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Lineas de Investigacion -

Relato histérico de mi investigacion en el area de la

diabetes mellitus

ORIGEN DE LA CURIOSIDAD

Se hace investigacion biolégica basado en la observacién + curio-
sidad + hipdtesis + imaginacion + experimentacion.

¢ Es esta secuencia también valida en la investigacion multidiscipli-
naria?

Primera introduccion

En mi experiencia, la curiosidad la he sentido como primer acicate.
Aquello que no la despertd, pas6 de largo. Por supuesto que esto tiene
toda la subjetividad personal, pero jugo el papel de ser promotora para
lo que después continuaria.

Me refiero a curiosidad en el sentido de esa avidez para seguir
averiguando, y no aquella avidez para seguir mirando. Esa avidez
interrogadora que se proyecta para aclarar el origen del fenomeno, su
mecanismo de produccion, su comprension y manejo (aplicacion).

El investigador basico se siente atraldo par dilucidar lo desconoci-
do, lo oculto, lo enigmético. En esta su curiosidad, hay una fuerza inte-
lectual que lo lleva a no detenerse. Se trata de algo compulsivo, pero
que sabe esperar, para volver con insistencia a lo que tanto le interesa
develar. Conlleva la ilusién de entregar un aporte minimo, que junto
con millones y millones de otras minimas contribuciones, se espera
vayan a completar los conocimientos. En el caso de la Biologfa y Medi-
cina, orientados hacia la naturaleza y patologia humana.

Segunda introduccion

En aquellos anos en que ejercia la Endocrinologia, me correspon-
di6é atender a pacientes diabéticos. Rapidamente me fui viendo involu-
crado en la marafia de sus problemas, donde para solucionarlos los
conocimientos eran del todo insuficientes. Por ejemplo, la hipogluce-
mia del estudiante diabético cuando jugaba futbol; los problemas psi-
colégicos, tan propios del diabético, donde aceptar la enfermedad y
privarse del dulce ponen a prueba la voluntad del nifio y del adulto. Y
tal vez con el problema mayor, el complejo de inferioridad biolégica, no
siempre expresado, que disminuye la autoestima y, lo que es peor,
introduce dudas sobre la propia capacidad intelectual, laboral y matri-
monial. Elementos humanos descubiertos mientras la atencién médi-
ca estaba orientada a la inyeccién de insulina. Adn hoy dia es un
desafio la educacion del diabético, encontrandonos atrasados en el
apoyo social.
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Desde el angulo fisioldgico, un problema despert6 nuestra curiosi-
dad, problema que resulté responsable de nuestra entrada en la dia-
betes experimental: ;Por qué nifias escolares con adecuado tratamien-
to insulinico y que se mantenian sin glucosuria, la presentaban con
leve cetonuria cuando enfrentaban examenes orales (1)? Esto ocurria
en 1945 (Figura 1). El temor relatado, més |la emocién inherente al
examen oral, sugeria una reaccion adrenérgica que produciria la hi-
perglucemia. Pero sin poder determinar la adrenalinemia, el razona-
miento permanecia hipotético. Ademas, no explicaba ni la aparicion
de la cetonuria, ni su prolongacién por cuatro dias. Aun mas enigmati-
co resultaba que la glucosuria persistiera a pesar de subir la dosis de
insulina. Una incognita adherida a la idea de resistencia insulinica, que
yo no olvidaria.
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Agravacién de la diabetes insulinodependiente con aparicion de hiper-
glucosuria en dos nifias escolares, con ocasion de evento psicolégico
(examen oral del fin de afio). Las flechas indican el momento del estrés psi-
cologico. Figura tomada de la referencia 1.
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INTENTOS PARA INVESTIGAR EXPERIMENTALMENTE LA
OBSERVACION CLINICA

Curiosidad e hipétesis incitaron a investigar el asunto. Pero su estu-
dio estuvo impedido al no poder discurrir un modelo experimental apro-
piado. Si bien produciamos diabetes mellitus en la rata, por medio de
aloxana y aloxantina intravenosa o por pancreatectomia total, y reme-
dabamos el tratamiento con insulina (2, 3), no conseguiamos reprodu-
cir la situacion emocional.

Esta fase, aparentemente sencilla, nos llevé gran inversion de tiem-
po. Debiamos sintetizar la aloxana y luchar por tener un vivero de ra-
tas; adaptar el método para la glucemia y glucosuria, mas otros deta-
lies. Ademas, para una duda cientifica no teniamos a quién consultar,
lo que fortifico |a propia iniciativa.

Investigador solitario en el tema de la diabetes experimental en este
mundo latinoamericano, recibi de la Asociacion Latinoamericana de
Diabetes la Medalla de Oro Hagedorn, en reconocimiento regional a
nuestra contribucion cientifica sobre diabetes.

