
plasma:
Media... 25,5 "U
& .
DOS. ...; 1

¢) Prueba RECUPERACION.
- Plasma utilizado: A = lé,SO'JU/ml'

A‘.-lO}&U eesse 2445 rU---- 100 %
A+ ZO}AU eseoe 3h,y5 rU === 100 %
A+ 50 RU ceoee 63 'IU mme= 97 %
At lOgrU eeeeslO0 rl] m=r= 96 %

— e — i — oo e o

a) Prueba SENSIBILIDAD
0,5 ng /ml (Limite inferiordde sensibilidad)

b) Prueba REPRODUCTIBILIDAD
- Plasma utilizado: 5 ng/ml
=~ Se realizaron .ocho determinaciones del migmo

plasma:

Media e.o 5,6 ng/ml
' E 3
- D.S. vee = 0,8
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c) Prueba RECUPERACIDN

- Plasma utilizado: A = 0,7 ng/ml

A+l NZ eeeee 1,7 ng == 100%
A '!'2,5 NZeoosse 3,4 ng === 106%

A.'!'S ngooooo 6,1 ng hakadod 10575
A +10 ng.....ll,4 ng --- 106%

a) Prueba 8$ENSIBILIDAD

-0,5 rg/loo ml (limite inferior de sensibilidad)
b) Prueba REPRODUCTIBILIDAD

~Plasma utilizado: 5rg/ 100 ml.

Se realizaron ocho determinaciones del smismo

plasma:
Media ... i,s pa/ 100 nl
DeSe eoee = 0,50

c) Prueba RECUPERACIOI

- P¥asma utilizado: A = S,Z.Pglloo ml.,

A%*Ll N7 ceeee 8,4 rg ~—= 102 %
A+ 3 eeeesll,b rg ~== 103 %
A+5 S eeesell,l pg === 106 %
A %10 vee00l9,2 rg -== 105 %

(1N

)

(42)



DETERMINACION DE PROINSULINA PLASMATICA.

Antes de utilizar el procedimiento descrito para valo=

racién de preinsulina debiamos establecer.

A)= Que el paso de preincubacibén introducido, no alteraba =

"per se" el desarrollo del andlisis inmunolégico.

B)~ Que la actividad de la ptoteasa obtenida era lo suficien
temente intensa como para destruir la insulina ¢irculan-
te, pero sin alterar de forma significante la proinsuli-

na existente,

C)~ Establecer los parametros de garantia con dicho sistema:
sensibilidad, reproductibilidad y recuperacibn.

D~ Estudio comparativo de la actividad del anticuerpo ahtiig
sulina utilizado por nosotros sobre "standard" de Insuli

na y Proinsulina.

A)= La figura 1 muestra el desérrollo idéntico de tres cur=~
vas de insulinag humana "standard". Una de ellas (control)fue
obtenida en las condiciones de proceder normal ya antes men-
cionados. La segunda igualmente cque la anterior pero adicio=
nandole 100'11 mas de Buffer, volumen correspondiente a SOrl
de proteasa mas 50’11 de NEM. En la tercera curva, a los ==
"gtandard" de insulina con volumen de Buffer normel, se.les
sometid a 30’ cde incubacibn a 372C., y pasteriormente se les
atiadib 50 rl de NEl.

8)= La figura 2 muestra 1a degradacibn que sufren muestras
de insulina humana ca#ladida a 100’11 de Buffer, cuandos son
sometidas a incubacién con 50 pl de proteasa ootenida por no

sotros.,
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Insulina atiadida: 100 'IU.

Tiempo de incubacidn Inactivacibn

0‘ oooooooodoo.;c 100FU

10“ escevcssvsccse 23PU XXrrx; 7770
20~ oeeceessvevecoe 13FU sevene 8770
30‘ 00000 ccssvocoe [‘S'FU XX EEE) 9679

La figura 3 ofrece los valores de la misma prueba pero

utilizando Proinsulina en lugar de Insulina.

Tipo de incubacidn Inactivacibn
0‘/ ®0ceecsscccsce 4ng
]-C‘~ 00 0O GO000 08O S0 L!‘ng L3 N O BN N Y N ) 0’/@
20‘ teo0000s0s000e 3,9 N eeceee 2,5 °l”o
30~ 000000000000 3,8 ng oo o000 5%

C) - Parametros de garantia del método:

- Sensibilidad: Limite inferior de sensibilidad: 0,4 ng/ml

- Reproductibilidad: El cuadro I muestra los resultados

obtenidos en ocho valoraciones del mismo plasma.

- Recuperacidn: ELl cuadro II, ofrece los resultados obte
nidos de Insulina inmunororreactiva, en una serie de =
muestras plasmaticas (mismo plasma) con cantidades cre

cientes de ambas hormonas.

El cuadro III, ofrece los resultados obtenidos de Proinsulina
en una serie de muestras plasmiticas (mismo plasma) ante can-
tidades crecientes de Insulina y Proinsulina, e incubacibén ==

con proteasa.

Para la valoracién se utilizb "'standard' de Proinsuli-

nNa.

(44)
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MUESTRA ng/ml

1 205
2 210
3 1.98
4 213
8 ‘ 2,00
[ ] 220
7 1.98
] 197
Media 208

CUADRO |




PLAS A
o.s8 +
0.88 +
o.88 +
0.88 +
088 +
0.98 +
0.08 +
1 7 ] +
099 . +
!
i

PLASNMA

120

120

120

120

120

120

120

1.20

120

INSULINA
ANADIDA Nng m)

ANADIDA ng ml

058

os

INSULINA

05

03

X

PROINSULINA
ANADIDA ng ml

+ 02
+ 02
+ 02
+ 0,5
+ 0,8
+ 0s
+ 1
+ 1
+ 1
CUADRO 1|1
'
PHOINSULINA

ANADIDA ng ml

+ 02
+ 0,2
+ 02
+ 0s
+ 08
+ 08
. 1
+ )
+ 1

CUADRO 111

088

128
196

292

138
2,00

300

1.60
2.24

342

PROINSULINA
DETERMINADA Ng

120

1.56

1.55

180

mj



D) - La fig 4 muestra el-desarrollo paralelo de las curvas r -
correspondientes ai anélisis radioirmmmolégico de '*standard"
 de insulina yﬂpfoinsulina frente a los 'anticuerpos antiinsu-
" 1lina que utilizamos, En ella puede apreciarse la mayor reac-
tividad del anticuerpo antiinsulina con los "standard" de in

sulina, |

Asi pues, de la valoracién de Proinsulina,uti=-
lizando nuestros anticuerpos antiinsulina y "standard" de in
sulina resultarian valores dos o tres veces menores. Es por
ello, que en nuestras determinaciones decidimos utilizar -

"gstandard' de Proinéulina.'

(45)
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20) RESULTADOS AL TEMA- ESTUDIADO

A) - Sobrécarga oral de glucosa.

I/ Glucemia.~ En la figura n@ 5 aparecen las curvas de gluce-

mia medias representativas de cada uno de los grupos, y en -

los cuadros IV y V los valores medios con sus respectivas =~

desviaciones "standards" y su significatividad estadistica.

a)

b)

d)

Cirrbticos normales.- Aunque el grupo de los sujetos cirrd
ticos normales, presentd zlucemias superiores al grupo de
los normales, estas no fueron significativas estadistica--

mente hasta 14s 60°, 90’y 120°.

Cirrbticos diabéticos y diabéticos de la madurez.- En cam-
bio los dos grupos resbantes cirréticos diabéticos y diabé
ticos, mostraban glucemias elevadas significativamente su-
periores en sus valores basales y a 1o largo de toda la =~

curva.

Cirrbticos normales y cirrdticos diabéticos. Cuando se =~
compararon los dos grupos de cirrdticos entre si (cuadro V)
el omportamiento de los niveles de glucemia eran similares,

aunque superiores en los cirrbticos diabéticos; y este mno

- difirid ostensiblemente hasta los 90 y 120 minutos, tiem=

po en que los valores de los cirroticos normales descendie
ron, mientras que los cirrbdticos diabéticos, se mantenian -

en cifras altas (P<0,02 vy 0,01).

Diabéticos y cirrdticos diabéticos.- Por’@ltimo, la compa-
racibébn de los grupos diabéticos y cirrdticos diabéticos no
permitid establecer una diferencia significatiVa, aunque -
las cifras de glucemia eran.ligeramente superiores en los

primeros.

