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INTRODUCCION AL ESTUDIO DE LAS GLIGOPROTEINAS



INTRODUCCTION

ot e e e e o e o e S e e e e i e s e e s
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A todas aguellas proteinas que tienen una unién cova-
lente con un grupo prostético carbohidrato, podemos llamar Gli-
coproteinas (1); Estas proteinas conjugadas, se encuentran prew
sentes, y de forma activa a todos los niveles del juego biolé-
gico, asi son proteinas: hormonas, anticuerpos, enzimas y cons-—
tituyentes de las‘membranas basales.y celulares (2% 3).

En estos dltimos tiempos, el interés por el eétudio
de estas sustancies, ha experimentado gran auge, estando los
trabajos por un lado, dirigidos hacia el conocimiento de su es=-
tructura y metebolismo, y por otro, a comprender su funcién y

Fiéiopatologia;.estando centrada la problemédtica actual en su

interrelacién entre estados de salud y enfermedad,



CONCEPTO Y DESARROLLO HISTORICO.=-

A la simple definicién antes dada de lo que es una
glicoproteina, se ha llegado por un largo camino que comien-
za con los trabajos de HAMMARSTEN (4), en 1.891, que fué quien
introdujo el término "mucoide", y lo separaba de las mucinas
por sus propiedades fisices ( solubilidad en écidog, precipi-
tabilidad,..)

En 1.925 LEVENE (5), introduce el término mucoprotei-
na, diferenciandoc dos categorias: las que tenfian un grupo pros-
tético condroitin - sulfato y las que lo tenian mucoitiﬁ - Sul=
fato. Estableciendo asi, erroneaﬁente, que todas las muccprotei-
nas son sulfatadas y que tienen dcidos urénicog difiriendo en la
naturaleza del azdcar, condrosamina en el primer grupo y quito-
samina en el segﬁndo.

En 1.938 MEYER (6), basandose en las caracteristicas
guimicas distingue: Mucopolisacéridos y Glicoproteinas; a los
primeros, segin su contenido en &cidos urdnicos, en mucopolisa-
céridos 4cidos y neutros; y dentro de los écidos en sulfatados

y no sulfatados.

A - Mucopolisacéridos
1l -« Conteniendo dcido urénico.
a - 5in grupos sulfato,. EJ; écido'hialurdhico.

b - Con grdpos sulfato. Ejéqécidn condroitin -



sulfato.
2 = Mucopolisacédridos neutros de composicién conocida,
Ej. quitina y substencias de"los grupos sanguineos.
B - Glicopfoteihas, conteniendo mucopolisacéridos neutros de com-
posicién desconocida ( ovomucoide, ovomucina, mucoide serico,,, )}

En 1.945 y 1,953 (7); MEYEH‘vuelvg a rehacerla, basan-
dose en el tipo de enla;e entre la proteina y le fraccién carbo-
hidrato y asi deistingue:

- Mucoproteinas, en las que el grupo prostético es un
mucopolisacérido unido de forma iénica»a la proteina,

- Mucoides, de contenido en hexosamina suﬁerior el 4 %
y con enlace covalente., A su vez pueden ser: Neutros

o (mucoides del plasma) y cidos (orosomucoide, secre-

cién de las gléndulas submaxilares).

= Glicoproteinas, grupo pfostético carbohidrato con he-
xosamina con una cuantfa inferior al 4 %, uriido de for-
ma covalente a la proteina.

Desde -este momento se imbrincan los términos mucopoli-
sécaridos y mucoproteinas, gue conducen a frecuentes equivocos,
como STACEY (8) en 1.946, lo sostiene en su clasificacién: |

- Mucopolisacédridos: Complejos mucopolisacéridbs - protei-
na de escaso contenido protéicao. ‘

- Mucoproteinas; Complejos carbohidrdto - proteina con
elevado contenido protéico, llevando siempre hexosami-

rna y de acttividad quimica similar a las proteinas;
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Seguidamente las denominaciones se multiplican y se ha-=
cen dispares (9, 10, 11, 12, 13), y es en 1.960, JEANLOZ (14),
guien establece una.directriz demasiado enérgica y propone su-
primir el prefijo "muco" en todq clasificacién,‘bpinion reforza—-
da por HEREMANS y SCHULTZE (26):
1l - Polisacdridos puros: son los mucopolisacdridos clésicos y que
tras la:reunifn Subcomité scbre la nomenclafura de los polisacéridos
de la Sociedad Quimica Américana, son llamados Giicosaminoglicuroé
nicoglicanos o simplemente Glicosaminoglicanos (GAC). .
2 - Compuestos conteniendo ‘un componente carbohidrato unido a un
polipeptido por un enlace débil (salino 6 idnico). Llamados tame
bién polisacéridos - proteina complejo. |
3 - Compuests conteniendo un cbmponante carbohidrato Qnido a un
polipeptido por un enlace covalente, Son las glicoproteinas.
4 y 5 - S5on grupos referidos a glicalipidos;

Actualmente es la clasificacién de GOTTSCHALK (1.962)
(1, 31), la que alcanza mayor predicémento y que permanece inmue
table pese e los recientes avances que se han efectuado en este
campo., Este autor clasifica a lps compuesstos carbohidrato - poli-
peptidbs en:
a ) GLICOPROTEINAS.- Proteinas conjugadas conteniendo como grupo
| | prostéticﬁ uno o més heterosecaridos, con un

relativo bajo n? ds residuos azucaradus, no
llevando una unidad serieda repetida y de

unién covalenté a la cadena polipeptidica.



b ) COMPLEJOS CARBGHIDRATO - PROTEINAS.—- Llamados también glico-
péptidos, proteoglicanos, aminoglicanos o simplemsn-—
te comﬁlejos mucopolisacérido - proteina, los cualses
llevan una unidad seriada repetida con un relativo
alto ndmero de residuos azucarados; en algunos el
enlace puede ser covalente y en otros, electrostético;

El primer grupo, es el que.los autores actuales conside-
ran que son las glicoproteinas propiamente dichas y engldban a la
casi totalidad de las proteinas animales, exeptuando a la alblmi-
na sérica, que tiene azucares en pequefiisima cantidad;

A la inversa, los Unicos polimeros carbohidrato que no
contianén proteinas, son el glucdgenovy el a.hialurénico.

por el contrario, los aminoglicénos, no son més que los.
mucopolisacéridos clédsicos que se encuertran unidos a un grupo pfo—
téico como una forma de estar en la substancia fundamental del co-
nestivo, puesto que su presencia en forma aislada es muy dudosa,
exceﬁcién hecha por el momento del a,hialurénico.

Finalmente debemos deslindar un término que se presta a
confusién, el de Mucoproteina, término gue utilizé WINZLER (32),
para definir a aguellas glicoproteinas que eran solubles en el a.
perclérico y que correspondian al seromucoide de MEYER (6 y 7).

Ratificando lo dicho anteriormente exponemos debidemente
enumeradas en siguiente cuadro ( cuadro n? 1), las diferencias en-

tre glicoproteinas y proteoglicanos elaborado por'nosotros'(aa);



GLICOPROTEINAS

M.P.8.-PROTEIN COMPLEJO

GRUFO PROSTETICO

Heteropolisacarido

Unidades disacaridas

repetidas

PROPORCION
H de C/Protido

Protido superior

H de C superior

TIPO DE ENLACE

Covalente

Covalente

é
Flectrostdtico

PRESENCIA DE URONICOS

NO

SI

Diepositiva.

——— e L D e Lo

[8)]



CLASIFICACION,-

Las glicoproteinas se encuentran prédcticamente en todos
los compartimentos de la economia. Por ello cualguier clasificacién
es en extremo compleja. Pero una de las més simples y precisas es
la debida a ROBERT Y ROBERT (15), que damos a continuacién (CUADRO
ne 2). |

ESTRUCTURA, -
Las diferencias en la estructgra de las glicoproteinas
va a venir determinada no solo por la cuantia de la porci6n azuca-
rada, sino por el tipo de enlace con que ésta se una de Formé cova=
lente a la proteina. Los compuestos que con distinta concentracién
van a fprmar parte del grupo prdstetico de-las'glicoproteinas, se~
gun el origen y funcién de cada una de ellas son:
HEXOSAS NEUTRAS: galactbs£°(34, 3s, 36, 37, 38, 39)
manosa ( 34, 35, 36, 38, 39, 40, 41, 42)
glucosa ( 43,)
HEXOSAMINAS : glucosamina ( 34, 40, 41, 44, 45, 45, 47 )
galactosamina ( ‘42, 48 )
ACIDOS SIALICGS: ( 42, 47, 48, 49 ),
FucosA: ( 35, 38, 50, 51 ).
Es de interés sefialar que la posicién de estos compuestos
dentro de la arborizacién del.carbuhidrato, es siempre la misma.
Asi, las hexosaminas se encuentran situadés en los puntos de unién

con la ptroteina y en los de ramificacién colateral,



glicidieca

- Tipo Porcion proteica Porcion
T i
Hexosas | Hexosaminas Ac.S8ialico SO Enlace
y otros. 4 .
Gal
GLICOPROT. . + -
PROTEINAS GLOBULARES (Glu) N-Ac-Gluc. - N-gli.
SERICAS N
N--Ac-Gala.| Fucosa (0-gii)
Man
(Gal) N~Ac-Gal. +
i N
>ECRECTONES  RICAS EN SERINA Y TREON. : - 0-gli
N
MUCINOSAS (Man) (N-Ac-Glu) Fucosa
GLICOPROT. Gal NhoGlu .
3 T ; , v—gr1i
ES TRUCTURA VARIABLES DEPENDIENTES Glu (N-Ac=Gal) Fucosa | (+) N-gl
DEL TEJIDO Man

CUADRO 2




Los édcidos sialicos y la fucosa son siempre terminales

y las hexsosas neutras, se encuentran casi siempre en posicién in-

termedia,

Las glicoproteinas séricas (CUADRO, n? 3), como toda gli=-

coproteina ve sujeta su estructura quimica a las distintas combi-

naciones de estos compuestos, los cuales intervienen en diferente

cuantia dando cardcter propio y personalidad a cada una de ellas,

Los porcentajes que se le atribuyen varian segun los au-

tores; valga como ejemplo el estudioc comparativo que hacen WINZLER

( 52) y kemBEY ( 83 ),

Hexosas ceerenes. 1,61 g/ 100 g; proteina
Hexsosamina .. ....... 1.01 id id
A, Sidlico eereeesse0.84 id id
Fucosa Ceeeienee T — -
Ao UP6RICO sevennees == e —

E1l propio WINZLER (54 ), reconociendo la inexactitud evi-

dente de estos valores medios, los rehace y establece lo siguignte:

Hexosas ceverees 14,3 % peso seco
HexsoéamihaA” cesseses  10.=- id
A. Si&liCO  eevee...  9u- id
Fucosa eeesenes 1;— - id
Proteina Ceeeeine 66.- id

: Estos valores son naturalmente globales, puesto que los

porcentajes particulares difieren notablemente de las medias més

arriba expuestas,



TURA ~DE LA G L1ICUFRUTL 1IN A,

( Tomada de J. Labat )
c,31ialico

Galactosa~1

4-N-Agetilglucosamina-1

|

4-Manocsa-1
Fucosa , 4-N-Acetilglucosamina-1
| , ‘ !
| | 2 o
! !
Galactosa-1 2-Manosa-1
4-N-Acetilglucosamina 4-N-Acetilglucosamina
PROTEINA
CUADRO

2% Niapaésitiva
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(Asi hismg es muy interesante el tipo de unién con la pro-
teina, 'SIMKIN ( 16 ), describe los siguientes modelos:

1 - Tipo &cetil-glicosamina: es el mds comdn (55,56),
se da en casi todas las glicoproteinas plasméticas, .-
ovoalbdmina de gallina (57,58), ovomucoide (59,60),.-
el enlace se hace entre la asparragina y el grupo .=
reductor de la N-acetilglicosamina.

2 -~ Tipo O-glicosidico: adopta varias formas:

. = E1 grupo hidroxilo de la serina o de la treonina,en-
laza con la N—acetilgalactosamina;Se da también en -
las proteinas plasmédticas ( 61,62 ),sustancias de los
grupos sanguineos y mucinas ( 1,57,63,64,65 ).

- E1 grupo ?idroxilo de la serina,se une a la xilosa,=--

"Esto se da en los complejos Mucopolisacdridos-protei-
na ( 66,67,68 ).

- E1 grupo hidroxilo de la hidroxilina se une a la ga=-
lactosa., Esto ocurre en las glicoproteinas de la mem-
brena basal del glomérulo y en el colégeno { 70,71 ).

A pesar de la casi infinita variedad de estructuras que =

pueden ser formadas por los azicares presentes én las glicoproteinas |
en razén de las variaciones en la sscuencia,unidnes y ramificacién -
estudios detallados estructurales,han damostraqo,que persiste de una
forma relativamente conservadora una pauta mds o menos estereotipada
. de la utilizacidén de estos azicares.La secuencia NAN-galactosa N- ace-

tilglucosamina ligada a una menosa y con un residuo terminal N-acetil-
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glucosamina,es un modelo bastante comin en glicoproteinas del tipo -
de ia fetuina ( 72,73 ) &, glicoproteina dcida ( 1 ), ¥z macrogho-
bulina ( 74 ), tiroglobulina ( 75 ), gonadotrofina coriénica ( 76 )
Ig 6, IgA( 77 )y las glicoproteinas.de la membrana basal glome—
rular ( 77 ).

BIOSINTESIS. -

Es aqui donde abundan con mayor insistencia las comuni——

caciones‘éientificas. o |

| “"En esté'pféblemas hemos..de ébﬁsiderar varios'aspectos:
a)'iugafes dondeléé‘éintetizan.- B

Dé formé‘simpla péfo eficaz,diremos que é; forman en el mismo sitio—

donde se sintetiza la proteina portadora ( 78,79,80,81 ), asi las =—
del plasma se forman fundamentalmente en el higado ( 81 bis ), 1a
tiroglobulina en el tiroides, las de egtructura en los propios teji-
dos ( etc.).

