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Resumen

Abstract

Con objeto de investigar el estado de los receptores celulares
de insulina en la diabetes mellitus postpancreatitis, se estu-
diaron siete pacientes con diabetes consecutiva a pancreatitis
y se compararon con diez voluntarios sanos. En todos se de-
termino la capacidad de uni6n a la insulina de los eritrocitos
circulantes. La capacidad maxima de unién especifica fue
mayor en el grupo problema que en el testigo (23.0+3.5 vs
14.6 +1.9% P <0.01), lo que se atribuy6 a un aumento en la
afinidad de los receptores. Esta se encontré en cuatro
diabéticos con deficit ponderal quienes ademas tenian dis-
minucién en el nimero de los receptores por eritrocito; en
los otros tres diabéticos que tenfan peso normal la afinidad
y el namero de receptores estaban en limites normales. El
estado de los receptores eritrocitarios en la diabetes post-
pancreatitis es variable y entre otros factores, puede modifi-
carse por el estado nutricional.

To assess the status of cellular insulin receptors in post-
pancreatitis, diabetes erythrocyte insulin_binding capacity
was studied in seven patients with postpancreatitic diabetes
and in ten healthy controls. Maximal binding capacity was
found higher in the diabetic group than in the control group
(23.0 +3.5vs. 14.6 £1.9%, M +SEM, P <0.01). This fin-
ding was due to enhanced receptor affinity in four diabetics
(ke 0.597 + 0.086 X 107 M-!) despite diminished concentra-
tion of insulin receptors (986 + 28 receptor sites/ erythrocy-
te). The other three diabetic patients had both receptor affi-
nity and concentration between normal limitis (ke 0.274
+0.057 X 10'M, 1799 =15 sites/erythrocyte; control
group ke 0.304 +0.041 X 10’M! and concentration 2240 +
362 per cent). The former four subjects were also under-
nourished with 50 to 85 per cent of ideal body weight, while
the other three diabetics were on ideal body weight + 10 per
cent. The status of erythrocyte insulin receptors in post-
pancreatitic diabetes mellitus is variable and among several
factors, it might be affected by the nutritional status.
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En los ultimos 15 aifios se han utilizado los isétopos
radioactivos para demostrar los sitios celulares espe-
cificos (receptores) a los que se unen las hormonas
polipeptidicas'2. Los receptores de insulina son los
que més se han estudiado y se han podido determinar
muchas de sus caracteristicas. Por ejemplo, se sabe
que estan presentes en las membranas celulares de
practicamente todas las células que se han
investigado!*#; se ha caracterizado su estructura de
glicoproteinas con dos cadenas alfa y dos cadenas be-
ta unidas por puentes disulfuro*®; se ha observado
que al unirse con la insulina, los complejos receptor
insulina entran en la célula;® y se empiezan a conocer
las etapas siguientes en el interior celular.”

La capacidad de las células para unir insulina-1'%, y
el nimero de sitios receptores por célula, se han estu-
diado principalmente en monocitos, eritrocitos y adi-
pocitos, tanto en condiciones normales como en di-
versas enfermedades.+!° En la diabetes mellitus no
dependiente de insulina (tipo II) la concentracion de
_los receptores de insulina en estas células se encuentra
disminuida.4!3 En cambio en la diabetes dependiente
de insulina ( tipo I) los resultados han sido heterogé-
neos.'* En la diabetes postpancreatitis, so6lo hemos
encontrado un informe del estado de los receptores
de insulina en el que se compararon con diabéticos ti-
po I, pero no con individuos normales.!S En este tra-
bajo informamos de la determinacién de los recepto-
res de insulina en los eritrocitos de pacientes con
diabetes postpancreatitis comparados con los de indi-
viduos sanos.