II/ Insulinemias.. La figura 6 muestra el desarrollo grafico

de las medias de insulinemias de los distintos grupos, y los

cuadros VI y VII los valorec medios desviaciones "“standars" y

(46)
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G LucCEMI

8 30 60
m 0,79 1,20 1,11
NORMALES
0s +0,09 *0,19 £0,23
m 0,87 1,40 1,65
CIRR, NORMALES DS 0,17 20,56 20,51
Pg NS NS 0,05
m 1,04 1,76 1,97
CIRR.  DIABETICOS oS $o,24 20,69 *0,41
PL 0,01 0,02 0,001
] 1,11 1,88 2,25
DIABETICOS 10.14 20,33 20,60
(¥4 0,001 0,001 e, 00
CUADRDO 1V
G L uUucemTI A
8 30 60
n 0,87 1,40 1,65
CIRR. NORMALES
DS 20,17 10,56 £0.51
) n 1,04 1,76 1,97
ZIRR. DIRBETICOS DS f0,24 +0,69 0,41
P& NS NS NS
\ -
" 1,04 1,76 1,97
CIRR, CIABETICOS
DS 20,24 %0,69 t0,41
] 1,11 1,88 2,25
DIABETICOS 0s 20,14 0,33 20,80
P& [ ] ns [

CUADRO Vv

1,33
20,33
0,05

1,7
0,24
0,001

2,28
2

1,74

20,24

120

0,79

1,02
20,20
0,02

1,65
20,36
0,001

1,6

%0,%

0,01

1,69

1,92
28,04
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T ¥ S ULINEWMNMTIAKNS

] 30° 60° 90° 120°
(] 9,26 57 43,80 23,07 20,23
NORMALES
DS 21,64 +19,8 13,20 216,40 t13,63
———
n 20,33 145,66 172,66 148,33 73
CIAR. NORBALES DS £6,02 269,61 £53,16 .270,76 38
PL 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
n 23,80 64,20 91,60 99,50 77,70
CIRR. DIABETICOS DS 13,95 229,64 41,47 £37,73 256,38
P 0,01 NS 0,001 0,001 0,001
» 17,8 32,66 34,66 3 2,33
OIABETICOR os 212,88 21,0 213,41 211,40 10,07
.
¢ 0,02 o,02 | » -
CUADRO Vi
i _
1 NS U LCT NE M I A S
-
8 30° 60° 90° 120°
L 20,33 145,66 172,66 148,33 73
CIAR. NORMALES
0s *t6,02 ¥69,61 53,16 £ 70.76 ¢35
m 23,8 64,20 91,60 99,50 77,70
“1RR, DIABETICOS oS *13,95 +29,64 41,47 £37,73 256,36
P NS 0,01 0,02 NS NS
" 23,80 64,20 91,60 99,50 77,70
CIRR, OIABETICOS 0s %13,95 +29,64 t41,47 237,73 256,36
(] 17,8 32,66 34,66 7 32,33
D1ABETICOS DS 12,65 16,31 13,41 11,10 18,07
P& NS 0,05 0,01 0,01 )

CUADRO VII



significancia estadistica de los mismos.

a) Sujetos normales,- Los sujetos normales presentan su maxie-
mo valor a los 30, mientras que todos los demis srupos, -

partiendo de cifras basales superiores lo alcanza .los 60°.

b) Cirrdticos normales.~ Los cirrdticos normales, ofrecen ci-
fras insulinémicas mucho mids altas en todos sus puntos que

los normales (P<0,001).

c) Cirrbticos diabéticos.- Algo similar, sucede con los cirrd
ticos diabéticos, aunque a los 30" (punto de mayor secre~~
cién en los sujetos normales), la diferencia no alcanza -~

significatividad estadistica.

d) Cirrdticos normales y cirrdticos diabéticos.- Si bien las
cifras obtanidas en los cirrdticos normales eran superiores
a las de los cirrdticos diabéticos, solo a los 30y 60°fue~

ron significativas (P<0,01l, 0,02).

e) Diabéticos y cirrdticos diabéticos.- Y casi idénticos resul
tados se obtuvieron al comparar cirrdticos diabéticos y dia
béticos, aunque aqui persistia la diferencia a los 90"~
(P<0,05; 0,01; 0,01).

A Insulina

111/ COCiente--Z;FiGEEEEE— o= Bl cociente de dichos incremen=-

tos, nos permitid apreciar y comparar, la respuesta de los di-
ferentes grupos ante la misma cuantia de estimulo. El anilisis
del grafico 7, y los cuadros XIII y IX, nos ofrecen los siguien

tes resultados:

a) Cirrbticos normales.- Los cirrbdticos normales segregan mu-
cha mis cantirad de insulina que los sujetos normales,sien
do ello muy evidente en los puntos B-60", B-90"(P<0,02 vy
0,05) .

(47)
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NORRALES

CIRR, NORMALES

CIRR. DIABETICOS

DIABETICOS

CIRR. NORMALES

CIRR. DIABETICOS

CIRR, DIABETICOS

OIABETICOS

DS

DS -
PL

0s
PL

S U L I N A

Pal1 u CEMT A
B-30 8-60 8-90 B=120
4,09 3,29 2,89 2,12
*1,19 *+0,78 1,22 1,26
4,66 5,48 5,06 3,20
+1,89 2,82 2,60 21,78
NS 0,02 0,05 NS
1,77 2,24 2,58 1,94
20,62 20,95 1,12 +1,10
0,001 0,02 NS NS
1,42 1,35 1,51 1,49
£1,05 0,90 t1,11 20,98
0,001 0,001 NS (]

CUADRO Vit
N_S U L | N_A
‘ G L UuCEMRMTI A

8-30 8-60 8-90 8-120
n 4,66 5,48 5,06 3,20
DS *t1,89 2,82 £2,60 21,78
m 1,77 2,24 2,58 1,94
DS ¥rp,62 *0,95 r1,12 1,10
P¢ 0,001 0,01 0,05 NS
m 1,77 2,24 2,58 1,94
s 20,62 20,95 £1,12 21,10
. 1,42 1,35 1,51 1,80
%1,05 %0,90 1,1 20,98
PL NS [ 1] ns [

CUADRO IX



b) Cirrbticos diabéticos y digbéticos.- En cambio, en los gru
pos diabéticos y diabéticos, la secrecibn relativa al estf
mulo, es menor en los cuatro periodos observados, apafe---
ciéndo el estudio altamentessignificativo estadisticamente
en los puntosz-SO‘, B=-6C,

¢) Cirrbéticos normales y clrrdticos diabéticos.=- La compara-
cibén entre ambos grupos de cirrbticos,ofrece clara eviden=-
cia del diferente comportamiento de ellos, con valores muy
altos en los cirrdticos normales (B-30: P<0,001; B-60:
P <0,01l; B-90: »<0,05).

d) Diabéticos ¥y cirrdticos diabéticos.~ Por el contrarifo,--
los Cirroticos diabeticos y los diabeticos presentan un =
comportamiento idéntico en todos los puntos, ya que si ==
bien euisten valores medios algo superiores en los prime--
ros, dichas diferencias no son estadisticamente significa-

tivas.,
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IV PROINSULINA PLASMATICA.

- Normales-

De los 13 sujetos iniciales se tomaron seis, como
controles.

En 1la figura & aparece el comportamiento medio de
Insulina y Proinsulina plasmatica a lo largo de la prueba de
sobrecarga.

El limite de sensibilidad obtenido en.nuestras de
terminaciones de insulina y proinsulina nos hizo desistir de
la valoracidén de las rmestras basales, ya que podriamos incu
rrir en cierto error en determinados casos (cifras basales =~
bajas) .

La necesidad de expresar los valores mn ng/ml nos
ha obligado traducir en dicho estudio, los valores de Insuli
na a ng/ml tambien, Gnica forma de obtener los porcentajes =
de la primera sobre la segunda,

Las cifras de Proinsulina mas elevadas aparecen a
los 30°de la sobrecargza observandose como a los 60°descienden
para volver a elevarse de nuevo a los 90 yl20', aunque quedan
do por debajo de los valores obtenidos a los 30,

Similarmente sucede con los porcentajes de proins
sulina sobre insulina, Mas en ellos el valor miximo se alcan
za a los 120°,

Los valores medios,asi como sus desviaciones "stan
dar'' de Insulina y Proinsulina y Porcentajes se muestran en
el cuadro X.