Un origen posible,invocado por algunos autores,a pertir de la despo-
limerizacién de los mucopolisacéridos de la sustancia fundamental -~
del conectivo debe ser totalmente desestimado. Por un lado,el incre--
mento de complejos carbohidrato-polipeptidos que ya CACHPULE_( 82 )
encontraba aumentado eh los extractos que hacia de tejido conectivo
de ratones con tumores trasplantados y que fué punto de partida para
esta hipdtesis,no preéentan dcidos urdnicos ni ésteres sulfatados.--

Por otro,las esperiencias de LARKY ( 83 ), quién tras inyectar hia—
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luronidasa y colagenasa,no encuentra cornelaccién evidente entre el -
incremeﬁto de las glicoproteinas séricas 'y la destrucidn de’mucopo—

lisacdridos; asi como las de MUSIL ( 84 ), que demuestra gue las gli-
coproteinas séricas aumenfan no durante la fase de destrucién celular

sino mds bien en la de proliferacidn.

b) Estructuras intracelulares donde se realiza la sintesis.-

La porcidn protéica es sintetizada en los ribosomas ( 85 ). La por-——
cién hidrocarbonada,sin:embargo puede engarzarse segun una gama de =
posibilidadas no desveladas aun del todo y que pueden resumirse en -
los siguientes tipos: |
l.- E1 nucleo carbohidrato en blogue se une al =-
polipeptido en los ribosaomas.
2.~ Que se una también de forma global pero una =-
vez gue haya abandonado el polipeptido lgs —-—
ribosomas y se encuentre en el reticulo endo-
plédsmica.,
3.~ Combinacidn de ambas posibilidades,parte SE
engarzaria en los ribdsomas y pafte en el re—
ticulo endopldsmico.
Segln los GUltimos trabajos,este tercer camino,es el mds aceptable.

Tras las investigaciones de SARCIONE ( 17 ), MOLNAR ( 18 ) HALLINAM

{19 ), stim ( 16 ), Louzsor ( 20 ),sPIRO ( 22 ) etc...,podemos —

establecer gue el lugar mds importante de incoporacién de la gluco-
samina,es en las membranas endoplésmicas,y dentro de ellas,en la por-

cién lisa, en mayor proporcién que en la rugosa ( 86,87 ).Le sigue —
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luego en importancia la incorporacién a nivel de los ribosomas y =
por Gltimo la producida en la fase citopldsmica. Estos resultadqs
han sido exaustivamente estudiados en los hepatocitos,en las célu-
las de la mucosa ihtestinal y del tiroides. Usando glucosamina mar-
' cada con C-14 (HALLIMAM, 19 ) 6 H3 (LOUISOT, 20,21 ) y la combina——
ciéh‘con puromicina que interfiere las cadenas polipeptidicas a ni=
vel ribosomal mostrando asi el grado de incorporacién de la hexosa-
mina ( LAWFORD y SCHACHTER, 23 ).

Existe unanimidad ante el hecho de que la mayor parte de la hexosa-
mina se incopora al nilcleo polipeptidico en los ribosomas;se sabe -~
ademds que la mayoria de los azicares centrales de las cadenas glu-—
cidicas son fijados a éstas por enzimas presentes en las membranas
subceluiares eﬁdoplésmicas, mientras que los glucidos terminales =
son fijados probablemente por sistemas enzimdticos localizados en -
la fase citoplasmética no particular. Esto va de acuerdo con los -—.
resultados obtenidos por NEUTRA y LEBLOND ( 88,89 ) quienes.pare-———
cen poneen en evidencia por autoradiografia una fijaci6n importan-—
te de la fucosa a nivel del aparato de Golgi; No obtante SPIR0 y =
SPIRO,démuestran en las membranas gndoplasmdticas,sistemas enzimé-
ticos que incorporan el 4cido siélico.

Lo gue parece apuntar que dentro de unas lineas generales,comunes a
todas las células,los diferentés pasos de sintesis se hacen de una
forma més o menos similar;pero cada téjido o cada célula en particu

lar,pueden tener caracteristicaes propias en cuanto a la localizecién

\
i
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y tiempo de actuacidn de los sistemas fermentativos y que va unido
a la personalidad del propio tejido o & las circustancias por las -

que atraviese.

c) Mecanismo de biosinteis.-

Se ha demostrado, que el mecaﬁismo de unién de los elementos del -
carbohidrato,implica u;a serie de glicosil-transferasas que funcio-
nan transfiriendo un azucar activado,como deribado nucledtido aun
aceptor macromolecular. Esta sintesis depende de la especificidad =
de éstos enzimas gque estd orientada hacia el azucar nucledtido y el
aceptor,siendo deteminante de la especificidad,tahto las bases puri
na,pirimidina,como los azlcares activados por los nucledtidos, jugan
do papel en sl aceptor,la naturaleza de la cadéna peptidica y la se
cuencia de aminoécidos en la vecindad del gue interviene en la unién
con el azucar. Estas transferasasvse han demo§trado con el dcidg -
sidlico (90,91,92 ), galactosa ( 93,94,95,96 ),glucosa ( 97 ), ===
N-acetilglucosamina ( 98 ), N-acetilgalactosamina ( 99,100), sin -
embargo =21 aceptor no estéd siempre bien definidojexcepto las sig~--
lil-transferasas,casi todos los demds enzimas estdn estimulados pof
Mn. |

Lz primera transferasa une el primer azucar sobre la cadena peptie=
dica ya salida del polisoma,teniendo que ser grande la especifici——
dad de este enzima,como demuestran ROSEMAN y CARLSON ( 91 ), en sus
estudios sobre la UDP- galactosamina-transferasa en la glédndula sub

maxilar del carnero,la cual es inactiva sobre més de 50 proteinas -



diferentes y solo actua sobre el polipéptido obtenido por desiali-

zacibn de la mucina s%bmaxilar ovina,seguida de tratamiento por la
beta-Nac—galactosaminidasa. La discusién de este problema es difi—-
cil dado el pequefio ndmero de transferasas de iniciacidn aisladas

y esfudiadas,‘pero parece quizds probable,que la especificidad de
esta primera transferasa,deba de ser calezada sobre la de la protei
na portadora y seria determinada por la estructura de la misma.

lLas secuencias primarias recohocidas por estas transferasas de inci
ciacién,serian poco numerosas,limiténdo asi ei numero de las mismas.
gsta hipbtesis es compatible con el pequefio nimero de uniones gli—
copeptidicas identificadas.

Las transferasas que unen los otros restos azucarados sobre el pri-
mer azucar ya unido a la cadena polipeptidica,son menos especificas
como se ve al constatar las variaciones importantes en las fraciones
relativamente homogéneas aisladas a partir de una glicoproteina. La
sintesis de las cadenas bligosacdridas de estas unidades,se ha pro-
bado que se realizan por la adicion paso a paso,de lostres restos -
azucarados de la cadena sialil-galactosil-N-acetil-glucosamina.
Abordando otro aspecto de este mismo proceso,podemos decir que pare
ce que el crecimiento y la terminacién de .las cadenas azucaradas,-
pueden hacerse segln variantes de un plan Unico,es la llamada,mi-
croheterogeneicidad con diséintas hipftesis sobre los tiempos deg -
accién y el lugar de la misma transferasa que puedan explicarla, =

0 por la falta de oportunidad para ejercer su accién aidn cuando -
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esté presente.

d) Regulacién de la sintesis de las glicoproteinas:

Esta se efectua sobre la selecién de azlcares,su secuencia,su tama-
Ao y el modo de unidn.

Solo la proteina portadora,estd condicionada por el genoma,por lo =
que las demds regulaciones deben hacerse por métodos indirectos,es
decir,por 1a sintesis de transferasas mds o menos especificas.
Parece ser que existe una corelacidn entre la composicién de una =-
glicoproteina y su lugar de origen. Ello estaria en relacién con -
los " factores de seleccién " que difieren de ung célula a otra --
Y gque dirigen la sintesis de glicoproteinas muy diferentes. Estas
regulaciones cualitativas se verian acomﬁaﬁadas de otras cuantita—=
tivas,

Existen los siguientes tipos de regulacién:

1l.= Nivel genéticd&

4 A este respecto los conocimientos actuales son =
muy escasos. Que dsbe existir,np cabe duda,toda
la patologia congénita de las mucopolisacaridosis
lo atestiguan. Les malformaciones que pueden deri-
bar de anomalias cromosémicas,podrian acelear o -
por el contrario enlentecer,la sintesis de las —
macromolégulas a gue nos estamos refiriendo.
Esta nueva concepcién de malformaciones por sobre
0 infra dosificacién genética,demuestra que estas

regulaciaones .deben ser cuglitativas y cuantitativas
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a la vez. Es decir sobre la Sintesis de los enzimas

' sobre su activacidn y sobre su accién transferidora
sobre la proteina portadora.

Varias hip6tesis han surgido,para explicar estos ==
_mecanismos,consistentes a menudo a la transpolacion
de mecanismos genéticos que se dan en los micraorga-
nismos . Una hip6tesis apta para englobar los con=~-—
ceptos arriba expuestos es la de BRITTEN y DAVIDSDN’
( 101 ) les cuales sostienen gue sobre cada unidad —
- -genética operacional se presentan cuatro tipo de —=
~-genes de regulaéion con 91 mismo,cuncepto dg = wes

" bateria " (101), ode " operén ® ( 102 ) .= w=m

a) Un gen sensor.

b) Uno o varios integradores.

c) Uno o varios receptores.

d) Un gen de producién o gen de sstructura.

- La estimulacién de este sistema,se hace de forma gra-
dual,activdndose paulatinamente cada uno de los genes
o sistemas de Qenes enumerados. E1 priﬁero en reaccio
nar,seria el gen sensor,quién seria estimulado por --
una " sefial externa " posiblemente por un estimulo --
.quimico,pudiendo hacerse este mecanismo de una forma
directa o de una frrma indirecta por medio de una --
proteina portadora que captase especificamente esta

sefial quimica}entonces reacciona el gen sensor acti-



vanda al integrador; ¢ste Ultimo sintetizaria una
molécula ds AHN especifica con secuencia exclusiva
de un gen receptor que quedaria asi activado,al --
conjunto de genes receptores actuando sobre varias
baterias segin el concepto de " Operén " inducirian
al gen de producbiéh,anélogo al de estructura,qguién
daria lugar al nacimiento de ARN-mensajeros gue --
seran més tarde traducidos en los ribosomas del =-
fcitoplasma._Segan la abundatia y cqmportamiento -
de los genes de recepcién e integradores,habrd ——
diferentes tipos de regulacién.

La relacién entre lu produccidn de la proteina por-
tadora y la sintesis de las cadenas glucosidicas -
puede admitirse que se haga al reaccionar la cade-

- na protéica sobre un gen sensor .que pertenezca a -
una " bateria " de enzimas,comportando asi un me--=
canismo de regulacidén en cascada de tipo posifivo -
(broduqcién de enzimas en caso de produccién de pro-
teinas portadora). E1l exceso de proteina portadora
podria reprimir su propia sintesis.

~ Otro punto para tratéf;serian.las regulaciones inter--
nas en la prrduccién de determinadas enzimas y que -
iria en detrimento de otros,en determinados momentos

evolutivos de lu vida: infancia,adolescencia,senec--



tud,embarazao,etc. en los oue los valores de las gli-
coproteinas séricas se modifican ( 103,104,1d5,).--
~ El descubrimiento de estos mecanismos de napresién
parcial podria llevarlos a los fenémenoé de " induc~
©idén " embriclégica asi como a la especializacibn ==

tisular.

2.= Nivel celular:

En este apartado irian inclu-idos los mecanismos ==
‘todavia desconocidos que regulan la velocided de —-
-utilizaci6n de los ARN-mensajeros almacenados en el
-citoplasma,asi como los que‘asignan a cirtos ribo-
-somas la tarea de sintetizar determinadas proteinas
-y no otras ( 106 ). También bafticipan en esta fase
la regulacién en la organizacién de las transferasas

( 107,108 ).

3.- Nivel enzimdtico:

Clasificamos en eéta>categoria las regulaciones por -
" feed-back " o retroalimentacién positiya.o negati-
va basadas sobre la naturaleza';alostérica de cier-

tos enzimas oue intérvienen én ia sintesis de lag —--
glicoproteinas. Pugde ser un ejemplo la UDP;Nac-glu—
cosaminidasa, quién inhibe la formacién de la'gluco;
samina 6 P , a partir de la glucosa=-6 P y de la glu-

tamina,fegulando asi de una manera eficaz la tasa de
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sintesis de.este‘preﬁursor de numerosas glicoproteipas. .
Un ejemplo mis es ia activacién alostdrica de UDP- Nac
gluﬁosaﬁina—Z—epimerésa_( 109 ) por el ATP; en S
} cia‘de"ATP}este fermento es muy poco activo.
4,-Nivel tisular:
Es agqui donde actuan las Hormonas,Ciertas sustancias de
sintesis de accién farmacodindmica y sobre toﬁo los ==
estimulos todavia desconocidos cue regulan el desarroo
ilo armonioso de los tejidos { 110 ). Estas regulacio- -
nes son resnonsables de la constancia de la‘propqroién'
parénguima/conectivo. Le inhibicién de las mismas abo-
ca la ascierosis,fibrosig,cirfdsié}coma ejemplos més =

demostrativos.
CATABOLISMO DE LAS GLICOPROTEINAS.-

Se efectua a expensas de los enzimas liticos que encierran los =
lisosomas y que actuan erl la degradacién de gran nidmero de macromo-
..1léculas tales como los &dcidos nucléicos y proteinas. Los mds conoci-
dos pertenecen a las glicbsi‘dasas ( ,111,112,113,114 ).