Material y metodos

Se estudiaron siete pacientes con diabetes post-pan-
creatitis, seis del sexo masculino y uno del femenino,
con edad de 31 a 52 afios (mediana 41). El diagnosti-
co de diabetes post-pancreatitis se bas6é en los si-
guientes datos: a) historia clinica tipica de pancreati-
tis cronica, b) comprobacién histolégica de la
pancreatitis o evidencia radiografica de calcifica-
ciones pancreaticas y c) aparicion de ‘la diabetes
mellitus después de la pancreatitis. Excepto en un ca-
so, no habia antecedentes hereditarios de diabetes
mellitus. Todos los pacientes recibian insulina inter-
media (NPH) a la dosis de 30 a 60 U al dia (media
40.7); ninguno se habia tratado recientemente con hi-
poglucemiantes orales, no tenian cetosis ni enferme-

dades intercurrentes, cuatro tenian diarrea y recibian
enzimas pancreaticas por via bucal. Tenian hemoglo-
bina sanguinea media de 13.1 (11.8-13.8 g/dl), volu-
men globular medio de 100 (88-103xm?) y reticuloci-
tos menores al 1 por ciento. La dnica mujer tenia
amenorrea en los Gltimos cinco meses.

El grupo testigo se formé con diez voluntarios sanos,
siete del sexo masculino y tres del femenino, de 17 a
45 aiios de edad (mediana 32 afios), sin antecedentes
familiares de diabetes mellitus, con peso ideal 10
por ciento y no recibian medicamentos. Tenian he-
moglobina sanguinea promedio de 15.1 (13.6 a 16.5
g/dl), volumen globular medio de 99 (88-102 m?) y
reticulocitos de 1 por ciento o menos. Las tres muje-
res tenian menstruaciones regulares; al momento del
estudio una se encontraba en la fase folicular y las
otras dos en la fase litea.

La muestra de sangre venosa para medir los recepto-
res de insulina, la glucemia y la insulina sérica, se ob-
tuvo a las 7:00 horas AM, después de 12 horas de
ayuno. En los diabéticos la dltima aplicacion de insu-
lina habia sido 22-24 horas antes. Para la determina-
cion de receptores se obtuvieron 30 ml de sangre en
una jeringa con 750 U de heparina, se deposit6é en un
tubo de pléstico en frio y se proceso segun la técnica
de radiorreceptores descrita por Gambhir y cols'®, en
la que después de separar a los eritrocitos con gra-
diente de Fycoll-Hypaque, lavarlos con solucion sali-
na y buffer G (Tris, Hepes, a pH8), se ajusto la cuen-
ta de eritrocitos a 1.8-3 x 10 en 400 microlitros, y se
certifico la viabilidad de los globulos con la tincién
con azul de tripano!’. Se incubaron los eritrocitos en
14 tubos con 50 pg de insulina unida a I'* y con-
centraciones ascendentes (de 0 a 500 mM/1) de insuli-
na no marcada, durante 90 minutos a 15°C. La uni6n
no especifica se determind con un exceso (5000
mM/1) de insulina no marcada. Para separar los
eritrocitos por gradiente de centrifugacion, se mez-
claron con dibutilftalato y buffer G, se centrifugaron
a 15 000 RPM durante diez minutos a menos 4°C, y
el fondo del tubo se corto a nivel del boton eritrocita-
rio. La radiactividad se determinb en un contador de
gammas, tipo pozo, marca Searle modelo 1285. La
cuantificacion de eritrocitos de la muestra se practico
con un contador Coulter CRC. La capacidad maxi-
ma de union de insulina-1'? se determind con una
curva de competencia.'® El namero de sitios de la
union de la insulina (receptores) de los eritrocitos se
calculé a partir de una grafica de Scatchard!6 con la
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férmula: namero de receptores= (moles de insuli-
na/litro + concentracion de eritrocitos/litro) X 6.03

X 102, El perfil de afinidad se obtuvo con el método

de Meyts y Roth!8, basado en la férmula: k =
(B/F)/(Ro-B), en la que k es la constante de afinidad

seglin el porcentaje de ocupacion de los receptores, B
es la cantidad de insulina unida, F es la concentracién
total de insulina menos B, y Ro es el sitio de intersec-
cién de la abscisa con la prolongacion de la linea tra-
zada en la grafica de Scatchard. La constante de ma-
xima afinidad (afinidad de los receptores vacios), se
tom6 como la maxima afinidad obtenida con el per-
fil, o sea con la menor ocupacién de los receptores.