La figura 9 corresponde al grafico de dispersibn -
obtenido al correlacionar los valores de Proinsulina a Insuli
na, de cada sujeto en ng/ml. ELl coeficiente de correlacién ob
tenido fue ~-r = 0,13, mostrando pues una correlacidn positiva

pero de muy bajo grado y sin significacidnestadistica.

- Cirrdticos Normales,-~

Los resultados son semejantes al grupo de Normales,

(49)
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eseeess PROINSULINA

ng/mi
60 4 3.4
50 4 2.54
10 4 2J
30 4 1.5
204 14
10 40,5+
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SUJETOS NORMALES ng/ml

30 60' 90’ 120
" 2,05 2,91 2,11 1,36
INSULINA

oS +0,65 +1,22 +1,04 +0,30
" 096 0,54 0,82 - 0,81

PROINSULINA .
os +0,20 +0,14 ta4s 10,33
"]

o,

. %

os

CUADRO X

P RO INSULINA ng/mlgz.l |
r=—0,13
/
1,54 /i
Py [ ]
1 [ ]

0,51 * *
' {V 1 " 1 INSULINA ng/ml ‘
|

SUJETOS NORMALES




excepto algunas variantes como puede apreciarse en la figura
10.
La actividad proinsulinica sufre un evidente des-

‘censo a los 60°para elevarse de nuevo a los 90°, esta vez ==

. por encima de los valores de 30, y caer denuevo a cifrasviﬁ-

feroores a estas {(ltimas,

Los porcentaies de Proinsulina descienden tambien
mucho a los 60°para elevarse de nuevo por encima de la basal
a los 90" y 120", |

En el cuadro XI aparecen los valores medios de In
sulina, Proinsulina y porcentajes (%) obtenidos en cada gru-
po y los resultados de significancia estadistica entre las =
cifras encontradas en los Suietos Normales y en los Cirrbti-
cos no Diabéticos. |

Destacan en este sentido, diferencias significati

vas (P<0,05) entre los niveles proinsulinicos de ambos gru

pos a los 90°, siendo superiores los de los cirroticos no =
Diabéticos. También resultan diferentes los porcentajes a ==
los 30°pero aqui son los Sujetos Normales los que ofrecen ci
fras mas altas (P<0,01).

El estudio de correlacién entre Proinsulina e In-
sulina (Fig. 11) es aun de menor grado: ¥ = 0,08 (P : N.S.).

en este grupo.

- Cirroticos Diabéticos.

La figura 12 muestra como al igual que en la insu-
lina el punto de mayor nivel de proinsulina es a los 90'. Los
valoreé aumentan progresivamente desde los 30°, para luego -
descender a los 120°por debajo del primer punto (30%).

En los portentajes, el punto maximo se encuentra a
los 30’y luego estas descienden para alcanzar a los 120" el
valor mis bajo.

El cuadro XII presenta los valores numericoc de la

figura anterior asi como el estudio estadistico de las dife-

(50)
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CIRROTICOS NO

DIABETICOS ng/ml

3.0’ 60’ 90’ 120°
] 6,04 7,90 6,80 3,26
‘NSULINA
oS +333 +1,83 +3,39 MR
) 1,16 0,51 1,58 0.7/
PROINSULINA DS +0,45 +0,32 +0,11 t 004
b NS NS 0,05 ~S
- 20,20 7,90 2645 29
o
% os +367 +5,79 +15,90 £18.38
re 001 NS L f ] [ T ]
CUADRO XlI
. r-008
PROINSULINA ng/mi| ‘l .
L ]
1,54 °
| [
[ ]
14
° [ ]
L4 .
*
L]
0.5
_ [
T ) 3 M 1 w3 T z r] I1NSULINA ng/mi

CIRROTICOS NO DIABETICOS

- -

FIG. 11



INSULINA

. / T
AR verees PROINSULINA
1 ] 4
,”—*\\\
40 T \\\\
//Q" \\\\
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V4
//
304 34 ///
//
./
204 24
11 ...
..... oottt
10 e *ee,
ottt
4 A
30 60 920 120 T
CIRROTICOS DIABETICOS
FIG 12
CIRROTICOS DIABETICOS ng/mi
30’ 80’ g0 120°
» 2,60 382 419 3,54
INSULINA
oS +1,00 +1,34 +2.05 +2,07
] 087 124 147 0,93
PUOINSULINA DS +0,37 +1,02 +1,26 *0,60
r< NS NS NS NS
» 36,78 3845 3s 31
o
7 oe 413,60 + 2048 114,00 + 2258
reg NS us TR 008

CUADRO xili



PROINSULINA

5
ng/mi 3
[ ]
3
r=-002

2,54

24

[ )
b L ]
L)
1,54
L]
[ ]
L ]
14 .o .
] * [ ] °
®
)
0,51
L ]
[ ]
v —
1 2 3 4 5 6 7

INSULING ag/mi

FI1G. 13
’-OIRROTICOS NO DIABETICOS = CIRROTICOS DIABETICOS
3o’ 60’ 90’ 120°
PROINSULINA NS NS NS LD
o
A) NS NS NS NS
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renclas existentes entre dicho grupo y el de los normales, So-

lo aparecen significativas la de los porcentajes a los 120",
El grado de correlacibén obtenido, como muestra la

figura 13, es casi nulo y sin significatividad estadistica

( r=0,02),

- Cirroticos Normales y Cirroticos Diabéticos.

El estudio de las diferenclas entre ambos grupos,
cuadro XIII, muestra que estasn no son lo suficientemente im-
portantes como para ofrecer significatividad en ninguno de -~

los parametros ni puntos estudiados.

V) Hormona de Crecimiento plasmatica (HGH) .- La figura 14 -
cuadro XIV muestra los wvalores basales asi como el comporta-9
miento medio de los valores de HGH en la prueba de sobrecarga

oral de glucosa:

a) Normales vy Cirrdticos.- Los valores basales obtenidos en
los sujetos normales, son mas bajos que’los obtenidos en -
los pacientes ciridticos (P<0,05), y la diferencia entre =
ambos grupos, se hace mucho mas manifiesta, cuando examina
mos su comportamiento ante la glucosa. Los normales, bajan
progresivamente hasta valores de 0,20 ng./ml, mientras que

los cirrbticos comienzan a elevar sus cifras, terminando -

gl final de la prueba, con cifras muy superiores a las ba-

sales. Si bien presentamos solo los valores medios repres-
sentativos de cada grupo,a pesar de la dispersidn obtenida,
los valores individuales mostraron como los Cirrbticos el
mismo comportamiento, aunque partiendo cada uno de sus ci-
fras basales.,

La diferencia de ambos grupos es muy ostensible co
mo puede apreciarse por las significatividades obtenidas
(P<0,05; 0,001; 0,013 ©,01).

(51)



30
20
10
[ ]
SOBRECARGA ORAL
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[ ]
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n
~. “ORMALES
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n
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(o]

(8]

. DIABETIC.
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C. NOREALES 08
<
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H.

G. H.

30
0,44

0,63

7,51
26,74

7,65

26,15
0,05

10
0,44

20,43
1,83

+0,80
12,3

213,10
N.S
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ng/ml.

60
0,24

Xo,39

14,86
26,32

20,50

t0,70

0,001

20
0,39

20,29
2,30
£1,3
13,30

214,22
ns

90
0,26

to,35

16,46
£10,94

15,50

12,02
0,01

CUADRO XlV

CN
—— =N
_____ CbD
120
0,20
£0,30
16,70
*32,15
14,00
15,55
0,01
40 S0 60
0,46 0,42 0,%
12,51 13,95
t11,18 213,64
23,36 23,9
214,80 20,48
0,02 0,02




b) Cirréticos normales y Cirrbticos diabéticos.- Cuando se com
paran los dos grupos de Cirrdticos entre si, aunque existia
un discreto predominio de los valores de los Cirrdticos no

diabéticos esta no fue significativo.

B)~- Sobrecarga intravenosa de Glucosa.

I) Glucemia.- La representacidn grafica del comportamiento
de losdiferentes grupos, se representa en la fig. 15 y los va-

loses obtenidos en el cuadro 1IV.