Asi mismo,se ha probado,que los enzimas gue hidrolizan la N-ace-
tilrglucdsaminidil—asparragina ( 115 ) vy 1la N-écetilkgalactosaminil-
serina [ 116 ),\estan también en los lisosomas;pbdiendo trabajar - -
quizds en compafia de las proteasas,completaendo asi la degradacién -

de. las glicoproteinas [ 117 ).
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APLICACION CLINICA.-

Lo que primerameﬁte llama laratencién de las glicopro-
teinas es su gfaﬁ difusibn oraéqipg. Asi se encuentran en el suerg -
memoranas basaies,hembranas celulares,en la llamada sustancia funda-
mental del conectivo,en las secreciones mucosas (SA%IVA) y seroéas.
Mayor representatividad no se alpanza por ninguna otra sustancig en
el organismo.

Hay dos heschos gue hacen difiqil el estudio conjunto de
las glicoproteinas: la gran dispersidn en éuanto a estructura y la =
enorme importancié del grupo_prostético. El papel que el componente
hidrocarbonado juega en la realizacidén de la funcion es enormemente -
variable: asi la viscosidad y capacidad de lubrificacidn de las sg=-
creciones mucosas dependen de los hidratos de Qarpono y concretamente
del'residub del écidq sidlico. Por él contrario la supresién del é.
sidlico en algunas glicoproteinas transportadoras,no modifican su fun
cién. ,

Desde los trabajps de GREENSPAN ( 24 ) continuadoé per
SHETLAR, SPIRO, GOTTSCHALK,HEREMANS ( 25 ), SCHULTZE ( 26 ), MONTREU-
IL ( 27 ), CHANDLER ( 28 ) se vienen comprobando los niveles de es=--
tas glicoproteinasAen 1os‘diferentes éstados de salud y enfermedad.
Constantes pomunicacicnes se vienen sucediendo bajo estos aspectosb——
( 29, 30 )launquakno estén desvalados totalmente, La‘fotal éomprensién

de estos procesos,podrd llevarse a cabo cuando se haya llegado a un =
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conocimiento definitive sobrs la regulacién de la sintesis de la gli-

coproteinas.

+ 0=0=0=0=0=0=0=0, -



II

GLICOPROTEINAS Y DIABETES
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A) METABOLISMO DE LA GLUCOSA.-

Los diversos destinos que puede seguir la glucosa san=
guinea, se resumen en el cuadro n? 4, tomado de White.

Inmediatamente después de haber penetrado en la celu=-
la, la glucosa es fosforilizada en la posicién 6 por el ATE, en

presencia de hexsoguinasa y del ién Mg%"* . Esta reaccién es

irreversible y exoenergética. Por otra parte dado que la membrana

celular es impermeable para los ésteres del dcido fosfdérico, la

fosforilizacién de la glucosa deja encerrada a esta sustancia en
el interior de la célula.
A partir de la glucosa - 6 P, se pueden seguir seis cami-~

nos que ouedan resumidos en el siguiente cuadro (cuadro n? 5), to=

.Imado de Willians.

12,- La glucolisis, conocida también como via de EMBDEN-

MEYERHOFF. Constituye junto con la fermetancién alcohélica, la

via més corriente de fermentacién anaercbia, conducente & la ob-
tencidn de energia a partir de combustibles tales como la glucosa.

22 .~ Fermentacidén_alcohélica, la secuencia reaccional es

identica a la antericr, con la diferencia de que en vez de reducir-
se a lactato, el piruvato se decarboxila a acetalaldehido, el cual
a su vez es reducido a etanol.

32,- Via oxidativa del fosfogluconato, por la que la glu-

cosa - 6 P, se oxida a fosfatos de pentosas mediante una secuencia
de reacciones gque tienmen lugar en el citoplasma soluble. El1 acep-

tor electrénico de estas reaaciones es el NADPH; el NADPH asi for

. mado es un reductor principal en la sintesis de biomoléculas rices
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“en hidrégenos, tales como los dcido grascs y el colesterol. Se.
conoce también con los nombres de via de la hexosamonofosfato,

de la pentosa - fosfato y oxidativa directa.

2 ,- Via del dcido glucorénico, como resultado de los

estudios de la biosintesis del dcido L - ascértiico ( 118, 119, *
120 ) y L = xilulosa, azlcar que tipicamente se encuentra en
familiares con pentosuria ( 121 ). Esta vfa del &cido gluceoré-
nico se efectua a partir de la formacidn de uridindifosfoglucoé
sa ( UDPG ), formandose uridindifosfoglucarénico ( UDPGA ), el
cual puede ser utilizado en la sintesis de poligécéridos Yy Mu=
copolisacéridos ( 122, 123 ); o bien puede sumarse al écido glu=
cordnico utilizado para la conjugacion hepdtica de sustancias
tales como la bilirrubina y los esteréides,

El glucoronato puede transformarse posteriormente en
L - gulonato, 3 - cetogulonatd, D - xilulosa - 5 - fostato y
usarse en el shunts de la HMP ( en la diabetes hay aumento de
xilulosa ). |

52 ,~ Glucaogénesis, mediante la cual la glucosa constitu~

ye glgcégeno, principal forma de almacenamiento de la misma co-
mo hidrato de carbono.

.62 .- Conversidn en glucosa por la glucgsa - 6 - fosfa-

tasa, constituye la mayor fuente de glucesa de origen no alimen-
tario, siendo el higado y el rifion, los dos Unicos dérganos gue

tienen cantidades significativas de dicho enzima. Su accidn es
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~desfosforilizar a la Qlucosa - 6 P, permitiendo el paso de la glu=-

cousa libre a la sangre. Su accién es inhibida por la insulina,

72 .- Metabolismo del piruvato, a partir del piruvato,

punto final de 1la glicolisis;-tras una»deéarboxilacidn oxidativa
se va transformar en acetilcoenzima A y oxalacetato; éonstituyen—
do el piruvato un precursor de los dos ingredientes necesarios
para el ciclo del &cido tricafboxilico.

A partir del acetilcoenzima A, se p&edcn seguir varias
viasg de las cuales las méds importantes y que van a poner en ree

laccidén con el resto del metabolismo de los principios inmediatos

‘son: (124, 125)

a) Oxidacién en el ciclo tricarboxflica.
b) Incorporacién a los dcidos grasos de cadena larga.,
c) Incorperacién al colesterol.

d) Metabolizacién a acetatoacetato y B ~ hidroxibutirato.
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'B) INTERCONVERSION DE HEXOSAS.-

Otro de los caminos metabéliceos gue puede seguir la glu=
cosa, es la interconversidn con otras hexosas, a partir de las
cuales se van a sintetizar ios diversos polisacéridos, componen=
tes estructurales de ‘las membranas y paredes celulares.

La importancia‘que tiene ésta via para nuestros trabajos
es lo gque ha justificado qus le dediquemos mayor extensién a la
misma.

La gran diversidad de las hexosas prdceden de la gluqo—
sa - 6 - fosfato, por la aplicacidn de un grupo sorprendentemen-—

. te limitado de reacciones generales. En el cuadro adjunto (cuadro

[[«]

n? 6) tomado de White, puesde seguirse el proceso de sintesis ds
algunas hexosas especificas.

Como hemos sefialado todas derivan de la gluco;a -6 -
fosfato, sin necidad alguna de fragmentacidn b alargamiento de
cadena carbonosa que permanece intacta en cada proceso (126).

Los puntos a sefialar de mayor interés en estas inter-

conversiones son:

a) Formacién de &cidos urénicos, Los a. urénicos surgen

" de la oxidacién de la uridina - difosfato - glucosa; por epime-
rizacién del 4cido UDP - D - glucorénico se forma sl UDP - lidu-
rénico,

b) Formacién de la xilosa, mediante la decarboxilacidn
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del UDP - gluceordnica, formandose UDP - xilosa. Esta serd utili-
zada con posterioridad en la formacidn de los xilfsidos de los
grupos serilhidroxflicos de la sintesis de las mucoproteinas.

c) Formacidén de los amino ~ azdcares, se forman por

transferencie del grupo amida de la glutemina a ésteres 6 - fos-

fatos de cetosas. Posteriormente estos amino azlcares son aceti~-

lados utilizando la acetil coenzima A como agente de acetilacién

siendo catalizada la acetilacién por enzimgs especificas para ca-
da amino azlcar. |

d) Formacién de 4cidos sialicos, mediante condensacidn

aldélica.

CGNTROL DE LA INTERCONVERSION DE HEXOSAS .-

Principalmente la sintesis de las demas hexosas a partir
~de la glucosa, va dirigida hacia la produccién de compuestos nece-
-sarios para la sintesis de los polisacéridos., Como en otros secto~

reé‘del metabolismo, muchos sino todos, de tales procesos biosin-<
téticos, son autorregulados. La forma actiya>de la hexosa qua se
utiliza en la formacién del polimero sirve de inhibidor alostérico
en una etapa previa de su propia biosintesis. Hasta ahora resultan
oscuros los detalles referentes a sus enzimas, sin embargo se enu-
meran algunos sjemplos de este tipo de cantrol’metabélico en las
'bacteriss (127, 128, 129, 130). - |

Estas reacciones estarian sometidas a una retroregulacién
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por los diferentes metabolitos de la glucosa (131), y parecen ser
la consecuencia de la naturaleza alostérica de ciertos enzimas
llaves: hexokinasa, fructosa — 6 - P - amino - franferasa, UDP =
glucosa -~ deshidrogenasa, N - acetil -~ glucosamina - 22 « epime-‘
rasa,»los cuales intervienen en la conversidn de la glucosa en

glucosamina y en dcidos glucordnico.
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C) REPERCUSIONES DE LA INSUFICIENCIA DE INSULINA:-

Hemqs visto hasta{aqdi lo ocurre normalmente en el me-
tabolismo glucidico, vamos a revisar ahora las repercusiones que
sobre el mishb vé a fener la insuficiencia insulinica. Hablamos

- de insuficiencia insulinica, més gue a una falta cuantitativa de
la misma, pues dichas alteraciones las vamos a referir igualmente
a aauellos casos en gue aln existiendo mds insulina de la que cir-
cula normalmente en sangre periférica, va a existir una mala ac-
tuacidn de la misma, que se va a reflejar en una alteracidn del
metabolismo glucidica. ;

Las reacciones mds importantes del metabolismo glucidico

. sont

12,~ La accién de la insulina sobre la penetracién de la
glucosa a través de la membrana celular.

22 .- La induccién por la insulina de la biosintzsis de la
glucokinasa., ‘

Es de hacer notar aqui, gue otro enzima capaz de fosfo-
rilizar las hexosas, la HEXOKINASA, no parece estar sometida a la
regulacién de la insulina, segin SPIR0O (132), el cual selecioné el
higado como un tejido apropiado, debido a su activo papel en la sin-
tesis de 1l glicoproteinas, para la evaluacién del papel de la de-
ficiencia de insulina en la biosintesis de glucosamina a partir

de la glucosa, permitiendole ademds el mismo experimento una compa—
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racién de la sintesis del glucégeno a partir de la glucosa con
la de la,hexosam;na en el estado diabético, teniendo enorme
interés, ya que ambas rutas meﬁabolioas se efectuan a traves

de la glucosa - 6 - fostato. Los resultade fueron distintos pa=-
ra el glucdgeno y la glucosamina; asi los pools hepétiéo y séri-
co de la glucosamina fueron esencid]mente los mismos en las ra-
tas normales y diabéticas, mientras que el pool.de glucégeno de
las diabéticas fue marcadamente disminuido. Efectud igualmente
trabajos in vivo con radicisétopos, confirmando dichos hallazgos:
asi, mientras la incorporacién de glucosas C - ¥4, en el glucégeé‘
no hepético estaba reducido (aprox. el 1 % de lo normal), la in-
corporacién del mismo isétopo en la glucosamina, no estaba afec-
tada,

Esta difarencia del efecto de la dsficiéncia de insulina
obsevada por primera vez por SPIR0, indica gue la insulina no jue=
ga el mismo papel en la regulacidn de_estos dos'caminos‘del meta=
bolismo de la glucosa y que la hexosamina es sintetizada por una
via "insulin -~ independiente" a pesar de realizarse a través de
la glucosa - 6 - fosfato,

En revancha a esta independencia de la insulina de la
‘hexoguinasa, sstd sometids a una retroregulacién negativa par el
ATP y la hexosa -~ 6 - P (cuadro n? 7) gque al acumularse inhibird
la fosforilizacién de las-hexosas.

32.,- La formacién del UDP, - glucorénico a partir de la
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UDP -~ glucosa, sometido a una retroregulécién negativa por la
UDF - xilosa.

La independencia de ésta via del glucordnico de la
accidn de la insulina, fue pbservada por priméra vez por STRAUM=-
FJORD, J.V. y WEST, E.S. (133). Que observaron gue la sintesis
del a. ascorbico, que procede de la via del glucorénico, es 4 6
5 veces superior en las_ratas diabéticas. Habiendo sido confir-
mado por WINEGRAD y SHAW, (134), gue observaron que la actividad
de la via del a. glucorénico es superior en el tejido adiposo de
las ratas diabéticas comparadas con las normales.vCon la adminis=~
tracion de insulina la actividad dismiruye y aumenta en las ratas
normales tras la administracién de la hormona de crecimiento. (135)
Poéteriormente el mismo autor, junto con BURDEN, al estudiar el
metabolismo de la L - xilulose en pacientes diabéticcs, interme-
diario no fosforilado de la via del é.‘glucorénico, cbtiene un
-aumento de las cifras en condiciones basales de la xilulosa, tras
lé,administracién de insulina, disminuye sus,nivales‘y aumenta
tanto en los diabéticos como en personas normales, tras la admi-
nistracidn de STH.