La glucosa se midié inmediatamente en el plasma con
el método automatizado de neocuproina (error intra-
ensayo 3%). Para la medicion de insulina se congel6
el plasma a menos 20°C hasta que se procesd simulta-
neamente con radioinmunoanalisis (equipo C.1.S.),
el coeficiente de variacibn intraensayo fue 13 por ciento
para valores 5.7 +0.8, de 3.2% para valores de 50
+2 y 4.5 por ciento para valores de 202 + 10
uU/ml). Los resultados se expresaron como media +
error estandard a menos que se aclarara lo contrario
en algunas figuras. El andlisis estadistico se realizo
con la prueba U de Mann-Whitney y la T de Student

=

PORCIDNTO 08 IR 0uA - 85 YDA ( empenifios )

segun el caso, se consider6 significativa una P < 0.05
con dos colas.

Resultados

La proporcién de insulina unida a los éritrocitos fue
significativamente mayor en el grupo con diabetes
que en el grupo testigo, en todas las concentraciones
de insulina utilizadas (fig.1). La capacidad maxima
de union especifica fue de 23.05 +3.59 por ciento en
los diabéticos y de 14.69 + 1.97 por ciento en los tes-
tigos (P <0.01).

Con la gréfica de Scatchard se obtuvo en ambos gru-
pos la curva tipica-de los receptores de insulina
(fig.2), en la que se nota que la porcion final de la
curva esta mas incliiiada en los diabéticos que en los
testigos y que la ocupacién teérica de la totalidad de
los sitios de union se alcanza con menor concentra-
cion de insulina unida. En forma global el numero
total de sitios de uni6én (receptores) por eritrocito fue
de '1334.3 +153.2 en los diabéticos y de 2241.4
4 343.9 en el grupo testigo (P>0.05). Sin embargo,

CONCENTRACION OC BIULIMA (oM/mi) =
Figura 1. Capacldad de-union de los eritrocitos a la insulina, expresada como porcentaje
de unioén especifica en las concentraciones de msulma utilizadas. La capacidad méaxima de
unién especifica es la obtenida con 1a menor ooncentracnén de'insulina. La capacidad de
unién a la insulina es mayor en los diabéticos postpancreatltls qne en’los testlgos sanos, en-
todas las concentraciones de insulina (P <0.05).
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Figura 2. AnAlisis de Scatchard que muestra la curva tipica de los receptores de insulina con los pen-
dientes, una rapida dada por receptores de *‘alta afinidad’’ y poca proporcion de ocupacién y una len-
ta dada por receptores de “‘baja afinidad”’ y alta proporcién de ocupaciéon. Los puntos donde se unen
la prolongaci6én de las lineas de la gréfica y la abscisa (Ro) sefiala la concentracién de insulina que se
requiere para ocupar la totalidad de los receptores eritrocitarios de insulina, ésta es en promedio me-
nor en los diabéticos postpancreatitis que en los sanos.

al analizar individualmente el niamero de receptores
por eritrocito se observd que sélo en cuatro diabéti-
cos el valor obtenido fue menor al de los testigos sa-
nos, mientras que los tres restantes tenian receptores
normales en namero (fig.3).

La constante de afinidad de los sitios receptores no
ocupados fue ligeramente mayor en los diabéticos
(0.458 +0.082 x 10" M"!) que en los normales (0.304
+0.047 X 107 M) (P > 0.05). El analisis del perfil de
-afinidad de cada paciente (fig. 4A) mostré que los
tres diabéticos con numero normal de receptores
eritrocitarios también tenfan un perfil de afinidad si-
milar al de los testigos, mientras que en los cuatro
diabéticos con menor nimero de sitios de union, la
afinidad se encontré aumentada en cualquier porcen-
taje de ocupacion de los receptores, es decir tanto en
los receptores que se consideran de alta afinidad co-
mo en los de baja afinidad. El promedio de afinidad
de los cuatro diabéticos con *‘alta afinidad’’ fue sig-
nificativamente superior (P < 0.01) que el de los otros
tres pacientes y que el grupo testigo (fig. 4B).