5e puede apreciar, oomo el descenso de los valores de =
glucemia, desde un punto miximo obtenido:a los 10 minutos, es
mas acentuado a lo largo del tiempo observado en el grupo de -
sujetos normales, luego en los cirréticos normales y por (lti-

mo en los cirrdticos diabéticos.

Todavia mas demostrativo, resulta el anilisis de los va-
lores Kg, que coinciden con la interpretacidn de las curvas =~
orales para la clasificacidn de los pacientes en las diferen-
tes grupos. Los sujetos normales, presentan valores muy supe-=-
riores a los de los cirrbticos normales, y cirrdticos diabéti-
cos (P<0,01l y 0,01). La diferencia de estos dos (ttimos gri=-
pos es tambien neta (P<0,02) en favor de los primeros, aunque
estos presentan una media enl los limites inferiores de la nor

malidad.

I1I/ Insulinemias.=~ La respuesta insulinica del grupo de los
cirrdticos normales, es muy superior a la obtenida en los con-
troles y en los cirrdticos diabéticos, partiendo también de va
lores basales mas elevados, (fig 15, cuadro XVI) como sucedia,
en la prueba de sobrecarga oral;

En cambio, el grupo de cirrbdticos diabéticos, muestra =
una cifras algu superiores a las de los controles, aunque sin

.

diferencia estadistica significativa entre embos.

(52)
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NORMALES

~:ARTTICOS N

Z1PRTTIC"S D

REVALES

TIPR@TIZIS N

ZIRR"TIBOS O

0s

0s

gLUCEMIAS

Py » » K
B 10° 20° 30° 40 S0 60
1,97
0,77 2,22 2,13 1,60 1,37 1,11 1,05 .
* t 20,29
*0,10 %0,006 t0,10 %0,11 20,5 t0,12 %0,24 ’
1,05
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8 10° 20° 30° 40° 50° 60°
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t10,9 *50,10 53,01 *60,66 230,03 21,2 40,1
27,8 53,40 66,4 67,60 55,40 60,80 a2
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III/H.G.He~ Las cifras basales obtenidas (fig.16 cuadro -
XIV) son similares a las de la sobrecargz oral, as{ como, el
comportamiento de todos los grupos.

Los sujetos normales controles, descienden desde
0, ast 0,28 ng/ml hasta 0,80 - 0,30 ng/ml, mientras que los =

cirrbticos ascienden a cifras muy lmportantes.

Debemos resaltar también que aunque con desviacip
nes "standards" amplias en algunos de los puntos, el-compor-
tamiento de todos los enfermos cirrdticos fue idéntico, en -
lo que a valores crecientes se refiere; ello hace posible ob
tener diferencias significafivas a los 40, 50 y 60 minutos
(P< 0,02, 0,02, 0,02).

Los cirrbticos diabéticos mostraron valores me=--~

feriores a los de los cirrdticos normales aunque no -

in
ficativos,

1V/ Correlacibén entre incremento de H.G.H. (constante de =
asimilacidén de glucosa), Los graficos de dispersibn en la fig.
17, muestran la correlacidn de estos dos parémetros en los pa
cientes cirrbticos; en el de la izquierda,se expresan los in
crementos de H.G.H. en % sobre los valores basales, y en el =~
de la derecha ng/ml. Los coeficientes obtenidos fueron r=a+0, 20
y r=0,01, respectivanente' mostrando pues, una correlacidn
negativa de muy escaso valor y sin significatividad; y no co-

rrelacidn, en la segunda forma de expresién.

V/ Correlacidn entre incremento H.G.H. yproteinas totales y
albumina plasmitica. Las Fgs. 18 y 19, presentan la distribu--
cidén de los pares de valores obtenidos en los pacientes ¢irrb-
ticos, al correlacionar tanto los porcentajes de los incremen=-
tos de H.G.H. en % y en ng/ml, sobre las basales y las proteisw
nas totales y albGmina plasmitica, asi como los coeficientes =

de correlacidn obtenidos, v su significatividad estadistica =~
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(r = -0,92, P<0,0l; r= -0,72, P < 0,01; r= ~0,74, P<0,02;
t* =-0,56, P<0,05).

VI) Cortisol plasmitico.-Los valores basales, asi como las
cifras observadas a 1o largo de la sobrecarga intravenosa en
los distintos grupos, se muestran en la figura 20, cuadro XVII.

Las basales del grupo de pacientes cirrdticos son
mds altas que aquellas obtenidas en el grupo de sujeto contro
les ( P<0,05), aunque dentro de los limites de la normali--
dad. Los cirrdticos normales presentaron una medida mas baja
que los cirrdticos diabéticos mas dicha diferencia no fue sig
nificativa.

El andlisis del comportamiento del cortisol plasmi
ticoeenlos distintos grupos a lo larzo de la sobrecarza intra
venosa muestra que tanto los sujetos controles como los cirrd
ticos normales responden con un incremento sobre sus cifras =
basales, alcanzando valores maximos a los 40 y 50 minutos, ==
mientras que en los cirrdticos diabéticos disminuye los valo-
res a lo largo de 1la prueba.

La diferente respuesta de los cirrdticos normales
y los cirrdticos diabéticos,hace que al compararse el grupo -
de cirrdticos con el de sujetos controles, no aparezcan dife~
rencias sicnificativas mas que en basal y alos 10 minutos.

Similar a lo sucedido con la lormona de Crecimien-
to,ocurre con el Cortisol, cada paciente de cada uno de los
rrupos, presentd el mismo comportamiento observado en los va=
lores medios, aunque cada uno partia de sus basales individua

les.,
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|
CORTISOL g % ml. i
[ 10 20 30 40 50 60
] 6,56 ‘ 6 - 7,34 9,36 13,04 13,24 12,24
NORNALES £2,60 12,9 £3,98 24,48 £5,41 25,43 24,04
P& 0,05 0,02 NS NS NS NS NS
(] 10,98 10,53 11,20 12,53 15,15 15,73 13,48
CIRRT. NOR.
(] 10,46 11,22 21,61 22,05 13,00 24,38 128,02
(] 14,44 10,49 11,24 11,68 11,88 10,84 9,6
CIRRT. OIA.
os 26,29 23,34 24,85 23,12 33,16 18,92 24,88
CUADRO XVII



CAPITULO v

Comentarios sobre los .resultados obtenidos.



COMENTARIOS A LOS RESULTAD0510BTENIDOS

- A.~ Intolerancia a la sobrecarga de glucosa.

- El anilisis a los resultados, muestra una elevada
proporcidén de intolerancia a la sobrecarga de glucosa en el
grupo de nuestros pacientes cirrdticos, ya que solo tres de
los catorce esfudiados,,preééntarpn unos valores glucémicos

(tras sobrecarga oral e intravendsa), én los limites inferio
res de 1la normalldad mientras que los once restante, mostra
ron un comoortamlento muy 51,11ar a los del grupo alabétlcos
de madurez, y que correaponde a un 21% de normalldad glucéma
ca, y a un 79% de anormalidad en el r*rup’c')‘de cirréticos hos-

pitalarios avanzados,

nsta alta proporcidn de intoleranc1a hldrocarbona
da en c1rrot1cos, ha sido asimismo dcmostrada por otros guto
res MAGMSI.. (73),SCHREIEER (74), FELDER (75), COWN (76) CO=--
LLINS (77),. en estos \ltimos afios, utilizando parimetros =--
ciasificatorios semejantes a los que hemos utilizado en el ~
presente estudio, punto fundamental para comparacibén de re=-

sultados,
Estos procentos que pueden parecer elevados a una

consideracibén superficial y simplicista tal como cifras basa
les al uso, con técnicas corrientes, que tienen un gran mar-
gen de error (se considera que pueden llegar hasta 80mmg. de
error comparadas con técniéas bioldgicas); no le resultan ~=-
cuando se utilizan paramentos de mayor garantia.

Por tanto pues, el 79% de los cirrdticos estudia-
dos, presentaban una intolerancia a la sobrecarga de glucosa
ﬁsemejante a la que muestran los'diabeticos de la madurez.

Muchos sonnlos factores ya seilalados que pueden =-
influenciar sobre dicha intolerancia entre los que figuran:

- al En primer lugar, la influencia de un higado con una capaci=-

dad de asimilacidn de hidratos de carbono disminuida, bien
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sea debido, a la propia insuficiencig del hepatocito, o a -
la deficiencia de irrigacidn de éste.