42 .~ La sintesis de la glucosamina gracias a la L - glu=-
tamina -~ D - frubtosa'- 6 - P - aminotransferasa. Esta amiho—trans-
ferasa estd sometida a una retroregulacién negativa por la N - ace-
til —'glucosgmina gue regula asi su propia sintésis;'

Los recientes trabajos de PHELS, HARDINGHAM y WITERBUN

(136)5 han demostrado que la acfividad‘de dicha enzima depende
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tambien de la relacidén de gluccsa - 1 - P/ glucosa - 6 - P. Gra-
cias a esta doble.regylacidn el paso de los metabolitos (fructo-
sa - 6 Py de la glutamina), hacia 1la glucosahina es muy regular
lo que explica la gran constancia del pool intracelular de gluco=-
samina. Esta doble regulacion podria explicar la insensibilidad

a la insulina de las primeras vias de 5in£eéis*dg las glicopro-
teinas. Sin ella, tal como sefiela ROBERT, el diabético serfa no
solamente un enfermo metabélibamente gfave, sinoc sobre todo seria
una enfermedad que conduciria a mdltiples malformaciones tisula~
res de la trama conjuntiva, a semejanza de la enfermedad de Hurler,
o de otras muccpolisacaridosis.

La independencia del metabolismo de las glicoproteinas
con la insulina y en incremento de éste en el estado diabético,
»ha sido demostrado ademdés de por les citas anteriores, por otras
mdchas, a todos los niveles,.cormo por ejemplo en la secrecién-sa-
libar, motivo fundamental de este trabajo que serd estudiado en
capitulos siguientes.

RESUMEN ;

Los hidratos de carbono de la ingesta o los sintetizados
por el brganismo, podran seguir dos Vias metabélicas distintas
(cuadro n? 8), esquema de ROBERT: |

§.-'La primera de ella que supone de un 78 a un 90 %

sigue los caminos bien conocidos del ciclo de EMBDER - MEYERHOFF,
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y su posterior conexidn con la rueda de los,tricérboxilicos, des=
crita por KREBS.

8.~ La segunda, que supone un porcentaje que varia del
2 al 30 %, vé a subvenir les necesidades hidrocarboradas de les
glicoproteinas en sus distintos companentes, via de las hexosa-
minas, de los 4cidos sidlicos, de la fucosa y de las osas neutras.,

El‘primero de los caminos es dependiente de la accién
de lalormona pancredtica, gue no sélo introduce la glucosa den-—
tro de la celulsa, éino que vé a regular su utilizacidn: el tur-
nover. de estas reacciones se hace dé forma muy rdpida.

Sin embargo en el segundo, los distintos pasos bioqui-
micos se efebtuan con independencia de la misma (131, 137); es=-
tandb influenciados por mecanismos de retrorregulacién negativos
a partir de los propios metebolitos formads en el curso del mis-
mo: el turnover de las osas gque utilizan la via "insulin - inden-
pendiente" es por contraste mucho més lento, como en el departa-
mento intra como extracelular.

Al gparecer un deficit de insulina (cuadro n? 9), la glu-
cosa no podrd seguir el camino degradativeo y los excedentes forzo-
sos de éste hidrocarbonado se dirigen de forma cbligada hacia la
via de las glicoproteinas, aumentendo la sintesis de sus radicmles
glucidicos, alterando bien la cantidad o/y la calidad de las mis-
mas. Al restaurarse por la administracién de insulina la Via nor-

mal glicolftice, las glicoproteinés por tener un turnover muy len-
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to, persistiréd como .secuela indeleble del desequilibrio metab b~

lico sufrido, una.alteracién de las glicoproteinas (138).
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D) INSULINA Y SINTESIS PRGTEICA.-

Brevemente comentaremos la relacién existente entre la
insulina y el metsbolismo de los radicales protéicos de las gli-
proteinas. Como muy bien sefiala TEPPERMAN (139), la literatura
existente acerca de les releciones entre la insulina y el meta-
belismo de las proteinas es muy extensa; perc no se conoce adn
el exacto papel en la sintesis de las proteinas, de la iﬁsuliné.
Es conocido el incremento que produce.sobre la sintesis protéica
por una acciénvque es independiente del transporte de la glucosa
(140}, aceleracién de la sintesis que puede observarse atn en
ausencia de harmona de crecimiento, pero séflo llega al méximo
cuando se encuentran ambas hormonas. ’

Para explicgr la aceleracién del nivel de sinfesis pro=
téica debida a la insulina, hay variasAhipétesis que s6lo vamos
a enumgrarles: .

- Aceleracién del transporte'deyaminoécidos (ldl).
.. = Aceleracién del transporte de otras sustancias
como el ATP etc. (142)
- Aceleracién del turnover de los compuestos fos-
fatados (143).
- Accién sobre la citoestructura celular (144).
- Recientemente WOOL (145), sugiere cue.el lugar

de accién de la insulina para estimular la sin-
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~ tesis protéica es el ribosoma. L& insulina pro=
duciria una alteracién en el mismovde tél tipa
gue conduce a una traslacidén del BNA mensajera.
Estableciendo la posibilidad de que la insulina
pudiera producir un cambio en la confaormacién del
ribosoma, que tenga como resultado una alteracién
" de 1a unidn ANA - m 6 ANA - t. |
- La insulina (WILLIAMS) influye en el anabolismo
protéico en dos puntds importantes de la célula:
las mitocondrias y los microsomas, Consistiendo
sus efectos intracelulares relacionados con la sin-
, tesis proteica fundamentélmenta en:
A - Estimulo de la fosforilizacién oxidativa
& nivel de las mitocondrias, |
B = Formacién de uniones peptidices a nivel de
los microsomas.m : | |
C.- Estimulo de la sintesis del RNA, especial-
mente dél RNA ; m.
En el reciente Congreso de diabetgs de Bruselas, M.P,CO-
HEN, '(146), estudia la incorporacién de la lisina e hidroxilisina
a las membranas basales de los glomérulos renales de ratas aloxdni-

cas. L& incorporacién de estos aminoédcidos se encuentran aumentados



tarto en las ratas normales como en las diabéticas en presencia
de alta concentracién de glucosa. La suma de insulina al culti-
VO no tuvo accidn en las normales, pero incrementd la incorporacién

en las ratas diabéticas.,



III

GLICOPROTEINAS EN LA SECRECION DE LAS GLANDULAS SALIVARES



'GLICOPROTEINAS EN LAS SECRECIONES MUCOSAS.-

Las glicoproteinas son el principal componente macromole-
cular de las diferentes secreciones mucosas ( ROEERT G.SPIRQ, = =
147 ). Bran parte de nuestro conocimiento sobre la estructura de
estos compuestos ha sido'deriVada de los estudios llevados a cabo
sobre las glicoproteinas de las secreciones submaxilares,

La mucina submaxilar ovina,con un peso molecular de = =
un millén,contiene 4% de carbohidrétos ( 148 ),en peso,mientras
que la porcina ( 149 ) cuyo peso molecular es de 830.000, contie-
ne 58%. Estas glicoproteinas tienen unas caracteristicas estruc-
turales consistentes en unidades -oligosacdridas,confeccionas = =
primariamente de dcido sidlico,fucosa,galactosa ¥ N-acetil-Hexo-
samina., La unién de estas unidades de carbohidratos a las cadee-
nas peptitlicas se hace en principio por emlaces glicosidicos - =
@ los residuos de serina y treonina. Estos dos aminodcidos re—-
presentan el 30% de los residuos totales aminodcidos y son sus-
tituidos en aproximadamente el 60% por unidades cafbohidratos.

En el siguiente cuadro,vemos el porcentaje de los dis-

tintos componentes ( seguin GOTTSCHALK ):

Si4lico + « » o . . . 22,5 = 25%
Galactosamina . . . . 13 = 14,5%
Galactosa « « + o o & 0,3%

Manosa .+ .« « . :‘. ; 0,5

FUCOSE LA ) - o v ] . 014%
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Recientemente hay varias comunicaciones de glicopro-
' teinas sulfatadas,aisladas de las glédndulas submaxilares = = =
(150). Estos compuestos contienen galactosa y hexosamina (Glu—
éosamina y galactosamina ) asi como cantidades varisbles de ==
édcido siélico,fucosa y ésteres sulfato,pero estan libres de dé-
cidos urdnicos. Su alto contenido‘en serina y treonina sugiere
oue el carbohidrato estd unido al péptido a travds de estos =~
aminodcidos ( 151,152,153 ).

La funcidén mds obvia de las glicoproteinas de las se-
creciones mucpsas es aumentar la viscosidad de ?stas,asi como =-
ejercer de manto protector y lubricante. En laSAQlicoprUteinaS
de la glédndula submaxilar Evina,has cargas negativas del A, sid-
lico,en las numerosas unidades disacéridas tan cercanas entre - =
si,se repelen lo que ocasiona una expansién de la molécula con -
un aumento concomitante en laAviscosidad. Cuando el A.sidlicg =
se elimina por la neuroaminidasa,o0 su carga se elimina por ti--
tulacién a pH bajo,se observa un marcado descenso en la viscosi-
dad ( 154 ). La presencia de neurocaminidasa en‘alqunos gérmenes
patégenos,tales como el neumocodo,puaden servir para eliminar los
residuos de A.sidlico de las mucinas bronquiales,fluidifiéando el
manto protector y exponiendo la superficie celular.

Muchas de las mucinas tienen actividad de grupao sahgui—
neo y hay sstructuras dadas en la glicoproteina submaxilar porci-

na gue tiene actividad de grupo sanguineo A,la cual depende de



la terminal OL'uhida 8 un residuo de N-acetil-galactosamina, A=
Vdemés muchas de las mucinas éon potentes inhibidores de la Hema- ’
glgtinacién viral,posiblemente por poseer alto contenido en A, =
sidlico gue estd muy vecino sobre la cadena peptidicé.

En la biosintesis de las mucinas,se ha demostrado gue el
dcido saliciliqo tiene un efecto inhigidor de la sintesis de las
glicoproteinas,causando'un descenso en la incorporacién de la ra-
dioactividad en los constituyentes aminoazlcares: glucosamina -
galactosamina y A.sidlico:sasi como en los ésteres sbhlfato,segun
algunﬁs autofes ( 185 ). .

Segdn HEREMANS ( 156 ) las mucinas salivares son més =—-
importantes en las saliva sublingual,mencs.en la submaxilar y -

menos audn en la parotidea., Las viscosidades son:

Sublingual . . . . 13,4
. Submaxilar . . . . 3,4
Parotidda . .. . 1,5
para un total en la saliva completa de 2,9 ( 157 ).

La principal mucina submaxilar ha sido estudiada en ==
bovinos,avinos y porcines ( 158,159,160,161,162,163,164,165,166)
66% son carbohidratos,de los cuales la mitad es A.sidlico y la =
otra mitad hexosamina ( galactosamina ). Estos carbohidratds de

la sialomucina serian numerosas cadenas cortas de grupos pros—-

téticos unidas al esqueleto polipeptido por medioc de hexosamina
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-y teniendo A. sidlico en la posicién terminal.,

A Segdn BETTELHEIM y DEY ( 158 ), la repulsidn electroes-
tdtica entre estos residuos de A. sidlico tan estrechamente ve-
cinos,es uno de los factores gue confieren su caracteristica ==
rigidez a la forma de esta molécula de mucina submaxilar bovina.
Perteneciendo a su positién terminal el A. sidlico de la mhcina
submaxilar,es degradado rapidamente por la neuroaminidasa.

La mucina submaxilar forma complejos insolubles,llamados
" coagulos de mucina " con toda clase de proteinas,dependiendo -
del pHly del estado iénico. E1 Status de ionizacién de los resi-
duos del A. sidlico,es el faétor determinante de estas reaciones.
Una de la consecuencias de esfa tendencia de formar complejos,es
que an la electroforesis de papel la mucina submaxilar no migra
no exhibe su movilidad electroforética. No obstante en electrofo
resis libre,a pH alcalino,migra mds rapido gue la albimina.

Siendo de una estructura relativamente simple comparada
con otras glicoproteinas,la mucina submaxilar ha resultado ser -
provechosa para el estudio de la biosintesis de las cadenas pros-
. téticas carbohidratos en general.

Los aspectos histolégicos,éitoquimicos ( 167,168,169 -
170 ), inmunocitoguimicos ( 171,172,173,174,175 } y a la micros
copia electrénica [ 176 ) de su secrecién por el epitelio glan-
dular han sido bien investigados. En los carneros,la mucina sub-

lingual difiere en composicién de la mucina subméxilar,pues en -
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la sublingual hay menos 4cido sidlico y més hexosa y fucosa que

’ en la submaxilar ( 177 ).'Las sustancias de los grupos sanguineos
han sido conocidas y se sabe que se dan en la submaxilar y sublin
gual,pero no en la saliva parotidea ( 178,179,180,181 ). Su lu-
gar en el espectro salivar proteinico no es bien conocido. Se ha
demostrado por HOROWITZ y COL. ( 182 ),gue la mucinabovina subma-
xilar, asi como los glicopeptidos,derivan por degradécién enzimd-
tica de otros cuerpos,poseen determinantes antigénicos del grupo '
sanguineo bovino J. Bos posiblés imbrincaciones de las mucinas =
salivares en patologia han sido discutidas en la bibliografia - -
una hip6tesis es gue la neurocaminidasa producida por la flora -
‘bacteriana de la boca,puede secretar A.sidlico de las mucinas -
salivares,por degradacién, y este-proceso ha sido avelado por un
papel de las placas dentules ( 183 ); en segundo término,las --
mucinas salivares,asi como todas las mucinas de secreciones del =
cuerpo,han sido sospechosas de ser cuantitativamente anormales,-
como en las enfermedades genéticas ( fibrosis q%istica del pén-
creas,mucoviscidosis ) en el caso de las mucinas-salivares no -

hay alteraciones cualitativas hasta hoy.