En los diabéticos la glucemia fue de 233.5 +35.2
mg/dl (amplitud 130—416 mg/dl), significativamen-
te mayor (P <0.01) que en los normales que tuvieron
cifras de glucemia de 88.1 +2.6 mg/dl. Los niveles
de insulina plasmética también fueron significativa-
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Figura 3. Namero de sitios receptores de insulina por eritro-
citos calculado a partir de andlisis de Scatchard. Las lineas
continuas sefialan la media y las lineas interrumpidas sefia-
lan una desviacién estandard. El grupo de diabéticos tiende
a tener cifras més bajas que los sujetos testigos, cuatro de
los siete diabéticos tienen menor numero de
receptores/eritrocitos que cuanquier sujeto testigo.
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Figura 4. A. Perfil de afinidad de cada paciente con diabetes postpancreatitis. El area
sombreada sefiala el perfil de afinidad (medida +SD) de los testigos. En cuatro de los
diabéticos la constante de afinidad de los receptores por la insulina es mayor que en los
testigos en todas las proporciones de ocupacion; en otro més la afinidad es ligeramente
superior que la “‘normal’’ en la mayoria de las proporciones de ocupacion, pero su afi-
nidad méaxima queda en el 4&rea sombreada. B. Media + ES del perfil de afinidad de los
sujetos testigo (linea interrumpida) y de los diabéticos postpancreatitis divididos en dos
subgrupos: (1) tres pacientes con nimero de receptores y constante de afinidad méxima
normales y (2) cuatro pacientes con mamero de receptores disminuido y constante de
afinidad méxima aumentada.
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mente mayores (P <0.01) en los diabéticos que en los
testigos, con 71.9 + 25.3 4U/mly 17.4 + 3.6 p/ml
respectivamente.

Entre los cuatro con menor nimero y alta afinidad de
receptores y los tres diabéticos con niimero y afinidad
normales no se observaron diferencias en las con-
centraciones sanguineas dé glucosa e insulina, nienla
dosis terapéutica de insulina (tabla 1). Sin embargo,
tres de los cuatro primeros tenian un déficit ponderal
de 27 a 50 por ciento, mientras que los tres altimos
tenian peso corporal normal.

Discusién

En la mayoria de los estudios clinicos de han determi-
nado los receptores de insulina en monocitos y eritro-
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citos. En general los resultados de los receptores en
monocitos y eritrocitos guardan una buena correla-
ci6n entre si.'?20 La utilizacién de los Gltimos tiene la
ventaja que requiere una muestra de sangre de vola-
men mucho menor, pero con la desventaja de que el
namero de receptores disminuye fisioloégicamente
conforme envejece la célula.?! La mayoria de los re-
ceptores que se determinan pertenecen a los eritroci-
tos jovenes y a los reticulocitos, por lo que una va-
riacién en la edad de la poblacién de los globulos ro-
jos podria causar diferentes resultados. Por otra par-
te, los eritrocitos maduros no modifican facilmente el
numero de sus receptores al incubarlos con insulina,
a diferencia de los reticulocitos y de células nucle-
adas,? lo que podria constituir una ventaja en algu-
nas investigaciones no relacionadas con modifica-
ciones agudas de los receptores, como seria el estudio
actual. En este estudio no se practicaron procedi-
mientos para precisar la edad de los eritrocitos, y

TABLA | NUMERO DE RECEPTORES DE INSULINA, CONSTANTE DE AFINIDAD MAXIMA (Ke)
Y OTROS VARIABLES EN DIABETICOS POST PANCREATITIS Y EN INDIVIDUOS SANOS

CASO NUMERO DE  KE GLUCOSA INSULINA DOSIS DE PESO CORPORAL
RECEPTORES/ X 10’M-' PLASMATICA PLASMATICA INSULINA (% DE PESO IDEAL)
ERITROCITO mg/dl #U/ml U/dia
DIABETICOS

| 909 0.489 192 12.7 35 85
2 979 0.820 416 200.0 75 50
3 1029 0.645 194 68.0 30 73
4 1030 0.436 205 13.9 30 68
5 1769 0.221 290 59.4 35 90
6 1810 0.212 205 117.0 35 108
7 1820 0.389 130 32.5 50 95
M & SEM.- 1335+ 165 0.458+£0.082 233.5+35.2 71.9£253  41.426.1 81272
TESTIGOS