. MADISSON (78) estudiando el efecto de anaétomosis |
portocava en perros, estimbd que un 25% aproximadamente de -
una sobrécarga intravenosa intensa de glﬁcosa, era aclarada

"por el higado, mientras que BONDY (79) y cols. demostraron
una ‘menor capacidad hepatica en sobrecarga seme jante,

No obstante, los estudios de AZERAD (80).demostra--
ron, éue no existién cambios de tolerancia a la glucosa des
pués de la anasfomosis portocava en pacientes hepéti¢os f;i
butarios de dicha intervencién. |

bn”nuestros paciefites, a semejanza de los preéenta-
dos por GOLLINS (77), no existié.paraleliSmo,'éntre grave=-
dad clini¢o-anauti;a delfproceso hepatico y la tolerancia -

hidfocarbonada.

b)Otro factor sefialado SALID (81) y COMN (82) , es la Hipoka-~-
liemia acompaﬁaﬁte en muchas ocasiones de la cirrosis hepi
tica. En los eﬁfermosvestudiados solo uno mostrd una cifra
de potasio en plasma de 3 miiqg, encontrandose las demis den~
tro de los limites de normalidad. ¥Wa es conocido, que las -~
cifras plasmaticas de este elemento en muchas ocasiones, no
es expresidén de la concentracidn intracelular, y es esta la
que podria influenciar el comportamiento‘anémalo de los di-
ferentes tejidos, por ello nos hemos permitido la licencia
.de no presentar nuestras cifras plasmiticas ni estudiar su
posible influencia. En experiencias ya realizadas por CO==-
LLINS (83), se demostrd como la asimilacibén de glucosa no =~
motraba variacibén alguna al elevar el contenido corporal de
potasio en este tipo de pacientes.
Por este mismo autor(83) fue'demostrada la falta de
influencia de otros factores tales como: magnesio y £6sforo

plasmaitico,
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c) Hinguno de nuestros cirrdticos, fueron sometidos antes del

d)

estudio a tratamiento diurético ni a corticosteroides, eli

minando asi la posible accibén de estos firmacos.

Podfa tratarse de sujetos ceneticamente afectados, aunque-

hemos indicado la carencia de antecedentes familiares,A pe
sar de lo expuesto, lo que resulta muy evidente es que la
proporcibén de diabéticos dentrode la poblacién general os-
cila de 1-10% dependiendo de los criterios diagnésticd;' y
de la edad de los sujetos {BUTTERFIELD) (84), y que dicha
proporcidén se eleva extraordinariamente en el grupo dé los
cirrbticos estudiados por nosotros, y en aquellos de los -
autores anteriormente sefialados. Es por ello que: o bien,
la cirrosis hepitica se origina con mucha frecuencia en ==
aquellos sujetos marcados geneticamentecomo diabéticos, en
cuyo caso los antecedentes familiares, deblan presentarse
con mayor frecuencia (ninguno de nuestros pacientes presen

taban datos en este sentido), o la cirrosis hepatica . condu-

ce a una situacidn metabolica, en un elevado nimero de pa-

cientes, similar a la Diabetes Mellitus de la madurez.

Be= Insulinemias despues de sobrecargas de glucosa.-

Resultan inté%santes, los hallazgos desprendidos del analj
sis de las cifras de insulinemias absolutas o relativas al

estimulo de sobrecarga de slucosa,

Tras la sobrecarga oral de glucosa, apreciamos como el gru
po de cirrokicos con una tolerancia hidrocarbonada normal,

muestra cifras de insulina muy superiores & los suijetos ~=-

controles v a la de los cirrdticos diabéticos, coincidien-

do con ello con SAMAAN (85) y LIAGYRSI (73), mientrasque es
tos dltimos a su vez, presentan insulinemias superiores a

-

los controles v a los diabéticos de madurez.

(57)



a)

b)

Pero este patrdn de respuesta, se modifica intensamente, =

les, responden con mucha mayor cantidad de insulina que - -

los demis grupos; mientras que los cirrdticos diabéticos y

los diabéticos, lo hacen en mucha menor cuantfia que log =~

normales, presentando entre ellos una escasa diferencia no

significativa estadisticamente. Datos similares han sido =~

presentados por SAMAAN (85) y 92}LINS (83).

Aot W .
Por tanto pues, el cirrbtico responde al estimulo de sobre

carga de glucosa con una hipersinsulinemia,

En el analisis dthiperinsulinismo-de los cirrdticos nor-

males, surgen dos posibilidades patogenéticas:

Como el higado tiene capacidad para degradar insulina, y se
constituye en el ser humano como uno de los ozganos funda~-
mentales en dicha misidén TOMIZAWA (86), las cifras obser=
vadas, podria ser tréduccién de una hipofuncidn hepitica,y
por tanto una disminucibén en la destruccién de la insulina
circulante. Dicha hipdtesis fue estudiada\por COLLINS (83),

el cual inyecta insulina a pacientes cirrdticos, y observa

el tiempo medio' de desaparicihi de dcha insulinajresultando

este, idéntico al obtenido en sujetoscontroles; y alpre--
centado por TOMASI y colbs. (87) en sujetos normales y dia
béticos. Por anto no parece muy probable dicha considera=--

Ciéno

Asi pues, parece lbgico,pensar, que el hiperinsulinismo -~
sea debido a una-. hipersecrecidn por parte de las celulas

beta pancreatica: bien primariamente, - o secundariamente,-
por serles solicitado por la periferia; quedando aln una -
tercera posibilidad, como es la secrecidn en cantidades au
mentadas de Proinsulina conjuntamente con la insulina, ya

que al determinar ésta en el anilisis radioirmunolégico, =

resultan indiferenciables, v se dosifican conjuntamente.
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1)

3)

Si consideramos ahora, el hipoinsulinismo obtenidoen los =~

P4 ]

cirrdticos diabéticos, surgen tambien varias posibilidades

interpretativas:

Ha sido ya descrito por PETERS y colbs. (89), un estado de
deficiencia insulinica en pacientes conpancreatitis crbni-
ca. » |

Si bien es escaso el ﬁﬁmero de nuettra experiencia en estas
exploraciones practicadas en sujetos que un afio, dos 6 mis
afios han padecido parotiditis aguda viral (dos casos); y -
dos de pancreatitis aguda dél adulto, las cifras de iﬁsuli

nemia fueron normales.

Aunque muestros enfermos no presentabanningln episodio clf
nico compatible con pancreatitis aguda, ni esteatorrea ma-
nifiesta, no podemos descartar cdicha posibilidad, debido a
la frecuencia con que se inserta la patoldgia crbnica pan=-
creadtica en paclentes portadores de cirrosis de LAENNEC;ex

cepcidn hecha de la hemocromatosis.,

Que realmente la celula beta respondiese ante el estfmulo
de glucosa con hiporespuests, bien fuera debido, a la mis-
ma causa no conocida, v condicionada geneticamente, en cu-
vo caso estariamos ante anténticas diabetes ifellitus, o ==
bien que las alteraciones metabolicas del cirrbtico condi-

cionasen una snomalia del ssitema efector de la célula,pro

pio de dicha afeccibn.

%1 deficit de respuesta por parte de la célula beta, seria

secundaria a una deflciencia de los factores gastrointesti

“nales de estimulacidn (gastrina, pancreozimina, enterozlu-

cazbn) v el factor hunoral intestinal todavia no conocido
gue pone en marcha la liberacidn de insulina del ?ancreas,
y cuyasiinfluencias no ofrecen dudas en la actualidad !lic
IMfﬁE (88) .Conocido de todos, es la frecuencia con que se
producen lesiones macro - y microscbdplcas acompafiadas de -

transtornos de funcibn en el aparato gastrointestinal de =
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II)

c)~

de los pacientes c¢irrdticos, y es por eliminar dichos
factores, por lo que se realizaron las sobrecargas in-

travenosas.

Los resultados insulinicos obtenidos tras la sobrecarga
intravenosa deglucosa, siguen mostrando hiperinsuline=--~
mia en el grupo de los cirrdticos normales, cuando se =~
comparan sus cifras con elgrupo de sujetos controles.En
cambio, los cirrbdticos diabéticos, muestran un comporta
niento diferente al observado en la sobrecarga oral;Aug
que la respuesta es inferior a la de los cirrdticos nQ;
males, es discretamente superior a la de los controles
tanto en valores absolutos como en los relativos.