PROTEINAS PLASMATICAS QUE HAY EN LA SALIVA HUMANA.-

Han sido estudiadas muy bien por métodos inmunolégicos
y radiocactivos (_184,185,185,187,188,189,190,191,192,193 ).5e --
han identificado: Pre-albimina,Albdmina, o, ~ glicoproteina dci-

da, of; - antitripsina,ceruloplasmina, & 2-macroglobulina,transfe-
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/rrina,B-&ipoproteina,IgA,IgM e.IgG; El fibrinégeno ha sido no-

tado por algunos ( 194 ) pero negado por otros ( 195 ).

PROTEINAS DE LA SALIVA,-

Sin significacién definida aun.,

Con la Ayuda de los antisueros contra la saliva y con-
tra el plasma humano,un nimero de proteinas expecificamente sali-
vares .pueden ser demostradas por inmunoelectroforesis ( 185,191~
196 ). La mé&s fuerte o evidente de las lineas de precipitacién -

corresponde a la amilasa salivar. En lineas menos evidentes ha

sido identificada la proteina que se une al hierro,llamada lacto~.

ferrina ( 191 ), esta proteina es una proteina més derlas protei-
nas menores que tiene la saliva,con una movilidad de ¥ ;-globuli-
na. Un segundo componente de este grupo,de las &, -globulina,lla-
'mado el mucosal-Xy- globulina { 191 Jj, ha sido también identifi-
cado en el moco rectdl,mientras un tercero,llamado salivar of, -
glcobulina es probablemente com@n a la saliva y al moco bronquial
( 197 ). También existe ung salivar «(, -globulina,sobre la que =
no se conoce nada,

La saliva submaxilar ( pero no parotidea ) contiene una
proteina curiosa,con’una distribucién bimodal,en las déreas &,y o(,
globulina,descrita primero por ELLISON y Col. ( 185 ) y por —e--
GABL ( 1961) y que ha sido dividida en dos componentes por la —-

cromatogréfia ( 191 ); si esta proteina tiene reacciones cruzadas
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 con algdn material de movilidad electroforética lenta ( 196 ), y

si la dltima corresponde a la proteina llamada componente cato-
dal por MASSON y Col. permanece como pregunta abierta.

La saliva H#ambfen contiene un factor que se une a la
vitamina B 12, pero que no es identico al factor intrinseco --

( 198,199 ), se llama sl R - enlazador, asi cémo un factor ca-

. paz de estimular al tejido nerviosoc. La relacién de estos com-

ponentes con los constituyentes salivares se desconoce.

Los métodos que recomiendan para la cbtencién de sali-
va son: bolas de parafina, 6 con pincelaciones de A. acetico al
1-3%, 6A. citrico ( limén ) y obteniendo la saliva mezcla-—-
da, pipeteando de la'boca ( zomw). Tambien se puede cobtener la
saliva de cada una de las gléndulas separadamente: peara extraer
saliva parotidea, se une la copa de LASHLEY (201), gue se une a
la salida del conducto de Stenoj: existiendo varios modelos ( 202,
203 ). La sublingual y la submaxilar pueden estudiarse separada-
mente por medio de un aplicacién descrita por SCHNEYER ( 204 ).
lLa canalizacién de los conductos de Steno y Warton (‘205) s =--—
menos frecuents. Los Ultimos métodos para la extraccién de sali-
va han sido revisados por KERR ( 206 ).

Tomando las influencias estimuledorasrde la comida, el

.. olfato y la irritacién local, la cantidad total de saliva ha si-

do evaluada en 0,8 c.c./ minuto. Las contribuciones de la paré-
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tida, submaxilar y sublingual, son : 20, 60 y 20 %‘respectiva-
mente ( 205).

El contenido proteico de la saliva total meéclada, esté
situado‘entre 100 y 300 mgr. / 100 c.c. que son frecuentemente
modificados por la estimulacién. La cantidad total de proteinas

salivares por dia, puede llegar a 2,5 gr. 6 méds.
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JUSTIFICACION DEL FRESENTE ESTUDIO.-

Los primeros trabajos sobre glicoproteinas y las apor-
- taciones aparecidas recientemente en la bibliograffa mundial, =-
sobre todo en ésta (ltima década, encaminadas a la comprobacién
de la tasa de glicoproteinas en los diferentes estadecs patold -
gicos, nos han impulsado a una exploracién sistemdtica de las -
miémas (. 29,30,33,81 bis,138 ), gue nos permita un estudio en
los distintos frentes de la enfermedad, como pueden ser : etioé
patogénico, fisiopatolégico e inclusive pronéstico - evolutivo.
| Conétantes comuniceciones se vienen sucediendo bajo es-
tos aspeptos, aunque no estén totalmente desvelados. Por ello
;hemos guerido hacer nuestra sportacién a éste apasionante, com-
plejo y adolescente aln, capitulo de las glicoproteinas ccn el
presente estudio llevado a cabo en la diabetes mellitus, y con;
cretamernte en la secrecién salivar de glicoproteines en estos
enfermaos.

Son varias las aportaciones aparecidas sobre la deter-
. minacién de glicoproteinas en.la secrecién salivar de animales
de experimentacidn ( bovinos,_oyinos y porcinos ) y muy escasas
las comunicaciones sobre la taéévée glicoproteinas en la saliva
. del hombre sano. Pero en cambio, saobre la cantidad y cualidad -
de las glicoproteinas que segregan las gléndulas salivares en

. el estado diabético, no hemos encontrado niﬁguna'aportacién, a



pesar de la numerosa btibliografia mundial revisada.

Este hecho, lejos de desanimafnos nos ha espoleado -
a&n,més en nuestro desec investigador, uniendo 8l rigor y a la
exactitud del método, nuestra condicién de clinicos, tan bella
y fécilmente inculcada por nuestro maestro, durante el dilatado

tiempo de permanencia a su lado y a la cabecera de los enfermos.



- 57 -

PLANTEAMIENTO
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PLANTEAMIENTO.~

Gran parte de nuestros conccimientos sobre la estruc-
tura de las glicqproteinas, han derivado de los estudios lleva-
dos a cabo en las secreciones mucosas y'més concfetamente en
la secrecién salivar. Hecho éste,que nos invité a incindir en
su estudio .

Nuestra inquietud cientifica, junto a la curiosidad- por
" conocer los senderos todavia‘ocultos en la correlacidn Glico-
proteinas - Diabetes, nos han impulsado a escoger al comparti-
mento salivar para nuestras determinaciones.

Una serie de interrogantes afluyeron a nuestra mente:

{ Existe alteracidn de la tasa de glicoproteinas en

la saliva des éstos enfermos ?.

i es asi ; Qué componentes del espectro glusidico =

(‘hexosas neutras, hexosaminas, &cide sidlico, fuco-

sa ) estarfan mds & menos alterados ?

¢, Existe relacién entre las determinaciones llevadas

a cabo en el compartimento sérico y en el comparti-
mento salivar ?.
Estas interrogantes, transplantadas a la Clinicé nos hicieron

el siguiente planteamiento :
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'Comprobar si la administracién de Insulina 6 de Anﬁi—
diabéticos orales, tendrian relacién con .los resultados obte-
nidaos. ‘

Cbmprobar si lé tasa de Glucemia basal influiria en
la secrecién salivar de glicoproteinas.

Comprobar si los diabéticos que tienen Glucosuria tie-
nen mayor tasa de glicuproteinas4en la saliva, y si la tasa de
aquella es proporcional a lé de éstas.

Comprobar si el tiempo de evolucién de la Diabetes

condicionarla los resultados.

Las determinaciones a valorar fuercn las siguientes

-~ Hexosas neutras: por constituir el componente por-
centual mayor de laé glicoproteinas., Ss pueden'con—
siderar sus variaciones como paralelas a las de aque-

© . 1llas.

- Hexosaminas: por su posicidn en el engarce del car-
bohidrato y en los puntos de ramificacién del mis-
mo, nos permitiria comprobar si el grupo prostético
aumentaria su arborizacifn 6 su engarce a la pro--
teina.

- Acido sidlico: por ser siempre terminal en la mglé-
cula azucerada. Es el azdcar que méds personalidad -

confiere al carbohidrato y es el que da la viscosi-
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dad a la saliva.
- Fucosa: es el (ltimo de los componentes del grupo
prostético, con parecida significacién gue el ante-

rior.

Los valores obtenidos se estandarizarian estadisticamente ,

segdn las normas vigehtes en la’investigacién universal y de

cada serie se obtendrian : |
- Valor medioc.

- Varianza,

Desviacién standard.

- Coeficiente de varianza.

Varianza / n? de casos.

- Error standard.

La significancia'estadistica : considerando P £ 0,01,
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MATERIAL Y METODOS



MATERIAL.~-

Hemos escogido para nuestro estudio :

a - Un grupc de 31 ehfermos afectos de Diabetes Melli-
tus, unos ingresados en el Hospital Universitario
de San Pablo y otros vistos en la Consulta Ambula-~
toria del Policlinico, que dirigia hasta su recien-
te fallecimiento el Prof. D. J. Le6n Castro, vy

b - Otro grupo de 12 individuos normales,de distintas
edades.

A todos los pacientes, despues de hacerle una detenida Histo-
ria Clinica, ss leskpracticaba una determinaciér de Glucemia -
Basal, Glucosuria y Acetonuria, previamente a lé extracci6n sa-
livar, |

La extraccién salivar se practica con un ayuno al menos

de 12 horas, tanto para la serie diabética como para los indivi-
duos normales 6 serie patrén.
Las edades de los pacientes diabéticos, oscilan entre
6 y 77 afios.

El tiempo de evolucién de la diabetes; entre 1 mes y
38 afios, de los cuales 16 paciehtes son diabéticos con méds de
S afios de evolucién y 15 con menos de 5 afios. - |

De estos 31 enfermos! 13 estdn sometidos a tratamiento
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insulinico, y 18 sometidos a tratamiento éon antidiébéticos ora-
les y dieta.

Y tambien de estos 31 enfermos, 8 tiemen la glucemia
‘basal por encima de 200 mgr %, y 23 por debajo de 200 mgr %.

20 enfermos tienen glucosuria durante la extraccién sa=-

livar y 11 no la tienen. ‘ '



METODOS .-

- De-extraccién salivar.

- De laboratorio.
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-METODO DE EXTRACCION SALIVAR,- -

Dentro de los métodos de extraccién salivar ( revisién de KEER,
206 ), hemos considerado mds asequible y préctico el siguiente :

Tras enjuagar la cavidad bucal con suero fisiolégico y
secar, se pincelan las salidas de"los'conductos de las gléndulas
salivares ( Steno, Warton ), asi como la punta de la lengua con
una solucién de A. acético al 3 % ( DE MATTIS ), obteniendose -
en breve tiempo abundante saliva mezclada que se extrae del suelo
de la boca mediante pequefia sonda y aspiracién. Son suficientes -
de 2 a 3 c.c. de saliva.

Seguidamente, y como quiera que la saliva asi obtenida,
contiene abundante moco y residuos celulares, en tubo de ensayo
_ se Céntrifuga. Se obtiene de ésta forma la “"porcién acugsa"de =
lg saliva, limpia, transparente, facilmente manipulable y apta. -
pafa la determinacién de glicoproteinas en la misma.

Este hecho, de centrifugar la saliva y despreciar el mo-
co, hay que tenerlo en cuenta al final, en la valofacién de los
resultados, ya gque las cifras en % obtenidas en la "porcién acuo-
sa" de la saliva, difieren de las obtenidas en la saliva total,
con moco, pues son légicamente menores. Es cbvio decir que al es-
tandarizar el método, tanto para la serie patrén como para la —-
serie diabética, los resultados~pqegen tener una diferencia cuan-

titativa, pero no cualitativa,
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METODOS DE LABORATORIO .-
I - DETERMINACION SALIVAR DE HEXOSAS NEUTRAS;
IT - DETERMINACION SALIVAR DE HEXOSAMINAS.
III - DETERMINACION SALIVAR DE ACIDOS SIALICOS.
IV - DETERMINACION SALIVAR DE FUCOSA.

I - DETERMINACION SALIVAR DE HEXOSAS NEUTRAS.-

Las hexosas neutras unidas a proteinas, son valoradas -
por el método colorimétrico del triptéfano ( BADIN y JACKSON ,
SHETLAR y Col., 207,208 ).

El principio del método se basa en que las protelnas sa=
livares son precipitadas con alcohol }et:{lico; los osipolisacéri=
dos no aminicos unidos a las proteinas reaccionan en caliente -

. con el dcido borosulfirico, en presencia del triptéfano, dando
compuestos de coloracién verde - oscuro. Dicha coloracién es es-

table durante 2 horas.
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Reactivos :
- AlcohBl etilico absoluto. ,
-~ Acido borosulfirico : 50 gr. de dcido bérico, 770 c.c.
de a. sulfirico y 230 c.c. de agua destilada.
= Solucidn acuosa de triptéfano al'l %,’preparada extem-—
poraneamente con agua hirviente. Se conserva en frigo-
rifico durante una semana.
- Standard de manosa : Se disuelven 100 mgr. de manosa
en 100 c.c. de agua destilada, ( 1 c.c. = 1 mgr. ).
Para la utilizacidn de ésta solucién se toma 1 c.c.
y se aﬁaden 19,c.c.yde agua; 6 sea solucién de mano-
sa aill/ZD. Se conserva en frigorifico.
Procedimiento :
. La»prugbavse realiza seguida paralalameﬁte & una solu=
cidn sfandard de manosa al 1/20.
Problema: en tubo esmerilado se ponen:
- 0,2 c.c. de saliva,
=10 c.c. de etanol absoluto.

Se mezclan con varilla de vidrio. Se deja re-

posar y se centrifuga durante 15 minutos, a

4,000 r. p, m. .

