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Ayuno y diabetes experimental en el estudio
de las interrelaciones
“hidratos de carbono y grasas

por

EMILIO HERRERA y ELADIO MONTOYA *

RESUMEN

Se ha utilizado la diabetes inducida por la administracién de strepto-
zotocin a ratas, como modelo experimental para estudiar las interrelacio-
nes hidratos de carbono y grasas. Tras 72 horas de administracién de
la droga, los animales presentan hiperglucemia, hipercetonemia e hipoin-
sulinemia. Fn el higado de las ratas tratadas con streptozotocin se pre-
senta una disminucidn de la concentracién de glucégeno y dcido cltrico,
mientras que los estados estacionarios de dcidos grasos y acetil-CoA estdn
elevados con relacidn a los de sus respectivos controles.

El panorama metabdlico cambia tras el ayuno, en el que, con la ex-
cepcidn de la hiperglucemia en las ratas tratadas con streptozotocin, desa-
parecen las diferencias entre ambos grupos experimentales debido a la
falta de respuesta en los animales diabéticos. Estos resultados son inter-
pretados con relacién a la actividad gluconeogenética y glicolitica en los
animales diabéticos, regida por los niveles hepéticos de metabolitos con
implicaciones alostéricas y por los niveles circulantes de insulina, cuya
secrecion estd fija en estos animales, a un nivel alcanzado por los con-
troles solamente tras el ayuno.

*  (itedra de Fisiologia General. Facultad de Ciencias. Universidad de Bar-

celona.
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INTRODUCCIGN

Lag interrelaciones hidratos de carbono y grasas se encuentran par-
clalmente reguladas por la accién de distintos efectos alostéricos sobre
enzimas que catalizan reacciones irreversibles yjo limitantes de las co-
rrespondientes vias metabdlicas. Como ejemplo (fig. 1), podemos desta-
car la accidn activadora del acefil Co.\ sobre la piruvato carboxilasa (1)
e inhibidora sobre la piruvato deshidrogenasa (2), y la accién activadora
del dcido citrico sobre la acetil C'oA carboxilasa (3) e inhibidora sobre la
fosfofructokinasa (4, 5). Tua forma de determinar las implicaciones fisio-
légicas de estas relaciones es el correlacionar la actividad de las distintas
vias metabodlicas con el estado estacionario de dichos metabolitos en con-
diciones experimentales en las que las interrelaciones hidratos de car-
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bono y grasas se encuentren alteradas. En el presente trabajo hemos
estudiado esta relacién en animales hechos diabéticos mediante la admi-
nistracién de streptozotocin.

La hiperglucemia del diabético estd preferentemente producida por
los efectos yuxtapuestos de una elevada gluconeogénesis (6, 7, 8) y una
disminuida utilizacién de glucosa (9), motivada por una disminucién
v/o una ineficacia metabdlica de la insulina circulante (10, 11). El inte-
rés de este estudio ha sido despertado por los escasos datos existentes en
la literatura sobre los mecanismos moleculares de regulacidn de la sintesis
de glucosa en esta situacidn,

El streptozotocin es un derivado de la glucosamina, que ejerce su
accién citotdxica sobre las células B del pdncreas (12, 13, 14), dejando
intactas las células « y el pincreas exocrino (15, 16), permitiendo por
tanto el estudio de animales hechos diabéticos por un efecto primario
v Gnico sobre la secrecion pancredtica de insulina.

El estudio lo hemos realizado en animales alimentados ad libitum
v en ayunas de 48 h, ya que previamente hemos demostrado que el ayuno
es una situacidn especialmente interesante para determinar las interre-
laciones hidratos de carbono y grasas en la rata (17).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas machos de raza Wistar de un peso comprendido
entre 167 y 182 g, alimentadas con la dieta comun de nuestro criadero.
Lios animales se dividieron en dos grupos, uno de los cuales fue inyectado
intraperitonealmente con streptozotocin (The Upjohn Co.) (65 mg/kg de
peso corporal) disuelto en 0,5 ml de tampdn de citrato (pH 4,6). Kl otro
grupo fue considerado como control, inyectdndosele 0,5 ml del mismo
tampon. Los animales se sacrificaron por decapitacion 72 horas después
de la inyeccion. Lia sangre se recogié del cuello en vaso de precipitado
refrigerado vy al mismo tiempo se disecd un trozo de higado, que fue co-
locado en nitrégeno liquido en menos de diez segundos del momento de
la decapitacién. Alicuotas de la sangre se utilizaron para la determinacién
de glucosa, cuerpos cetdnicos e insulina inmunoldgicamente activa, por
métodos ya publicados (18, 19, 20, 21). En alicuotas del higado conge-
lado en nitrégeno liquido se analizaron las proteinas, glucdgeno, dcidos
grasos totales, acetil-CoA vy &cido citrico, siguiendo métodos descritos
(17, 21, 23).