1 1048 0.541 89 14.9 — 90

2 1233 0.507 87 46.2 - 95

3 1264 0.367 103 11.1 - 95

4 1469 0.278 89 9.0 - 108

5 1586 0.315 98 13.1 - 105

6 2331 0.261 74 6.9 - 100

7 2521 0.216 88 21.3 - 100 -

8 2794 0.163 78 1.9 - 110

9 3727 0.206 88 18.7 - 105
10 4435 0.189 87 15.0 - 100
M:S.EM. 2240362 0.304+0.041 88.1+3.6 174 £ 3.6 — 100.8+1.9

*Anticuerpos antiinsulina circulantes
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aunque el grupo de diabéticos tenia cifras de he-
moglobina sanguinea ligeramente menores que el
grupo testigo, en ningin caso hubo reticulocitosis,
por lo que es poco probable que hayan tenido una
proporcion elevada de eritrocitos jovenes.

Los resultados obtenidos en el grupo testigo son simi-
lares a los informados por otros autores en indivi-
duos sanos.!6!1? En forma global en el grupo de indi-
viduos con diabetes post-pancreatitis la capacidad de
unién de la insulina a los eritrocitos fue mayor que en
los individuos sanos. Este aumento en la capacidad
de los eritrocitos de unirse a la insulina no se debi6 a
un aumento concomitante del nimero de los sitios re-
ceptores, pues éste estaba disminuido en unos pacien-
tes y normal en los otros, sino que fue debido a una
elevacion de la afinidad por la insulina.

La disminuci6n en el nimero de los receptores ocurre
en la obesidad, en la diabetes mellitus no dependiente
de insulina y en otras enfermedades caracterizadas
por tener resistencia a la insulina e hiperinsuline-
mia.4”-10 El namero de los sitios receptores de insuli-
na esta regulado por la concentracion de insulina a la
que esta sometida la célula in vivo o in vitro. A mayor
concentraciéon de insulina es menor el nimero de re-
ceptores.”!? Esta regulacion ‘‘descendente’’
(down regulation) probablemente se debe a que con-
forme aumenta la concentracion de insulina, también
aumentan los receptores que se unen a la hormona y
que entran a la célula, y por lo tanto queda un menor
numero de receptores disponibles para la unién sub-
secuente con mas insulina.

El nimero de receptores celulares de insulina se en-
cuentra disminuido en los individuos con hiperinsuli-
nemia, ya sean obesos o diabéticos, y también en los
sanos con hiperinsulinemia por la dieta.”!3-2 Por el
contrario, alcimpedir la secrecién de insulina con
diazéxido, la capacidad de unién celular a la insulina
aumenta.?’ En la diabetes mellitus dependiente de in-
sulina (tipo I), la capacidad de uni6n de los monoci-
tos y eritrocitos a la insulina se encontr6 disminuida
en unos pacientes con hipoinsulinemia moderada, y
aumentada en otros con hipoinsulinemia severa y ce-
tosis, pero ambos grupos se normalizaron con el tra-
tamiento con insulina.!* Los pacientes de este estudio
con diabetes consecutiva a pancreatitis también eran
dependientes de insulina y recibian dosis variables de
esta hormona. A pesar de ello, los niveles plasmati-
cos de insulina en ayunas fueron mayores que en los

individuos normales, seguramente por la administra-
cioén de insulina exdgena, aunque no se determinaron
las concentraciones de péptido C. La hiperinsuline-
mia en este grupo de diabéticos explica el menor na-
mero de receptores eritrocitarios de la insulina. Nosa-
dini y col.,’® en un grupo de pacientes con diabetes
debida a pancreatectomia o a pancreatitis cronica,
encontraron que éstos tenian capacidad de union y
namero de receptores eritrocitarios de insulina mayo-
res que un grupo de diabéticos tipo I, aunque ambos
recibian dosis similares de insulina y tenian niveles se-
mejantes de insulina sérica. Tales hallazgos, que
correlacionaron con mayor sensibilidad a la insulina,
no pudieron atribuirse claramente a algin factor de-
terminado.

La curva tipica de los receptores celulares de insulina
que se observa en el anlisis de Scatchard se ha in-
terpretado como debida a la existencia de receptores
de alta afinidad que se ocupan con pequeiias con-
centraciones de insulina, y de baja afinidad que se
ocupan con altas concentraciones de insulina, ya sea
con afinidad “‘fija’’, o0 mas probablemente como re-
sultado de ‘‘cooperatividad negativa’’ en la que a
mayores concentraciones de insulina la afinidad dis-
minuye.?-?’ En cuatro diabéticos postpancreatitis se
observo una afinidad mayor que en los individuos
normales en todas las proporciones de ocupacion, es
decir tanto en los receptores de alta como en los de
baja afinidad.