Se dacanta el liquido sobrenadante y se <™= =

hace gotearkel tubo sobre papel ds filtrg. °

t

Al precipitado asi obtenido, se le afiade
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1 é.c. de agua destilada y se agita.
Standarﬁ : en tubo esmerilado se pone lc.c. de standard
de manosa al 1/20.
Blanco : en tubo esmerilado se pone 1 c.c. de agua dese
tilada.
Reaccidn colorimétrica: ‘

Se colocan los thbps en agua helada, afadiendo lenta-—-
mente 7 c.c., de 4cido borosulfirico y se deja reposar durante -
5 minutos, al cabo de los cuales se afiade 1 c.c. de la solucidn
al 1 % de triptéfano. Se mezcla con varilla de vidrio que se ha
dejado en el mismo tubo hastébel final de la prueba, ésta agita-
cidn es fundamentél para la perfecta reaccidn del borosulfirico y
el triptéfano. A continuacidén se ponen los tubos en bafio Marfa -
hirviente durénte 20 minutos, repitiendo la agitacién a los 10 -
_ mihutos con las mismas varillas de'vidrio. A continuaciéh.se-po—
nen de nuevo en agua helada durante otros 5 minutos, para luego
dejarlos a t® ambiente durante 30 minutos.

Lectura : _

Se realiza en eépeotrofctémetro PYE -~ UNICAM a 520 mM,
contra el blanco de agua, leyendo las absorciones del problema y
del standard,
~ Célculo :

Siguiendo la ecuacién que a continuacién exponemos :
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P

520 . 100 = mgr. % de glicoproteinas expresados
S 529

en polisacédridos no aminados.

Advertencia ! La vidrieria empleada debe ser lavada perfectamente
con mezcla sulfacrémica, enjuagada con agua desti-

lada y perfectamente secada.

II.-_DETERMINACION SALIVAR DE HEXOSAMINAS.-

Hemos seguidc la técnica original de ELSON y MORGAN -

( 209 ), modificada por nosotros en algunoé detalles.

Principio : En medio alcalino y al calor, la acetil-acetoha pro-
.duce con las osaminas liberadas, por previa hidrfli-
sis dcida con C1lH, unos cromégenos que por condensa-
cién con el reactivo de Ehrlich; permite la dosifica-
cién colorimétrice de osaminas.

. Reactivos :

- Etanol al 95 %.

- Acido clorhidrico 3 N.

= Hidréxido sédico 3 N.

- Heactivq de acetilacetona: debe ser preparado en el

momento de su utilizacidn mediante la adicién de -
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1l c.c. de acetilacetona a SQ c.c. de.;arbonato sédicoi

0,5 N.

- Reactivo de Ehrlich:

- Paradietilaminobenzaldehido . . 0,8 gr.
-~ Metanol puro . .. . « » ... « «» 30 c.c,

L C1H concentrado . . . . . ;'. . 30 c.c.

- Standard de glucosamina : Glucosamina hidroclérica ,

~ disuelta en agua destilada a una concentracién de ==

0,06 mgr. / c.c.

Procedimiento:

En tubos esmerilados introducimos :

- 0,2 c.c. de saliva.

- 5 c.c. de etanocl absoluto..

Se agitan y centrifugan durante’15 minutos a 4.000 =~

r. p. m. , a fin de producir la precipiéacién protei

~ca correspondiente.

Decantacién y suspensién de nuevo del precipitado -
otros 5 c.c. de etanol. Mezclar y vblver a centri-

fugar durante el mismo tiempo y revoluciones. Nueva
decantacién para finalmente disolver el precipitado

en 1 c.c. ClH 2N.

- Se tapan lags tubos herméticamente y se ponen en —-

bafio Maria hirviente durante 4 horas seguidas.

Al término de ésta hidrélisis écida, es vertido el
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contenida en tubos graduados, en los que el hidroli-
. zado serd neutralizado con NaOH 3 N, hasta gue se --
haga alcaling al tornasol. Llevar 4 5 c.c. con etanol
‘al 95 % y meZclar por inversién. De ésta mezcla ex- -
traemos 1 c.c. que colocamos en otro tubo tambien gra-
duado y con tapdn esmeriladd; al gue aﬁadimqs 1l c.c.
QE reactivo de acetilacetona, .que hemos preparado en
ese momenta, Mezclar. |
Se prepara entonces un blanco constituido por :

- 1 c.c. de agua destilada.

- 1 c.c. del mismo reactivo de acetilace-

tona.

Y un Standard constituido por:

- 1 c.c. de standard de glucosamina.

- 1 c.c. del mismo reactivo de acetil-

| acetona,
Mezclar.
Se tapan fuertemente los tubos con sus tapones esme-
rilados correspondientes y se colgcan en bafio Maria
hirviente durante un tiempo exacto de 15 minutos, al
final de los cuales serdn enfriados en agua corrien- .
te. |
Afiadir a cada tubo 5 c.c. de etanol al 95 %, mezclan-

. do inmediatamente por inversién. A gontinuacién afadi-
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mos cuidadosamente 1 c.c. de reactivo de Ehrlich.
- Volver g mezclar.

- Finalmente llevarlo hasta 10 c.c. con etanol al 95 %.

Lgctura :
Tras dejar los tubos durante 30 minutos g la t2 am-
biente, efectuamos la lectura cohtra.pl blanco prepa-
rado, & 550 mM de,iqngitgd de onda.
. Célculo : | |
Mediante la férmula siguiente:
P 530 . 1,25 = mgr. de hexosaminés que hay en 100 c.c
s .

530 de saliva.

DETERMINACION SALIVAR DE ACIDD SIALICO.-
Se ha seguido el método del resorcinol, segun la met6-

dica propuesta por CABEZAS y VAZQUEZ PORTO ( 210 ).

| El prinqipio del método implica la precipitacién de las
glicbproteinas de la saliva por el etanol al 95 %,'a.una te de
02 C., hidrélisis y la reaccién del dcido N - acetilneuraminico
por un reactive de ClH - Cdprico - Resorcinol ; extraccidn del
compuesto coloreado por el acetato de butilo y la medida de la
.inteﬁsidad dgl’color a 580 mM, en un espectrofotémetro PYE -

UNICAM,
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Reactivos :

Solucién salina de CINa al 0,9 %.

Etanol al 95 %.

- Reactivo de resorcinol : Solucién madre de resor-
cinol al 2 % en agua destilada ( conservada a 42 C ),
Se descarta si se colorea. |

- La solucién de trabajo se . prepara del siguiente mo-

~do: '

- Acido clorhidrico concentrado : 80 c.c.

Solucién de 504Cu. 5 H20 0,01 M, 0,25 c.c.
- Solucién madre de resorcinol, 10 c.c.
- Agua destilada, hasta 100 c.c..
- Esta solucidn debe prepararse no méds de 4 horas an-
‘tes de su utilizacién. Es estable una semana si se
conserva a 42 (.,
- = Reactivo blanco: preparado como la soluciﬁn de tra-
bajo pero sin resorcinol.
- Reactivo de acetato de butilo : acetato de butilo
al 98 - 100 % mezclado con n-butanol al 85/15.
- Solucién patrén de dcido N - acetilneuramfnico —-
( AWN.A.N.) en una concentracién de la mgr. .por c.c.
. 6e conserva en frasco de pléstico a 09C.
Procedimiento :

[
La saliva se diluye al 1/4 con la solucién salina y
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0,6 c.c. de ésta, se afladen gota a gota a 10 c.c. de
etanol al 95 % que se ha mantenido en un bafio de agua
helada.

La mezcla se agita suavemente, dejéndola rebosar du=-
rante 5 mimutos y se centrifuga a 3.000 r.p.m. duran-
te 5§ minutos.

Se decanta con cuidado el sgbrenadante y el precipi-
tado se lava con 10 c.c. de etanol al 95 %.

 Se centrifuga el tubo una vez mds, de igual forma y

. el sobrenadante vuelve a decantarse. Se invierte el
tubo sobre el papel dé‘filtro, a la t? del laborato- =
rio, hasta que el precipitado se deseque.

Luego se anaden 2 c.c. de agua destilada al precipi-
tadq y se agita suavemente hasta gue se.disuelva.

. Se.colocan 2 c.c. de la solucifn patrén de A.N.A.N.,
en otro tubo de centrifuga. .

Se afiaden 2 c.c. del reactivo de resorcinol de trgba-
jo a los tubos desconocidos y a los tubos pétronés.En
el dltimo tubo desconocido se agregan 2 q.c; del reac-
tivo de "resarcinol blanco" ,

Tras la agitacién, todos los tubos se situan en un
bafio de agua a 108 @ C. ( agua saturada con CINa . ),en
el que permanecen 11 minutqs’y despues de agitar los
tubos suavemente un par de veces, se enfrian con rapi-
dez, metiendolos en un bafio de hielo.

A continuacién se afiaden 5 c.c. de reactivq de aceta-

H
to de butilo.
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- Se agita bien la mezcla por inversién ( alrededor
de 50 veces ) y luego se deja en un bafio de hielo
durante 15 minutos en la oscuridad.

- La capa.del fondo acuosa se retira con una jeringa-
pipeta y la lectura se realiza inmediétamente a =
580 mM despues de ajustar eL,aspectrontémetrq'con
el tubo blanco.

Célculo :

Lo efectuamos segln la siguiente ecuacién:

x= 880 19,9 .
Ssgg

x ¢ Corresponde a la concentracién del proble-

m& en-mgr. de A.N.A.N../ 100 c.c. de saliva.

DETERMINACION SALIVAR DE FUCOSA.-

- La determinacidn de fucosa unida a proteinas salivares,
Fué'detérminada siguiendo el método de DISHE Y SHETTLER ( 211 ),
que a.continuadién describimos: |

a) AMadir 0,3 c.c. de saliva a 5 c.c. de etanol al 95 % .
en cada uno de los tres tubos con tapén, de 15 x 150
mm. Mezclar. Lavar loé lados con 5 c.c. de etanol al
95 %.y dejarlo. reposar 15 minutos.

b) Centrifugar y decantar el sobrenadante, lavando el



c)

- 76 -

precipitado con 5 c.c. de etanol al 95 %, volviendo

de nuevo a centrifugar otros 15 minutds.

Decantar el sobrenadante, invertir los tﬁbos, dejan=-
dolos secar sobre papel de filtro. Disolver el preci-
pitado a continuacién con 1 c.c. de Na OH D;l N .

Dejar los tubos en agua helada,durahte 15 minutos.

 Afadir 4,5 c.c. de solucién de S0gH2 helada, tapar

a)

. Célculos :

X
W

los tubos y mezclar por inversién. Enfriar en bafio de

hielo durante 5 minutos.

QuitarAlos tapones y calentar en bano Maria de agua

_hirviente, durante tres minutes. Enfriar a continua-

oién con agua cdrriente durante 10 minutos.

Afiadir 011 c.c. de reactivo de cisteina a cada tubo

y .mezclar inmediatamente. Dejar a t2 ambiente duran-
te 60 miﬁutos.

Leer en espectrofotémetro a 396 y 430 mM contra reac-

tivo blanco.

(Aagg-Aa3a) - (B3ss-Baap)

L]

= 0,02 x 1000 x ;
‘ S396 - S430

mgr. de fucosa / 1Q0 c.c. de, saliva.

[

A396 ¥y A43g:corresponden a las lecturas de la absor-
bancia (densidad éptica) de las solucio-

nes desconocidas a 396 y 430 mM.,
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Bags y B4ag @ son las muesfras correspondientes al

bhlanco.

8395 y Sa3g : corresponden a las lecturas del stan—

dard.

1) Standard : disolver 20 mgr de fucosa en un frasco

de 100 c.c. de agua destilada. Tomar 10 c.c. de --
ésta solucién y diluirla a 100 c.c. . Dicha solu-
cién contendré entonces 0,02 mgr. de fucosa / c.c.
de solucidn. Pornerla en un tubo con tapén, al iguai
gue los problemas y seéuir}desde el paso d) .
Sclucién de S04Hp @ afadir cuidadosamente 600 c.c.
de 4cido sulfdrico cohcentrado (sp.g. 1806) a 100
c.c. de agus, agitando con varilla de vidric.
Reactivo de cisteina : disolver 3 gr. de cisteina =
ClH en 100 c.c. de agua destilada.,

NaOH 0,1 N : 5,5 c.c. de NeOH al 50 % ( Sp.g. 1,52 )
en 1.000 c.c. de agua destilada.

Reactivo blanco : utilizar 1 c.c; de agua y proce-
der desde el paso d).

Muestra blanco : omitir la cisteina de uno de los
tubos de la mueétra de saliva en el paso g). Esto

es una comprobacién del color en la muestra,que no

. se debae a la,reaccidn de la cisteina.
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VII

RE?ULTADOS
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RESULTADOS:

Los resultados obtenidos quedan reflejados en las si-
guientes tablas:

- En la tabla n? I, hemos recogido las determinaciones
efectuadas en el suero de doce individuos normales.

- En la tebla n? II, hemos recogido laé'determinacionas
efectuadas en la saliva de doce individuos normales 6 serie patrén.

- En la tabla n? III, QUe corresponde a los diabéfidns
en su totalidad, observamos un aumento general de todas ias deter-~
minaciones, comparadas con las de la tabla n? II. Los componéntes
de la fraccién hidrocarbonada con amayor aumento y con significan—
cia estadistica, corresponden a las hgxosas neutras y a la fucosa.
También se encuentran aumentados, éunque sin significencia estadis-
tica las hexosamina y el dcido sidlico, por este orden,

- En la tabla n? IV, que corresponde a los diabéticos con
tratamiento insulinico, seguimos encontrando gran significancia es-
tadistica en las’determinaciones de fucosa y de hexosas neutras,
L.as hexosaminas y el écido sidlicq aunque aumentados, no tienen
. significancia.

- En la tabla n? V, que corresponde con tratamiento oral
ancohtramos resultados parecidos a los de la tabla n2 1IV.