RESULTADOS

Al comienzo del experimento los animales se dividieron en dos gru-
pos ; el primero recibié una inyeccién unica de 65 mg/kg de streptozo-
tocin disuelto en tampon citrato v el segundo sélo recibié dicho tampén,
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EFECTO DE LA INYECCION DE STREPTOTOCIN SOBRE LA
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siendo considerado como control. A los tres dias del tratamiento, las ratas
inyectadas con la droga muestran todos los sintomas de una diabetes
aguda, puesta de manifiesto por sus elevados niveles de glucosa sangui-
nea (fig. 2), acompafiados de una clara cetosis (fig. 3) y concomitantes
con niveles de insulina muy bajos, con relacién a sus respectivos con-
troles (fig. 4). Cuando los animales se han sometido a un ayuno de
48 horas antes del sacrificio, los niveles circulantes de glucosa descienden

EFECTO DE LA INYECCION DE STREPTOZOTOCIN SOBRE LA
CONCENTRACION DE INSULINA PLASMATICA EN LA RATA
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en ambos grupos, manteniéndose la elevada glucemia en las ratas tra-
tadas con streptozotocin con relacidén a sus controles respectivos (fig. 2).
Las diferencias entre los grupos desaparecen en lo que se refiere a los
datos de cetosis e insulinemia (figs. 3 y 4), debido a que el aumento de
los cuerpos ceténicos en sangre producido por el ayuno en las ratas con-
troles es mayor que en los animales inyectados con streptozotocin, v a
que la insulina plasmética disminuye en aquéllos mientras que en éstos
no cambia significativamente con relacién a cuando estdn alimentados.

En el higado aparecen también grandes diferencias entre ambos gru-
pos experimentales (tabla 1), El peso del higado en los animales tra-
tados con streptozotocin es menor que en sus respectivos controles. Tras
un ayuno de 48 horas la diferencia entre los dos grupos desaparece debido
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al menor descenso de peso en el higado de las ratas inyectadas con la
droga (tabla 1), Estas alteraciones vienen acompafiadas de cambios opues-
tos en la concentracién de proteinas hepdticas de los distintos grupos.
Asi (tabla 1), cuando alimentadas, la concentracién de proteinas en las
ratas tratadas con streptozotocin es superior a la de sus correspondientes
controles. Tras el ayuno, este pardmetro no varia en el primer grupo,
mientras que aumenta de forma significativa en los animales no tratados
con la droga, desapareciendo las diferencias entre ambos grupos expe-
rimentales.

TABLA 1

Lifeete de la inyeceidn de streptozotocin en ¢l higado de ratas
alimentadas v en ayudas de 48 horas.

Situacion

g Alimentadas En ayuno de 48 horas
alimenlicia :
Grupo Control Strepto- P Control Strepto-
zotocin zotoein r
Peso del
higado 8,15+0,17 6.65+£0,40 <0,05 4,95+0,11 5,383+0,27
2 <0,001 <0,02 N. 8.

Proteinas
(mg/g) 152,00£3,66 191,62+4,40 <0,001 182,77+4,07 181.87+2,39 N. 3.
17 < 0,001 N. 8.

Detalles de la metodologia se describen en el texto. P representa la significati-
vidad de la diferencia entre Jag medias + I, 8. de los valores (6-9 ratas/grupo) de
los animales controles y los tratados con streptozotocin. P’ representa la significati-
vidad centre las medias de los grupos alimentados y en ayunas de 48 horas.