Asi pues, estos podrian ser datos favorables, en el sen
tido del apartado 3, considerado ultimamente, Héllazgos
de este tipo han sido presentados pdr COLLINS (77)Q

Asimilacidén de la glucosa relacionada con la insulinemia.
Si analizamos ahora en conjunto, los datos de glucemia e

insulinemia obtenidos, podemos deducir, que la insulina

segregada por los cirrdticos normales,no realiza unzn -

accidn efectiva en 1o quea asimilacidn de glucosa se re-
fiere, ya que el desarrollo de ambas sobrecargas presen
tan cifras de glucemia mAs altas y un Kg mas bajo.

Alro similar sucede con la sobrecarga intravenosa en ==

cirrbticos diabéticos, Ke. bajas, e insuliemias que de-

bian de ser suficientes para una asimilacibn mucho mis

efectiva,

Es pues claro, que la insulina segregada es menos efec=’

tiva, y esto puede ser debldo o bien, a que intimamente
su estructura molecular, es diferenter a 1la insulina de
los sujetos normales; y es interesante tener en cuenta
aqui la posibilidad de secrecién de Proinsulina STEINER

(90) 4 p "big~-insulin'" GORDEN (91) en mucha mayor propor-

(60)



cién que en el sujeto normal, y con menor actividad bioldgica
(diez a veinte por ciento),lo que podria explicar los altos =

niveles insulinémicos obtenidos y la escasez de efectos.

D) Niveles Proinsulinicos plasmaticos.~

La actividad biolbgica de la proteasa aislada en -
nuestro laboratorio, (destruccidn de un 95% de la insulina =~
presente y un 5% de proinsulina), asi como.loS'resultados ob-
tenidos,-a través-de nuestro sistema radioimmunolégico, utili
zando anticuerpo anti-insulina, Insulina porcina 1125, y pro-
insulina porcina como "standard'-, en las pruebas de Recupera
cibn vy reproductibilidéd, nos permitid utilizar el método que
nos propusimos contoda garantia en el estudio de wvaloracidén -

de niveles de Proinsulina plasmitica.

Los resultados obtenidos en sujetos normales rues-
tran que los niveles de Proinsulina, sdn similares a lo..largo
de la prueba de sobrecarga, apreciandose un ligero descenso a
los 60°. Asi pues, no ex iste paralelismo entre los niveles -
de Insulina y Proinsulina, yva que las cifras de la primera ~
son maximas a los 60°y luego descienden mientras que en la se
gunda se ofrecia un ligero ascenso, tanto a los 90, como a ==~
los 120°. Dicha falta de correlacidn, se aprecia también al
analizar la disperéién existente (grafico de dispersidn) en--
tre los distintos valores de proinsulina e insulina individua’
les y el grado obtenido para el coeficiente de correlacidn:

r o= 0’130

Los valores de los porcentajes, estan fundamental-
mente condicionados por la dinamica secregatoria insulinica -
mas que por la de proinsulina, ello coincide con los datos =~
aportados por los diversos autores KITABCHI (19) GOLDSMITH(20
MELANI (21).

| Aunque los valores de los parametros que hemos es

tudiado en esta seccidn (Insulina, proinsulina, y porcentajes
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los hemos .presentado en fdrma de valoreé medios en aras de =-
una mayor brevedad, al analizarlos aisladamente en cada uno -~
de los constituyentes del grupo, aparece una discreta diver=-
gencia expresidn de un factor secrecional proinsulinico indi
vidual, que aunque generalmente parece seguir a aquel expues~-
to por los valores medios, en algunos casos difiere de éi.

De todas formas, es interesante sefialar como ya an
tes lo hiciera MELAMI (21) GOLDSMITH (20), que los porcenta-~-
jes de Proinsulina e insulina plasmatica encontradas difieren
ostensiblemente de aquellos encontrados en el pancreas, en el
cual solo aparece un 1 6 2% de Proinsulina con respecto a las
cifras de insulina., Son pues muy sugerentes las importantes =~
cifras de Proinsulina en plasma, y eilo en el sentido de un =~
papel fisioldgico determinado para dicha sustancia que aun es
tamos lejos de conocer; pues si bien ya ha sido establecido =
el papel de la proinsulina dentro de la Célula que seria fa
vorecer el establecimiento de los puentes disulfufosnde la mo
lecula de insulina, ello no elimina la posibilidad de que la
molécula de Proinsulina desarrolle otras’ importantes funcio-~
nes extrapancreaticas, quizis de tipo fegulatorio, tal vez en
1os'periodos interingesta.

Es probable que la Proinsulina despues de ser sin-
tetizada en los ribosomas de 1la celula B » sea transportada y
transformada en insulina en elaparato de Golgi, STEINER (17)

y LACY (92), y aunque hay todavia escasos datos acerca de la.
relativa proporcidén de Proinsulina e Insulina en los grénulos,
es posible que los procesos de conversidon no sean siempre com
pletos, vy un pofcentaje de proteina granular permanezea como
Proinsulina. Si ello es asi, de la liberacidén de los grénulos
despues de la estimulacidén de glucosa podria resultar la pues-
ta en circulacidén de Insulina y Proinsulina que estaria en re-

lacidn con el grado de maduracibn del granulo, pudiendo exig--

tir en algsunos suietos una liberacidn preferencial de granules

de reciente formacibn o "precranulosi!

(62)



En los Cirrdticos no Diabéticos, los niveles medios
'de Proinsulina plasmitica en la sobrecarga oral de glucosa han
.resultado mis elevadas que aquellos de los Sujetos Normales,no
obstante dicha elevacién no es estadisticamente significativa,
mas que a los 90°, pero dichas elevaciones al ir acompafiadas =
de cifras de insulimenias mas elevadas, como yeiamos anterior-
mente, los porcentajes de Proinsulina sobre Insulina resulta-~-
ron menores especialmente a los:307,o0freciendo en este punto =
significatividad estadistica (P<;0,0l). Al izual que en los Su
jetos Controles se observa un evidente descenso tanto de Proin
sulina (ng/ml) como de porcentajes a nivel de los 60°. Tampoco
hemos obtenido correlacidn entre la liberacibén de Proinsulina
e Insulina, en los sujetos pertenecientes a este grupo.

, El anilisis globalrde los valores plasmaticos de In
sulina, Proinsulina, y porcentajes en el grupo de los Cirrdti-
cos no Diabéticos, permite afirmar que en dichos pacientes no

xisten datos que justifiquen el pensar, que la liberacién de
Proinsulina,}en un porcentaie elevado, con su menor actividad ~

bioldgica, sea la causa de las altas cifras de Insulina poco

eficaz encontradas

Los cirréticos Diabéticos, muestran un comportamien
to similar al grupo normal y solo a los 60°presentan cierta -~
tendencia a ofrecer valores de Proinsulina y porcentajes algo
superiores, pero la amplia dispersidn obtenida en los constitu
yentes de este grupo, hace que no exista significatividad en=-
tre las diferencias.,

~ La andmala secrecién-liberacidén de Proinsulina, no
parece pues que sea factor decisivo en la intolerancia hidro--
carbonada que nos ocupa.

ifo hemos podido comparar nuestros hallazgos, ya que
no existe el menor dato en toda la Bibliogréfia.internacional,
si bien OOLLING y colbs.(83) en su Gltimo prabajo, hablaban de
su posibilidad patogenetica, pero sin que hasta el momento ha=

yva mostrado resultados a este respecto.
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Asi pues, si no existen diferencias manifiestas en-
tre los porcentajes de Insulina y Proinsulina de los Sujetos =~
Normales y losCirrbticos; presentando estas (ltimas -como veia
mos anteriormente~- cifras insulinicas suficientes para el desa
rrollo de un metabolismo hidrocarbonado normal, debe existir -
- Una causa, bien a nivel plasmitico o tisular, que condicione =

la falta de respuesta periférica;

E_.- Cortisol.

El examen de las dosificaciones de cortisol plasmi-
tico muestra valores basales superiores en el grupo cirrdtico
(P < 0,05), aunque si comparamos sus cifras con las obtenidas
en nuestro laboratorio con el mismo método en mas de sesenta =
sujetos normales (media 13 : 1,9 rg), s6lo el grupo de cirrdti
cos diabéticos, muestra cierta tendencia a presentar valores -
superiores a estos.