- En la tabla n? VI, que se refiere a 165 diabéticos con
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glucemia basal mayor de 2 gr. %o, la fucosa alcanza las cifras
mas altas, con gran significancia estadistica. Las hexosas neu-
tras témbien la tienen. E1 4cido sidlico se encuentra aumentado
aungue no alcanza significahcia.
| - En la tabla n? VII, gue corresponde a los diabéticos
| con glucemia basal menor de 2 gr. %0, la fucosa sigue teniendo
gran significancia y la cifra total de hexosa también la alcanzd;
Las hexosaminas y el 4cido sidlico no la alcanzaronnm aunque tam-.
biédn estaban elevados.,
- En las-tablas nos, VIII y IX, que se refieren al tiem=~
po de evolucibn de la diabetes, segun sea mayor de cinco afios 6
.menor de cinco afios, encontramos que en los didbeticos con amyor
tiémpd de evolucién estan mé&s aumentada las hexosas neutras y la
fucosa que en los de menor tiempo. Los otros resultados son simi-
larss, |
- Finalmente en las tablas nos, X y XI, hemos agrupado
a los diabéticos que tenfan glucosuria y que novia tenian durante
la extracidn Salivar. Nos hemos encontrado con que existe mayor
aumento de hexosas neutras fucosa y 4cido sidlico en los primeros

en relacidn con los segundos.

RESUMEN:
~ HEXOSAS NEUTRAS:

Todos los valores medios estan aumentados con respecto a
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“los patrones.

Los valores medios méximoé dorrespohdieron a las tablés
n? IV (serie insulin - dependientes), n? IX (éerie con mds de cin-
co afios de evolucién) y n? XI (serie con glqcosuria)..

Los valores medios minimos a las tablas: n? VIII, (serie
con menos de cinca afios de evolucién), n? X, (serie sin glucosuria)
y n2 V (serie de contrarregulacién).

Todos los valores tiener significancia estadistica.

- HEXOSAMINAS :

Todos los valores medios estan aumentados con respecto
a la serie patrén.

S6lo en la tabla n? X, (serie sin glucosuria se alcanzé
significancia). También en la tabla n? VIII, (serie con menos de
cinco afios), la media és también muy demostrativa.

- ACIDO SIALICO:

Todos los valores medios estan aumentados con respecto
a8 los patrones. Pero es aqui, donde estos valores medios han sido
menos ostensibles., Sin significancia estedistica en hinguna tabla.,

Las cifras mayores han correspondido & los que tienen la
glucemia basal mayor de dos gramos por mil (tabla n? VI), a los
que tienen glucosuria (tabla n? XI) y a los que tienen menos de
cinco afios de evolucién (tabla n9.VIII).

Las cifras menores han correspondido a : los diabéticos
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sin glucosuria (tabla n? X) y a los diabéticos con glucemia basal
menor de 2 gr. %o (tabla ne VII]r | |
FUCOSA: o

Aumentada de forma muy manifiesta en todos los valores
medios. En todas las tablas gran significancia estadistica.

Las cifras mayores han correspondido a>los diabéticos
con mas de cinco aﬁos‘de evolucién (tabla no Ixf, a los diabéticos
con glucosuria (tabla n? xi) y @ los diabéticos insulin - depen-
diente (tabla n? IV).

Les cifras menores han correspondido a los diabéticos con
menos de cinco afios de evolucidn (tabla n? VIII) y a ios que no

tenfan glucosuria (tabla n2 X).

Todas las determinaciones estadisticas se llevaron a ca=
bo en una Olivetti = Programa 101, perteneciente a la Facultad de

Medicina de Sevilla.
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DATOS SERIE PATRON

— SANGRE -
Q HEXOSAS
N2CASOS [3=R0R A2 HE XOSAMINAS| A. STALICO [FUCOSA
1 [ CN.| 12200 4500 5358 —
.2 | OL.| 15300 4940 66,69 1425
3 | SG.| 12220 4940 - 5235 983
4 | V.D.| 12500 4745 4560 944
5 | T.G.| 11600 91,50 3933 1148
6 | MC.| 13350 5300 4161 —
7 | RP.| 12700 9000 6583 1818
8 | FV. | 10300 6255 5614 1704
9 | JN.| 16500 5315 4702 2072
10 | JP | 15925 7450 4759 1110
11 | FM. | 15360 8400 6384 1955
12 | AM.| 14000 7650 5529 2814
X | 135462 65204 53406 1597
v 392,413 298,854 87524 35,18
* 19809 17287 9354 593
CV. | 14623 26512 17515 3713
ES.| 5718 4,990 2700 187

Tabla !l
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DATOS SERIE PATRON

—~ SALIVA-

HEXOSAS
Ne CASOS [iE/ 7342 [HEXOSAMINAS| A.SIALICO |FUCOSA
T 1 PMI | 2250 004 0,30 719
2 |FOM.| 3000 037 199 170
3 |PD. | 3550 028 0,34 127
L |CRP | 2010 012 107 217
5 | JMG. | 3920 006 031 188
6 | IMM | = 038 170 119
7 | AMM.| 3485 073 125 212
8 |PC.G.| 1000 137 —_— 194
9 [JCP | 3650 071 266 209
10 | C.DM.| 4033 057 293 111

11 |DGP | 2680 045 223 2'59
12 |JsM| 1825 042 232 1,97

X 28548 | 0,466 1554 1,767
v 96674 | 0126 928 0228
D.S. 9832 | 0354 0963 0477
C.V. 34440 | 75965 61,969 | 26994
VIN 8788 | 00710 0084 0019 |
ES. 2964 | 0100 0289 0137 |
Ne C ASOS 1 12 11 12

Tabla

I



Ne DE CASOS - | EDAD [EVOLUC. |\ a0 A e | ACETONAL B [HEXOSAMINAS |aC. S1ALICO |  FuCOSA
DIABETES

1 C. E M 49 5 oral 145 | 8 ] 32,50 0,99 1,66 ‘ 13,60

2 S. P R | 35 10 ins - 2,34 76 + 61 . 1,66 2,80 12,48
'3 J. MM, 39 tm , dieta 135 I 4 - 51,23 2,88 : 1,86 13,90

a4 A. 'S. R 64 8 ins. 2.3 18 P 46,50 0,97 520 . S -

5 F. V.. N. 62 5 oral 1,95 20 2 47 0,48 2,66 15,40

] J. 0, B. 64 3 oral 1,69 8 8 44 2,67 - 1623

7 T P P 6 1 ins 1,36 2 o 48 1,82 2,60 13,65

8 D. L. 50 8 oral 1,38 2 2 60,50 062 1,40 -

9 "F. E. G. 44 8 ins 1,25 30 8 42,45 - 2,79 10,74
10 M. A. D 68 38 ins 1.92 38 F. 54,30 - 2,06 18,45
11 F.. M. M. 70 20 ns 2.40 40 & 38,50 0,46 1,76 16,66
12 B. M. L. 74 6m . oral 1,48 6.4 8 - 0,64 - 10,43
13 M. M M, 39 2 oral 1,23 2 e 3480 047 2,43 11,54
14 M. C A 41 1 oral 1,30 e ] 2825 042 259 1497
15 M. G. R 37 2 ins 3.00 425 + 56,00 1,27 5,80 1533
18 l. N, C 48 4,5 oral 1.97 30 8 45,00 077 326 20,06
17 E. B. P ‘82 6 ins 2,40 50 + 4825 1,39 2,76 1540
18 G. R. B. 77 3 oral 1.45 2 z 20,00 0,69 1,75 825
19 M. D. R, 58 tm oral 1,24 5 2 43,00 0,79 2,75 12,98
20 J. L. s, 69 30 ins 1,39 14 P 8000 052 2,33 1856
2 F, €, C. 42 6 ins 1.80 50 @ 29,50 0,31 0,51 _ 1082
22 J. L. D 238 11 ins 240 48 e 18,50 S0 0,20 10,68
23 F. L. J. 51 12 oral . 178 32 2 4040 0,72 213 13,15
24 P. F L. 33 8 ins 380 - 75 + 3740 028 072 14,00
25 | J. B. J 39 18 ins 1,67 12 D 46,41 182 2,65 16,80
26 M. M M 42 4 oral 1,20 ] 2 3233 0,18 1,24 10,20
27 M. C. D 73 15 oral 1,28 o ¥ ] 46 40 1,04 1,87 22,00
28 A, P S, 38 1 oral R B3 | ] 2 £6 80 0,82 3,56 17,80
29 T. M. J. 50 5 ins 2.90 27 + 4+ 4006 0,37 1,36 1575
30 J. R. S, 55 6 oral 1,45 22 e 4385 0,70 1,45 16,20
31 M. S. R. 65 12 oral 1,80 16 T ] 47,75 0,78 1,65 17,36

Tabla I1l
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DATOS SERIE DIABETICOS

—SALIVA-

R IHEXOSAMINAS A SIAL ICO [FUCOSA
X 40022 | 0820 | 2268 | 14599
V| 156846 | 0464 a2 | 10478
+ | 1255|0681 1194 | 3236
Cv. | 28428| 74021 | 52845 | 22165
VN 5221| 0016 0043 | 0361
s | 2984 016 | 0221 | Q8Qo

NeCASOS | 30 29 29 29

—CORRELAC!I ON= Tabla }]I

PATRONES DIABE TICOS

X S X S P

NERQRA2 |28548]9832 | 44022 | 12515  |> 00005

NEUTRAZ
HE XOSAMINAS| 0466 (0354 | 0920| 0681 |2 907,

A SIALICO | 1554(0963 | 2268 1,194 |Z 883

FUCOSA | 1,767|0,477}14599| 3236 {> 00005
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DATOS SERIE DIABETICOS

INSULIN-DEPENDIENTES

HEXOSAS

N2CASOS I\E TR agHEXOSAMINAS|A. SIALICO |FUCOSA
SPR. 6100 166 2,80 1248
TPP 4800 182 260 1365
FEG. 4245 —_— 279 1074
M.AD. 54,30 S 206 1845
FMM. 3850 0,46 176 16,66
MGR. | 5600 127 580 15,33
EB.P 48725 139 2776 1540
JL.S. 80,00 052 233 1856
FC.C. 2950 031 151 1082
J.L.D. 18,50 017 020 1068
PFL. 3740 028 0,72 1400
JB.J. 4641 182 265 16,80
T.M.J. 4006 037 135 15,75 |

X 46182 | 0915 | 2179 14563
V. 230440 | 0452 2027 7697
+ 15180 0,672 1423 2,774
CV. 32869 | 73442 65305 19048
v/ 17,726 0041 0155 0592
E.S 4210 0222 0393 Q767
NeCASOS | 13 11 13 13

 Tabla IV
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—CORRELACION —Tabla 1V

DIABETICOS
PATRONES |  INSULIN
DEPENDIENTES
X S X - S P
HEXOSAS | >~ 00025
NEUTRAS | 28548 | 9832 [ 46182 | 15180 |_ 0005
HEXOSAMINAS| 0466|0354 | 0915 | 0672 | °0°
<0025
| =015
A.SIALICO | 1554|0963 | 2179 | 1423
: / < 010
FUCOSA | 1767/ 047714736 | 2774 |>00005
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DATOS SERIE DIABETICOS

—CONTRARREGUL ACION -

HEXOSAS

NeCASOS |NEUTRAS [HEXOSAMINAS| A. SIALICO |[FUCOSA
CEM. | 3250 099 166 1360
MMM. | 5123 288 186 1390
ASR. | 146850 097 5,20 —_
FVN. | 4700 048 266 15,40
JOB. | 4400 267 _— 16,23
D.L. 6050 062 - 140 —_
BML, | —— 064 — 1043
MMM. | 3480 047 243 | 154
MC.A. | 2825 042 259 | 1497
INC. | 4500 0.77 326 2006
GR.B. | 2000 069 1,75 825
MD.R. | 4300 079 275 1298
FLJ | 4040 0,72 213 1315
MMM. | 3233 018 124 1020
MC.D. | 4640 104 1,87 2200
APS. | 5690 0,82 355 17,80
JR.S. | 4385 0,70 145 1620
MSR. | 4775 078 165 17,35

X 42371 0923 2340 | 14628

v 104403 0.499 1032 | 13400

-+ 10217 0.706 1015 3660

C.V. %113 | 76489 43376 | 25020

VIN 6141 0027 0064 0837

E.S. 2478 0164 0252 0914
NeCASOS | 17 18 16 16

Tabla V




—CORRELACION-— Tablay

- DIABETICOS
PATRONES CONTRA-
REGULACION
X | s X S P
HEXOSAS > 00025
NEUTRAS | 28548|9832| 42371110217 |_ 49005
HEXOSAMINAS| 0466 0354| 0923| 0,706 >0z
) <0,0125
> 005
A. '
SIALICO | 1554) 0883 2340| 1015 |~ 10 ¢

FUCOSA 1767| 0477] 14628| 3,660 |=00005
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DATOS SERIE

DIABETICOS |

GLUCEMIA BASAL > 2 gri

NeC ASOS HEXORARIHEXOSAMINAS| A.SIALICO |FUCOSA
SPR | 6100 166 280 | 1248
ASR |- 1650 097 5720 =
FMM. | 3850 046 1,76 16,66
MGR. | 5600 127 580 15,33
EBP | 4825 139 276 15,40
JLD. | 1850 017 020 1068
PEL. | 3740 | 028 072 1400
IMJ | 4006 037 137 1575

X 43276 | 0821 2573 | 14328
v 170386| 0328 4088 | 4407
+ 13053 | 0572 2021 2,099
oY 30162 | - 69671 78546 | 14549
VIN 21298 | 0041 0511 0629
E.S 4614 | 0202 0714 | 0793
NeCASOS| 8 8 8 7

- Tabla VI
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—CORRELACION= Tabla VI

DIABE TICOS

PATRONES |  OLUCEMIA

| BASAL>2grse

X |s | X |- s P
HEXOSAS | > 001
NEUTRAS | 28548 |'9832 | 43276 [13053  |_ o005
HEXOSAMINAS| 0466 | 0354 | 0821 | 0572 |=005