Como indice del metabolismo hidrocarbonado y graso del higado he-
mos determinado la concentracion de gluedgeno y dcidos grasos totales.
El glucdégeno hepdtico estd disminuido en los animales tratados con
streptozotocin con respecto a sus controles, cuando estdn alimentados
(fig. 5). El ayuno hace que este parimetro disminuya en los controles,
mientras que en lag ratas tratadas con streptozotocin no cambia, estando
incluso aumentado con relacién a los primeros (fig. 5). T.a concentracion
de dcidos grasos totales hepdticos estd ligeramente aumentada en las
ratas tratadas con la droga, cuando alimentadas (fig. 6). El ayuno hace
que dichos gcidos grasos aumenten en el higado de las controles, mien-
tras que no cambia en los animales inyectados con streptozotocin.

Los anteriores resultados nos han llevado al estudio de pardmetros
nmds cavacteristicos y especificos de los metabolismos de hidratos de car-
bono y grasas. Acetil-CoA en el higado de los animales tratados con
streptozotocin estd anmentado con relacién a los valores obtenidos en
los controles (fig. 7). El ayuno hace que el estado estacionario de este
metabolito aumente, como en otras ocasiones (17, 21, 23), mientras que
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EFECTO DE LA INYECCION DE STREPTOZOTOCIN
SOBRE EL GLUCOGENQ HEPATICO EN LA RATA
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EFECTO DE LA INYECCION DE STREPTOZOTOCIN SCBRE
LA CONCENTRACION HEPATICA DE ACETIL-CoA

ACETIL-CoA my moles

alimentadas

ayunadas 4a b

I
l

Dcontroles
§ streptozotocin

EFECTO DE (A INYECCION DE STREPTOZOTOCIN SOBRE

ACIDO CITRICO pmoles/g

alimentadas

I
oS 1

ayunadas 48h

1
2 I
+
(7 (8
~—P<02~
- i P<05-
- NG+

LA CONCENTRACION HEPATICA DE ACIDO CITRICQ

D controles

XN .
& streptozotocin




ESTUDIO DE LAS INTERRELACIONES HIDRATOS DE CARBONO Y GRASAS 149

no cambia en el higado de los animales tratados con streptozotocin, y, por
consiguiente, desaparecen las diferencias entre los grupos (fig. 7). Acido
citrico hepdtico estd disminuido en las ratas sometidas a la droga, cuando
alimentadas (fig. 8), mientras que tras el ayuno este pardmetro dismi-
nuye en los animales controles, como normalmente (17, 23), pero en los
animales de streptozotocin no cambia (fig. 8). As{ pues, de nuevo, las
diferencias entre ambos grupos desaparecen tras el ayuno.

DISCUSION

En el presente trabajo hemos observado, confirmando los trabajos de
otros autores (12, 13, 14), que la administracién de streptozotocin a ani-
males experimentales es diabetogénica, como lo muestran la hiperglu-
cemia e hipercetonemia y la hipoinsulinemia aparecida en las ratas tra-
tadas con la droga. Al mismo tiempo, hemos encontrado que estas alte-
raciones desaparecen paralelamente con el ayuno, lo cual supone una
nueva aportacién al conocimiento de las alteraciones metabdlicas en el
individuo diabético. Con el estudio de metabolitos reguladores, hemos
intentado lograr un mejor y mas profundo entendimiento de los factores
que contribuyen a la aparicién de estas manifestaciones,

Hemos visto en el presente trabajo que las ratas diabéticas alimenta-
das ad libitum, presentan en su higado cambios similares a los que apa-
recen normalmente en los animales en ayunas (17), como lo muestran
el descenso del contenido hepético de glucégeno y el aumento de la con-
centracidn de proteinas y dcidos grasos totales. Hstos cambios estdn tam-
bién acompafiados por alteraciones en el estado estacionario de metabo-
litog reguladores en el higado. Acetil-CoA, el producto final de la beta-
oxidacidn de los dcidos grasos y el activador alostérico del primer enzima
gluconeogenético, la piruvato carboxilasa (fig. 1), estd anmentado en el
higado de las ratas diabéticas. Por otro lado, la utilizacidon del acetil-CoA
para la formacién de 4dcido citrico parece estar disminuida en estos ani-
males, como lo sugiere la reducida concentracién de este metabolito en
su higado.