Mayor interés presentan las cifras obtenidas tras =
1a sobrecarga intravenosa pudiendose apereciar, un comporta-~ =-
miento similar en los sujetos normales y los cirrdticos no dia
béticos, incrementando ambos grupos sus cifras sobre las basa-
les, mientras que, el grupo de cirrdticos diabéticos,las dismi
nuye, '

5i consideramos, que la introduccibén del suero glu-
cosado actuase a modo de "stress" (aunque ningin dato en este
sentido aparece sefidado anteriormente), podiamos comprender el
comportamiento del cortisol, en los grupos de cirrdticos norma
les y controles, pero ello, no seria suficiente para explicar-
nos el de los cirrdticos diabéticos, que deberian comportarse
en este caso del mismo modo que los anteriores.

1Mas, si en cambio atribufmos al efecto de 1a’g1u00ﬁ
sa introducida sobre el hipotZlamo, ello nos podria aclarar,la
falta de respuesta de los cirrdticos diabéticos, si considera-
mos, que su deficiente metabolismo hidrocarbonado ofreceria a

menudo dichos niveles a los citados centros neuro-endocrinos.
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F) .~ Hormona  Somatotrdfica (H.G.l.)

Es estrecha, la similitudde los patrones del meta-
bolismo de los hidratos de carbono, en la acroemegalia5y la -
_cirrosis de LAENNEC ~HED.(93), EODEN (94). En ambas afeccio
nes, la diabeted es altamente frecuente,la tolerancia a la -
glucosa es baja ,CREUTZFELDT (95), MAGYRSI(73),SAMAAN (85),
BECK (96), 1los niveles de insulina en ayunas estan elevados,
¥ la respuesta insulinica a la ingestién de la glucosa es ele
vada , CREUTZFELDT (95) MAGYESI(73), BECK (96), KARAN (97).
Ademis de ello, los efectos diabetdgenos de la H.G.H. han si-
do bien establecidos, BECK (96), LUFT (98), KIPNIS (99).

Por todo ello, nos resultd interesante establecer
la posible influencia de la citada hormona en el comportamien
to de nuestros pacientes cirrdticos, pudiendo apreciar, como
las cifras basales H.G.H., son mis elevadas que en los suje=-=
tos controles, coincidiendo en ello, con los datos aportados
por HERNANDEZ (100),SAMAAN (85) y CONN (101).

Sin embargo, las cifras mis altas, las mostraron el grupo
de cirrbticos normales, mientras que los autores anteriormen-

te citados las presentan en el grupo cirrdticos diabéticos.

Ante lss sobrecargas oralec intravenosas, todos nuestros =

cirrdticos, respondieron incrementando su valores de H.G.H. ="

plasmitica como veiamos anteriormente, mientras que tras sobre

cargéfD%ERNANDEZ (L00), sobre cinco pacientes estudiados, en--
contrd que sélo en uno aparecia una respuesta pﬁfadégica; y -

SAMAAH (85) sobre veintidos pacientes, encontrég ogagy supresio-‘
nes en diez y ocho, Finalmente COMN (101), encontré que la mi-
tad de sus quince cirrbticos estudiados, elevaban las cifras

sobre las basales. Este (ltimc autoy,tras la sobrecarga intra-=
venosa observd: Como cinco pacientes presentaban disminucién -
sobre sus basales; en cinco no hubo cambio, y en pcho, estas -

se incrementaron,
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Resulta pues muy llamativo, que la sobrecarga de glu9

cosa, que en los sujetos normales se utiliza en las dos :prime-

ras horas como prueba de supresidn de la secrecidén de hormona

de crecimiento, en los enfermos cirrdticos, no solo no disminu-

ve ésta, sino que la aumenta en un alto grado.

Respuestas paraddgicas de este tipo, han sido des--
critas solo en: pacientes acromegalicos (BODEN y cols.94) .ROTH
y cols (102); en alteraciones de la regulacidn hipotélamo-hipd
fisis, (BECX y cols. (103); en  Porfiria aguda intermitente -~
PELRROTH (104); cAnceres metasthsicos {SAMAAN (105); y en mal-
nutriciones severas olKWASHIORKOR. PIMSTONE(106); ninguno de =~
nuestros nacientes, eran tributarios de estas causas, aunque -

de jaremos para mis adelante el anilisis de la Gltima sefialada.

El hallazgo de datos expuestos nos plantea varias =
interrogantes:

a) En primer lugar, el posible papel que puede jugar la hormo-
na del crecimiento, en el alto porcentaje de intolerancia -
hidrocarbonada observando en el paciente cirrdtico.
5i bien los resultados obtenidos, al correlacionar los dis-
tintos Kg v los incrementos de H.G.ll. presentan una casi nu
la relacibn entre ambos fendmenos, ellos no pueden ser defi
'nitivgs, ya que la influencia de la hormona sobre el citado
metabolismo, tendria que efectuarse, a través de la capaci-
dad pancredtica de secrecidn insulinica, constituyéndose és

. te pues, en una causa primaria, para el fracaso del organis
mo cirrdtico ante los H. de carbono, y el aumento de hormo=
na de crecimiento, como causa disponente, o desencadenante,
al disminuir la insulina segregada, sea cual fuera su causa,
en un determinado instante,
8i bien el efecto antagdnico de la H,.G,H. sobre la insulina
se puede ya encontrar a los 10° de su presencia en el siste
ma insulina-glucosa~ tejido, segin ZIERLER Y RABINOUITZ(IO%
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BRONK y FISHER (108),‘en‘1a mayorfa de los estudios "in vivo"
‘es necesario que transcurran de dos a tres horas para due ée |
ponga de manifiesto, la accién de H.G.,H. sobre la respuesta = |
tisular a la insulina. ,

De extraordinario interés en este sentido, resul--~
tan las experiencias de BERSOH (109), el cual sometiéqa un ==
grupo de sujetos normales a una sobrecarga oral de glucosa,re
gistrando la respuesta inmediata de insulina; v la respuests
tardia de H.G.H., a partir de las tres horas de'empezarrla -
prueba; cuando repitid en los mismos sujetos la sobrecarca i

rocarbonada a las seis horas, pudo observar, que las respues
tas insulinicas, fueron muy superiores a la primera para desa

rrollar el mismo grado de tolerancia de glucosa.

Asi pues, los valores de H.G.H. obtenidos emnnues-
tros pacientes, unidos a aquellos correspondientes a la insu-
lina, podrian traducir sea. cual sea el tiempo necesario para
el desarrollo del citado metabolismo, la posible :influencia
de la H.G.H., sobre el hiperinsulinismo poco eficaz observado
en el grupo de cirrdticos normales, y el correspondiente a la
sobrecarga intravenosa del zrupo de cirrdticos diébéticos, me
nos eficaz alm, ya que las dietas de proteccidn hepitica (ri-
lca en H. de carbono, y con tomas frecuentes) condicionarian -
casi un estado de insulinorresistencia a lo largo de todo el

dia.

b) No presenta menor interés pues, el anilisis de las posibles
causas de los altos niveles de H.G.H. en los pacientes ci-

rrdticos.

SRIVASTAVA y cols, (110) estudiando el/tiempo medio de de~-
saparicibén de H.G.H. marcada en doce enfermos cirrdticos -
encontradon que éste se hallaba aumentado (31,8 minutos ==
frente a 18,7 minutos del grupo utilizado como control) ;no

obstante también existid una ostensible diferencia entre ~
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"espacios de distribucién (M. en cirrdticos 106 ml/kg.,
controles 80 ml./kg), y asi pues, la "tasa aclaramiento -
metabdlico", mostrd una diferencia mucho menos marcada =--
(cirréticosrz,13 ml./minuto, nofmales 3,13 ml.[minutd),e§
plicandose pues la divergencia entre t1f2 y “aclaramiento
metabélico™ por el aumentado espacio de difusién en los ~

cirrbticos.

Aunque todo ello pudiera hablar en parte de una cierta -
acumulacién o mantenimiento de las cifras de H.G.H. obte-
nidas tras el estfmulo, las cifras basales, as{ como la -
respuesta andmala ante la glucosa no deben estar influen=-

ciadas par ello,

Tampoco el posible "stress", parece deba influir sobre es
tos dos puntos, ya que los sujetos controles fueron some-

tidos a las mismas pruebas en las mismas condiciones.