> 010

A.SIALICO | 1554| 0963 2573| 2021

' <005
FUCOSA 1767 | 0477 14328 2099 |> 00005




- 93 =

DATOS SERIE DIABETICOS

GLUCEMIA BASAL < 2 gro

HEXOSAS

NeCASOS INEUTRAR [HEXOSAMINAS| A.SIALICO [FUCOSA
CEM. 3250 099 166 1360
MMM. | 5123 288 186 1390
FV.N. 4700 048 266 1540
JO.B. 44,00 267 —_— 1623
T.PP 4800 182 260 1365
D.L. 6050 062 140 —
FE.G. 4245 e 279 1074
M.AD. 5430 —_— 200 1845
BM.L. —_ 064 —_— 1043
MMM. | 3480 047 243 1154
MC.A. 2825 0472 259 1497
IN.C. 4500 077 326 2006
G.R.B. 20,00 069 175 825
MDR. 4300 079 275 1298
JL.S. 8000 052 233 1856
FCC. 2950 0,31 051 1082
FLJ. 4040 072 213 1315
J.B.J. 4641 1,82 2,65 1680
MMM. | 3233 018 | 124 1020
M.C.D. 4840 1,40 187 2200
A.D.S. 56,80 082 355 1780
JR.S. 4385 070 145 16,20
MSR._ | 4775 0.78 165 1735

X L4291, 0958 2151 146 85
Vv 159235 0530 0518 12680
+ 12618 0,728 0719 3560
C.V. 28486 | 75991 33426 24242
VIN 7237 0025 0024 0576
E.S. 2,690 015 0154 0758
NeCASOS| 22 21 21 22
Tabla V

11



~CORRELACION - Tabla VIl

DIABETICOS

FUCOSA

PATRONES GLUCEMIA
BASAL< 20rSiw
X S X S P
HEXQOS AS
NEUTRAS 2854919832 44234 {12618 > (00005
>0025
|HEXOSAMINAS| 0466|0354| 0958 | 0728
' < 00125
' - >005
A. STALICO 1554 0,9@3 21511 0,719 <0025
1,767 04771 14685 | 3,560 > 00005
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DATOS SERIE DIABETICOS

EVOLUCION-

~MENOS DE 5 ANOS DE
NeCASOS [HEXOSAR IHEXOSAMINAS|A. SIALICO [FUCOSA
CEM | 3250 099 166 | 1360
MMM. | 5123 288 186 1390
FVN. | 4700 048 266 | 1540
JOB. | 4400 2,67 — | 1623
TPP | 4800 | 182 260 | 1365
BML | —— | 0Op4 — | 1043
MMM, | 3480 047 243 | 1154
MCA. | 2825 042 259 | 1497
MGR. | 5600 127 580 | 1533
INC. | 4500 | 077 326 | 2006
GRD.| 2000 | 089 175 825
MOR. | 4300 | 079 275 | 1298
MMM, | 3233 018 124 10,20
APS. | 5680 | 082 355 | 1780
TMJ | 4006 037 135 | 1575
X 41355 | 1017 2576 | 14006
V.| 113887 | 069 1432 | 9392
+ 10676 0817 1196 3064
CV. 25815 | 80334 46428 | 21876
VIN 8141 Q044 0110 0626
E.S 2853 | 0209 033 0791
NeCASOS | 14 15 13 15

Tabla VIII
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~C ORRELACION= Tabla VIII

DIABETICOS CON
B ATRONES [MENOS DE 5 AROS

. |DE EVOLUCION

X S X S =

HEXOSAS - Yo
NEUTRAS | 28548| 9832 | 41,355 [10676  |_ 90025
HEXOSAMINAS| 0466| 0354 1017 | 0817 | D0%3
' | - ' <0,0125
>0025

A.SIALICO | 15541 0963| 2576) 1196 | 54995

FUCOSA 1,767 | 0477] 14006 3064 |>00005.
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DATOS SERIE DIABETICOS

—~MAS DE 5 ANOS DE EVOLUCION-

HEXOSAS

NeCASOS |NETRAR |HEXOSAMINAS|A. SIALICO |FUCOSA
SPR. 6100 166 2.80 1248
ASR. %50 097 5,20 e
D.L. 6050 062 1,40 —_—
FE.G. LS — 297 1074
MAD. 5430  — 206 1845
FMM, 3850 046 176 16,66
EBP 4825 1,39 276 15,40
JL.S 8000 052 233 1856
FCC. 2950 031 051 1082
FL.J LOLO 072 213 1315
PFL. | . 3740 028 0,72 14,00
JLD. 1850 017 0,20 1068
JB.J LOLT 182 2,65 16,80
MC.D. 46£0 1,04 187 2200
JR.S. | 4385 0,70 145 16,20
MSR 47.75 0,78 165 1725

X 46356 0817 2017 15235
Vv 191606 0,258 1,372 11613
+ 13842 0,507 1171 3407
CV. 29860 | 62056 58056 22360
V/N 11,975 0018 0085 0829
_E.S 3460 0,134 0,291 Q10 |
Ne CASOS 16 14 16 14

Tabla X
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—CORRELACION = Tabla IX

DIABETICOS CON
MAS DE 5 ANOS

PATRONES  I'ne EvoLucion

X S X S P
HEXOSAS > 00025
NEUTRAS 28548 | 9832 | 46356 |13842 < 00005

HEXOSAMINAS| 0466|0354 | 0817 | 0507 |7 903
' ' ! < 0025

ASIALIC > 020

SIALICO | 1554 0963 2017 1171 |2 e
FUCOSA 1767 0477 15235 | 3407 |> 00005




DATOS
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SERIE DIABETICOS

—SIN GLUCOSURIA-
HEXOSAS ' |
N2 CASOS |NEUTRAGIHEXOSAMINAS|A.SIALICO [FUCOSA
CEM. | 3250 099 166 1360
MMM. | 5123 288 1'86 1390
JO.B. | 4400 2,67 —_— 1623
TPP | 4800 1,82 260 13,65
D.L. 6050 0,62 1,40 —_—
MMM. | 3480 0,47 243 1154
MC.A. | 2825 0,42 259 1497
G.R.B 2000 069 1,75 8,25
MMM. | 3233 0,8 124 1020
MCD. | 4640 1,04 187 2200
APJ | 5680 382 _ 355 17.80_|
X L1346 1,145 2,095 14,214
v 160980 0832 0483 15304
+ 12687 0912 0,694 3912
C.V. 30684 | 79,650 33,126 27522
VIN 14,634, 0075 0048 1530
E.S, 3,825 0273 0.219 1236
NeCASOS| 11 11 10 10

Tabla X

[}
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~CORRELACION=- Tabla X

DIABETICOS SIN

PATRONES  GLUCOSURI A
X S X S P
HEXOSAS > 001
NEUTRAS | 28548 | 9832 | 41346 | 12687 |_ 9905
HEXOS AMINAS 0466 0354 11451 0912 —00125
o > 0,10
A SIALICO | 1554| 0,963] 2095| 0,694
! < 0,05
FUCOSA 1767/ 0477 14214 | 3912 |> 00005
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DATOS SERIE DIABETICOS

—~CON GLUCOSURIA-

N2 CASOS |NEBQRAR HEXOSAMINA A SIALICO [FUCOSA
SPR. | 6100 166 280 | 1248
ASR | 4650 097 520 p—
FVN. | 4700 0%8 266 1540
FEG. | 4245 — 279 1074
MAD. | 5430 — 206 | 1845
FMM. | 3850 046 - 176 16,66
BML. | — 0,64 — 10,43
MGR. | 5600 | 127 580 15,33
LNC. | 4500 077 3,26 2006
EBP | 485 139 276 1540
MDR. | 4300 079 275 | 1298
JLS]| 8000 052 233 1856
FCC. | 2950 031 051 1082
LLD. | 1850 017 020 1068
FLJ | 4040 072 213 1315
PEL. | 3740 0,28 072 1400
JBJ | 484 1,82 2,65 1680
TM.J. | 4006 0.37 1,35 15,75
JR.S. | 43865 0,70 145 | 1620
MSR | 4778 0.78 1.65 1735

X 45572 | 0783 2359 | 14802

v 156029 | 0223 1:955 8522

+ 12,4917 | 0472 1398 2919

cv 27409 | 60280 59262 | 19720

VIN 8212 | 0012 0102 0448

E.S. 2865 | Q109 0319 0669
NeCASOS | 19 18 19 19

| Tabla XI
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—CORRELACI ON- Tabla XI

S ATRONES |01 ABETICOS CON
| GLUCOSURIA
X S X S P
HEXOSAS | |
NEUTRAS | 28548| 9832 | 45572 |12491  |>00005
HEXOSAMINAS| 0466|0354 0783 ] 0472 7003
<0025
A.SIALICO | 15%| 0963 2359] 1398 |=005
FUCOSA | 1767|0477 | 14802| 2819 |> 00005
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VIII

DISCUSION
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'DISCUSEDN.F

Los resultados expuestos en el anterior capitulo, nos
llevan a unas conclusiones, que aln esperandolas como teniamos pro-
gramado en el planteamiento efectuado, no dejan de sorprendernos
ante la significativa expresién de las determinaciones efectuadas,

Se ha comprobado un aumenfo global de los hidratos de
carbono unidos a proteinaé en la secrecibn salivar de los pacientes
diabéticos.

El incremento de.los azlcares se hace a expensas de to-
dos sus componentes. Las hexosas neutras, constituyen el componen-
te porcentual mayor de las glicoproteinas, lo que induciria a una
- mayor riqueza en la arborizacién del carbohidrato, traducido en
hexosaminas, y facultando una mayor posibilidad de radicales ter-
minales, traduciendo asi la subida de los valores de dcidos sidli-
cos y de fucosa.

| Debemos recordar aqui, que al hacer nuestras determi-
naciones despreciabamos el moco duitando ési la viscosidad a la
saliva. Como guiera que ésta viscosidad la da fundamentalmente el
sidlico, las cifras que obtenemos de éste, cuantitativamente no
son exactas pero cualitativamente sf. Este hecho serfa el que nos
daria mayores variaciones entre las cifras encontradas por los di-

versos autores en animales de experimentacién y las encontradas por
Y3
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nosotros en la "porcibn acuosa" de la saliva, tanto en sujetos nor-
males como en diabéticos.

En los diabéticos sometidos a tratamiento insulinico,
las determinaciones salivares de hexosas neutras y de fuccsa, tie-
nen un ligero aumento en relacidn con los diabéticos de contrarre-
gulacién; siendo en éstos en los que son las hexoéaminas y el &ci-
do siélico los aumentados, aunque muy ligeramente. No es pues de=-
cisivo el hecho de que sea el déficit de insulina el que condicione
los resultados. Interpretamos éste hecho debido a que al aparecer
un déficit de hormona pahcreéfica, la glucosa no podrd seguir el ca-
mino degradativo normal y los excedentes forzosos de éste hidrato
de carbono se dirigen de forma obligada hacia la via de las glico-
prokéinas, aumentando la sintesis de sus radicales glucidicos. Al
restaurarse por la administracién de insulina, la wvia normal glico-
1ftica, las glicoproteinas por tener un'turnover muy lento, persis-
tirdn alteradas como secuela indeleble del desequilibrio metabélico
sufrido.

En los diabéticos con glucosuria, se ha demostrado que
las determinaciones salivares de:hexosas neutras y de fucosa tienen
gran significacién‘estadistica y sin;significacién las obtenidas de
8cido sidlico y hexosaﬁinas, aunqde ios valores medios son aprecia-‘
. bles. Este hecho nds hace pensar en la gran difusibilidad que en el

organismo humano tienen las glicoproteinas, y considerar gue no es
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s6lo en la excrecién renal, sino‘en las secreciones mucosas y sa-
livares donde se raeflejan las alteraciones sufridas.

Estas comprobaciones nos confirman que la tasa de gli-
coprotelnas en el compartimento salivar son mds 6 menos parecidas
cualitativamente hablando, con las variantes aparecidas en el com-
partimento sérico 6 tisular, por ejemplo, durante el curso evolu-—

tivo de la diabetes.
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IX

CONCLUSICNES
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CONCLUSIONES, -
Las conclusiones obtenidas son las siguientes :

12,~ Existe una alteracién significativa de la tasa
global de glicoproteinas en la secrecidn salivar de los diabéticos,

con incremento notable en relacién con los sujetos normales.

22 ,~ Los componentes del espectro glucidico mds alte-
rados y con mayor significacién son : Fucosa, Hexosas Neutras, He-

xosaminas y Acido Sidlico, por éste orden.

32.- No egiSte correlacién entre dichas altéraciones
y el cardcter de insulin - dependencia de la diabetes, lo que nos
dice que la sinteéis de los radicales de hidratos de carbong de
las proteinas, dependen de la capacidad Fuﬁcional de la insulina

y no de su cuantia.

492 .-~ No existe correlacién entre las valoraciones efec-

tuadas y el gradc de compensacién del estado diabético.

2 .- Existe una correlacién entre las alteraciones
cualitativas encontradas en las glicoproteinas salivares y el
tiempo de evolucidn de la diabetes, sin que encontremos correla-

cién entre dicho tiempo y las alteraciones cuantitativas.,-

62 ,~ Estimamos que la valoracién de glicoproteinas

en la secrecién salivar del‘diabético, aporta datos interesantes
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que pueden tener cardcter semiolégico, evolutivo y pronéstico,

en el estudio de ésta enfermedad.

72 .- Las detefminaciones que hemos efectuado en el
compartimento salivar del diabético, totalmente inéditas, cree-
mos suponen un paso importante para comprender las correlaciocnes
existentes entre Glicoproteinas y Diabetes, al mismo tiempo que
nos abren unas perspectivas para ulteriores trabajos de investi-

gacién. ’
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