HEsta interpretacién concuerda con la cetosis que presentan cuando
alimentados, lo que indica que la entrada de Acetil-CoA en el ciclo del
dcido citrico en los animales diabéticos estd inhibida, vy este metabolito
sale a la circulacién para ser utilizado como sustrato energético en otros
tejidos periféricos en forma de cuerpos ceténicos. Hste esquema meta-
bélico podria estar inducido por los efectos concomitantes de una aumen-
tada beta-oxidacidn de los 4cidos grasos y una disminucién de la concen-
tracién de oxaloacético en el higado, debido a su rapida conversién a [os-
foenolpiruvico v subsecuentemente a glucosa.

Todas estas alteraciones metabdlicas en los animales hechos diabéti-
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cos por el tratamiento con streptozotocin parecen estar inducidas prima-
riamente por una disminucién en la actividad de las células beta del
pancreas (12, 18, 14), la cual es la causa de los bajos niveles circulantes
de insulina. Realmente, estos cambios son similares a los encontrados
en animales intactos en ayunas, como se ha visto en el presente estudio
y en otras ocasiones (17, 23), en las que los niveles plasmaticos de insu-
lina estdn disminuidos. De acuerdo con esta inferpretacion estd el hecho
demostrado previamente por nosotros (17) de que muchas de estas alte-
raciones que se presentan en el animal en ayunas desaparecen unos mi-
nutos después de la administracién de insulina. También existe la po-
sibilidad de que los cambios metabdlicos que se presentan en log animaleg
tratados con streptozotocin se deban a variaciones en otras hormonas,
como podria ser una elevacién en los niveles de glucagén circulante.
KATSILAMBROS y col. (24) han encontrado un aumento en los niveles plas-
méticos de glucagén tras la administraciéon in wvitro de streptozotocin,
pero estos hallazgos no han podido ser reproducidos in vitro (24), lo que
apoyaria una acecién indirecta de esta droga sobre la actividad de las
células alfa del pancreas, como consecuencia de la disminucién de insu-
lina y la hiperglucemia,

Hemos observado aqui que los pardmetros estudiados en los animales
diabéticos cuando alimentados, practicamente no cambian con el ayuno,
de tal forma que lag diferencias con los controles desaparecen cuando las
ratas han sido sometidas a un ayuno previo de 48 horas. Nosotros no
tenemos aun suficiente apoyo experimental para comprender completa-
mente esta falta de respuesta al ayuno en el animal diabético, pero existe
la posibilidad de que sea una consecuencia de la falta de cambio en los
niveles circulantes de insulina, probablemente debido al dafio que poseen
las células beta pancredticas. En otras palabras, la secrecién de insulina
estd relativamente fija en los animales diabéticos, a un nivel alcanzado
por los controles cuando estdn sometidos al ayuno, por lo que en éstos la
gluconeogénesis ha de ser activada cuando hay escasez de alimento para
satisfacer las necesidades de los tejidos que utilizan preferentemente
glucosa. Lia incapacidad de los diabéticos para poner en funcionamiento
esta maquinaria metabdlica cuando alimentados parece ser debida, por
consiguiente, a la accidn citotéxica y especifica de la droga sobre las
células beta pancredticas, lo que origina una sobreproduceién postpran-
dial de glucosa, que contribuye activamente a su hiperglucemia.

Lios niveles de glucosa circulante y de gluedgeno hepdtico estin au-
mentados en los animales diabéticos en ayunas, con relacidn a sus res-
pectivos controles, a pesar de que el estado estacionario de metabolitos
reguladores de gluconeogénesis es igual en ambos grupos experimentales,
lo cual estard facilitando una velocidad de sintesis de glucosa similar en
ambos grupos. Fsto sugerirfa una aminorada utilizacién de glucosa en
aquellos animales a pesar de iguales niveles de insulina circulante en
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ambos grupos, lo cual apoya la idea de una inhibida actividad bioldgica
de esta hormona en las ratas diabéticas. Lia yuxtaposicién de estos efec-
tos (aumentada sintesis de glucosa y disminuida concentracién y acti-
vidad de la hormona que facilita su utilizacién, la insulina) hace que los
animales hechos diabéticos por la administracién de streptozotocin per-
manezecan hiperglucémicos incluso tras el ayuno.
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