Los factores que regulan la afinidad de los receptores
de insulina no se conocen bien. Una mayor capaci-
dad de unir insulina con afinidad aumentada se ha
encontrado en los eritrocitos de recién nacidos,? du-
rante la fase folicular del ciclo menstrual,?®:* y algu-
nas horas después de la ingestion de alimentos o de
glucosa,?+32 aunque también se observa después de
72 horas de ayuno en individuos obesos hiperinsuli-
némicos.»

Una disminucién del nimero de receptores concomi-
tante con aumento en la afinidad por la insulina, como
se encontro en este estudio en algunos diabéticos post-
pancreatitis, también se ha observado en la uremia,
en la acromegalia,? en el sindrome de Werner* y en al-
gunos casos con insulinoma. Excepto grados va-
riables de resistencia a la insulina, no hay otras condi-
ciones comunes y no existe una explicacién clara ni
unica. En los insulinomas, la hiperinsulinemia puede
ser la responsable de la disminucién en el nimero de
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receptores, mientras que el aumento en la afinidad
podria explicarse por ingestion de alimentos mas fre-
cuente para prevenir las hipoglucemias. En los acro-
megalicos, tanto la disminucién del nimero de recep-
tores como el aumento de la afinidad estuvieron en re-
lacién con mayores de niveles séricos de insulina y de
hormona de crecimiento.3’ La deficiencia de la hormo-
na de crecimiento, en animales de experimentacion,
produce los cambios contrarios.* En este estudio no se
midi6é la hormona de crecimiento, por lo que no se
puede excluir que algunas modificaciones de esta hor-
mona pueden influir en los resultados. En los diabéti-
cos postpancreatitis la secrecion de glucagon esta dis-
minuida, ain en respuesta a la arginina endovenosa. '’

La presencia de hiperglucemia con hiperinsulinemia
en los pacientes con diabetes postpancreatitis sugiere
cierta resistencia a la insulina. Esta no correlacion6
individualmente con el nimero de sitios receptores
por eritrocito ni con su afinidad, por lo que es pro-
bable que la resistencia a la insulina se deba también
a otros mecanismos; un paciente tenia concentra-
ciones séricas altas de anticuerpos antiinsulina, pero
éstos no se demostraron en otros cuatro pacientes en
los que se determinaron. La resistencia a la insulina
también se ha encontrado en diabéticos tipo 1.3
Nosadini y col.!* demostraron que los individuos
con diabetes consecutiva a pancreatectomia o a
pancreatitis crénica tienen mayor sensibilidad a la in-
sulina que los diabéticos tipo I.

El menor peso corporal pareceria correlacionar con los
hallazgos de este estudio. No hemos encontrado infor-
mes del estado de los receptores de insulina en la des-
nutriciéon, salvo en la debida a anorexia nervosa.*’ En
ésta, se encuentra aumento en la capacidad de uni6n
por aumento del nimero de los receptores, sin cambios
importantes de la afinidad. Estos datos son diferentes
de los pacientes desnutridos con diabetes post-
pancreatitis.

La diabetes postpancreatitis difiere de los otros tipos de
diabetes en la patogenia, en la destruccién de otras celu-
las pancreaticas, ademas de las beta, en la disminucién
de la funcién ex6crina y de la produccién de varias hor-
monas, en los requerimientos de insulina y en la poca
frecuencia de coma diabético,*-° asi como mayor serisi-
bilidad a la insulina.!s En este estudio se encontré que
unos individuos con diabetes post-pancreatitis tienen
aumentada la capacidad eritrocitaria para unir a la insu-
lina, por mayor afinidad de los receptores a la hormo-
na, aunque el nimero de sitios receptores por eritrocito
esta disminuido. La explicaciéon de estos hallazgos es
an incierta, pero probablemente participan multiples
factores tales como la desnutricion, la administracion de
insulina ex6gena y tal vez la disminucioén de otras hor-
monas pancredticas que intervienen en la regulacion de
los glicidos.
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