FRANTZ y RABKINS (111), ham mostrado que los estrbgenos, e
estimulan la secrecibn de H.G.H. Conocido es, quesignos -
clinicos como son: ginecomastia, araflas vasculares, erite
ma palmar tan frecuente en pacientes cirrdticos, han sido
interpretados, como un predominio de estrbgenos en dichos
enfermos, y esta opinidn parece apoyada:en hallazgos como
los de SHAVER y cols. (112), que encontraron, una disminu
cidn del aclaramiento hepitico de estrbgenos en un grupo -
de estos pacientes. Asi es posible pensar, que este fuera
uno de los mecanismos, que influencia el comportamiento ob

servado de la H.G.H.

Sin embargo, consideramos muy interesante, los trabajos de
PIMSTOHE y cols. (106) que estudiando los niveles de H.G.~-
He. en pacientes con malnutriciones crdnicas y nifios con =~
KWASHIORKOR, pudieron encontrar en los mismos cifras basa~
les altas, y un comportamiento andmalo ante la sobrecarga
de glucosa, semejante a lo obtenido por nosotros en nueseé-

tros cirrbticos.



Los pacientes de PIMSTONE presé%aban una correlacién -

) negativa entre proteinas totales y albuminas y niveles de H,
G.H., y datos similares hemos encontradoen nuestro grupo ci~-

rréticos, Fig. 18 y.19, Ello no es de extrafiar, ya que en di
cho tipo de &nfermos, el habito nutricional, asi como una -~
sintesis proteica disminuida por alteracién del metabolismo

proteico a nivel hepitico, condicionaria un estado seméjante,

aunque no tan intenso al de los pacientes seiialados.

Los hallazgos antes mencionados, impulsaron a KERNOFF
y PIMSTONEV(113) a estqdiar el posible papel de 1la H.G.H. so
bre la sintesis y catabolismo de las albtminas en las ratas,
y pudieron observar como ambos procesos aumentaban en presen

cia de dicha hormona, aunque predominando el primero.

Asi pues, no seria ilbgico pensar tras estos hallazgos,
que la secrecidén de la hormona de crecimiento se influenciara
en sentido positivo, por los niveles, bien plasmiticos o ine>
tracelulares de determinadas proteinas, estableciendose pues

un auténtico sistema de "feed-back'.

En esta misma linea de pensamiento, los autores antes
mencionados, estudiaron si existia relacidn en sus pacientes
entre H.G.H. y distintos aminojcidos en plasma, encontrando =
una correlacidn negativa significativa entre valina, leucina
e isoleucina del grupo de aminoacidos esenciales y una corre~

lacibn positiva entre dicha hormona e histidina.(PIMSTONE(114.

il estudio cualitativo de dichos aminoacidos, en los -
plasmas correspondientes a las basales de las pruebas intrave
nosas de nﬁestros cirrdticos aparece en las figura 21, con===
trastanto por su menor cuantfa, con el realizado en tres sujg

tos normales fig., 22,

Aunque somos conscienteés de la necesidad de obtencidn =
de otros parametros tales como: tasa catabbdlica y anabdlica =
de alb(mina, y determinacidn cuantitativa de aminoacidos, los

datos obtenidos en nuestros pacientes nos permiten al menos
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pensar, si no seri la deficiencia del metabolismo proteico a
cualquiera de sus niveles, de aminoacidos esenciales 0 pro=~
tefnas,la que a través de un aumento de la secrecidén de hor-
mona de crecimiento, condicionaria una resistencia a la insu
lina enddgena, forzando al pancreas a segregar mas insulina

y si este no tuviera tal capacidad, o por causas gobreanadi-~
dac claudicase, arareceria la insuficiencia asimilativa hi~-

drocarbonada.
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CAPITULO®C v

Conclusiones,



et et

19) El grupo estudiado, Cirrdticos sin antecedentes personales
ni familiares de diabetes, y en avanzado estado evolutivo,mos~
trd un alto porcentaje {79%) de intolerancia hidrocarbonada -~

tras ambas sobrecargas de glucosa, oral e intravenosa.

22) Las cifras de Insulinemia obtenidas en el grupo de Cirroti

cos con tolerancia .. hidrocarbonada normal, tanto abSqluta, "

mo relativas, resultantes de la aplicacidn del indice insalino

génico de SHLZER, ofrecen un patrén de hiperinsulinemia plasma

tica ante el estimulo oral e intravenoso.

El grupo de Cirrdticos con intolernacia hidrocarbo9

nada mostrd hipoinsulinemia relativa al estimulo tras sobre=- =

carga oral v normoinsulinemia tras sobrecarga intravenosa, pu-

diendo ello ser reflejo del fallo de los estimulos gastrointes

tinales actuantes sobre la liberacidn de insulina pancreatica.

32) La comparacidn de las cifras de glucemia tras estimulacién,
entre los grupos de Cirrdticos con intolerancia hidrocarbona-
da y diabéticos de lMadurez no ofrecid significatividad esta--

distica entre laé diferencias. En cambio, las cifras de insu~-

linemia muchos mas elevadas en el grupo de cirrbticos con in-
tolerancia hidrocarbonada a los 30° 60°90°(P< 0,05, 0,01, 0,0L)

42) Los niveles de Proinsulina o (Broinsulin "1like") nlasméy

ticos, as{ como los porcentajes de proinsulina sobre’insulina
inmunorreactiva encontrados,nos permiten destartar sea la cau
da de la disminuida eficacia biolégica de la Insulina .en nues
tros pacientes portadores de Cirrosis Hlepética, ya que las di
ferencias objetivadas, coh:isignificatividad estadistica, en--
tre el grupo de pacientes cirrbdticos con tolerancia hidrocar-

bonada normal y sujetos normales controles: mayor nivel de
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Proinsulina (ng/ml) a los 90°, y porcentaje de Proinsulina =
disminuido a los 30} en los primeros se explica:

a) Por una mayor secrecidn paralela de Insulina, pues
al comparar luego los. porcentajes obtenidos para -
dicho punto las diferencias entre ambos grupos care
cieron de'significatividad estadistica. ; |

b) Dicho hallazgo sefiala incluso una mayor proporcidn

de Insulina en el grupo Cirrdtico.

50) aAsi pues; la discordancia entre las cifras insulinemicas
halladas, sin estar aumentados los niveles de Proinsulina --

plasmitica, y la asimilacidn hidrocarbonada, nos permite es=:

tablecer un estado de resistencia a la insulina endogena lib

berada en los nacientes estudiados.

62) El comportamiento dindmico del Cortisol, analizado a tra
vés de las cifras plasmaticas obtenidas tras la sobrecarga de

glucosa, no parece debe influir en dicha insulinorreststencia, -

ya que en los pacientes Cirrdticos con intolerancia hidrocar
bonada los valores basales disminuyen a lo largo de la prueba,
mientras que se elevan a partir de los 40" en los Cirrbticos ~
con tolerancia hidrocarbonada normal, comportamiento identico,

este 1ltimo, al de los sujetos normales estudiados.

79) En cambio, la gran elevacidn paradojica de los niveles de

Hormona de Crecimiento ante ambos tipos de sobrecargas: de Glu~

cosa en completo contraste con la anulacién que esto sufre en
los sujetos normales, sugiere que el comportamiento dinamico =
de la citada hormona juega un importante papel en la insulino-
rresistencia antes sefialada, que preside el metabolismo hidro-
carbonado del grupo de pacientes cirrdticos objeto de nuestro

trabaj O.

82) Las correlaciones negativas encontradas entre proteinas
totales plasmaticas, alblmina, y HGH, asi como los niveles ===

disminuidos de algunos aminoicidos ramificados esenciales Vali
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na, Leucina e Isoleucina, dadoel importante papel desarrolla
do por dicha hormona sobre la sintesis protéica, nos permite

apuntar la posibilidad de la influencia de.las deficiencias =~
del metabolismo proteico, como estimulo de.la liberacidn para

dbégica de HGH en los pacientes cirrdticos.

92) E1 grupo de pacientes cirrdticos estudiados se caracte-
riza pues por nivéles insulinemicos poco efectives, los valo~-
res de Proinsulina plasmitica no justifican dicha ineficacia,
la hormona de Crecimiento con un comportamiento dinimico and-
malo se destaca como importante factor -patogenético de la men

cionada insulinorresistencia,
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