CARACTERISTICAS DE LA RATA DIABETICA

Si para una nina diabética de 45 kilos administrabamos 45 unidades
internacionales (Ul) de insulina lenta, es decir, 1 Ul’kg, para una rata
diabética de 200 gramos ensayamos la dosis equivalente, de 0,2 Ul,
sin ningun efecto. Fue éste un momento de suspenso, porque junto
con dudar de si la rata iria a servir para nuestros planes, consideraba-
mos que era el (inico mamifero que podiamos costear y mantener. Su-
bimos la dosis de insulina hasta llegar a conocer que requeria la enor-
me cantidad de 40 Ul’kg, junas 40 veces superior a la humana! Tal
enigma movio otra futura averiguacion.
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Figura 2

Curvas hiperglucémicas e insulinémicas de la rata sometida al estrés
de contencion. 1. Rata intacta-control, 2. Rata pancreatectomizada enun 80%
(P-80%). En la rata P-80%, con nivel glucémico inicial normal, se observa una
respuesta al estrés con perfil diabético, sin normalizacion a los 180 min
(p < 0,01). Ademas, hay aumento inicial de insulinemia, en relacion con la
hipoglucemia (p < 0,01), seguido de descenso y agotamiento para la rata
P-80% (barras negras). En colaboracién con ME Kawada.

ENTRADA AL ESTRES

Cuando conocimos en 1946 los trabajos de Hans Selye en Canada,
sobre su concepto del estrés y la importancia de la activacion del siste-
ma ACTH-suprarrenal, se nos amplié el camino experimental. La “acti-
vacion" del sistema auténomo, como nuevo conocimiento, venia a ex-
plicar la inexplicable prolongacion del efecto del examen oral (4).

Selye estuvo interesado, e hizo los mayores aportes originales, en
la participacion del sistema hipotalamico-hipofisiario (5), dejando de
lado al sistema adrenérgico, cuya participacién en la emergencia era
algo conocida (6). Tal vez nos favorecié para que Selye se interesara
por nuestros trabajos (7).

PARTICIPACION DEL SISTEMA ADRENERGICO EN LA
PRODUCCION DE LA HIPERGLUCEMIA DEL ESTRES

Ya desde 1958 la hiperglucemia del estrés nos interesé conceptual
y metodolégicamente (Figura 2). Conceptualmente, porque la hiper-
glucemia representaba el signo tipico de la diabetes y porque aparecia
dependiente del sistema adrenérgico (8) (Figura 3). Si la activacion
adrenérgica era intensa, y la glucemia sobrepasaba el umbral renal de
la glucosa, aparecia glucosuria, que al ser reversible configuraba la
diabetes transitoria. Metodolégicamente interesaba porque al existir
una relacién directa entre descarga de adrenalina adrenal (Unico sitio)
y aumento de la glucemia, se hacia posible tener informacion sobre la
adrenalinemia del estrés por medio de la glucemia (Figura 4). Este plan-
teamiento fue utilisimo para desarrollar el trabajo investigatorio. Ade-
mas, con el método empleado, en una gota de sangre se determinaba
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Figura 3

La extirpacion de la médula adrenal de la rata suprime la adrenalina y
en su ausencia no se produce la hiperglucemia del estrés. La medulec-
tomia adrenal, tanto de la rata intacta como en la P-80%, elimina el alza
glucémica del estrés de contenciéon (ANOVA p < 0,001 y 0,0005, respectiva-
mente). Tomada de las referencias 8 y 11. En colaboracién con los coautores
de la referencia 8.
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Figura 4
Relacién, en el estrés, entre descarga de catecolaminas y glucemia (diagrama). El gréfico de la derecha
confirma esta relacion, demostrando un paralelismo entre la variacién de la glucemia y la de la concentracién de
adrenalina. Dopamina, en cambio, no participa en el estrés. La falta de varacion de la concentracion de insulina
significa inhibicién de su secrecién, ya que frente a hiperglucemia debe haber hiperinsulinemia.

la glucemia, utilizandose la misma rata para las siguientes determina-
ciones, sirviendo asi de control de sus propias variaciones a lo largo
del experimento y facilitando los resultados conunn = 5.

EEPRODUCCION DE LA OBSERVACION CLINICA —J

Después de variados ensayos lograbamos un modelo experimental
que nos permitiria imitar la observacion de las ninas diabéticas.

La rata moderadamente diabética y no tratada con insulina se man-
tiene con glucosuria, pero sin cetonuria. Al ser sometida al estrés por
inmovilizacion, aumentaban la glucemia y la glucosuria, apareciendo
cetonuria durante tres a cuatro dias. Tendia a reproducir la reaccion de
las pacientes escolares (9, 10).

Podia aceptarse que el estrés psicologico del examen oral hubiera
sido el responsable de la agravacion de la diabetes. Esta deduccion
era novedosa en ese tiempo en que la Medicina era renuente a reco-
nocer que el estimulo psicolégico, como susto o tristeza profunda, pu-
diera desencadenar un evento fisiopatolagico.

Nosotros asumimos la concepcién psicologica y buscamos el lazo
de una posible unién entre estrés y produccion de diabetes. Tardamos
en encontrarla, hasta que ella llegd en 1978 al emplear el estrés re-
petido que imita la condicién de permanencia del estrés cronico, pro-
visto de potencialidad diabetogénica (11).

EL DIFICIL EQUILIBRIO ENTRE INVESTIGACION Y
ADMINISTRACION ACADEMICA

En aquellos anos, el recargo por la Docencia y Extension era consi-
derable: clases diarias, sin secretaria, sabados y domingos escribien-
do, mas la preocupacion del desarrolio de un laboratorio casi inexis-
tente, alternaron con altas responsabilidades, tales como Director de
la Escuela de Medicina por seis anos y, mas tarde, Decano de Bio-
logia por nueve afos. Estas ultimas actividades, necesarias por no de-
cir indispensables para la institucién, interfirieron seriamente en la de-
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dicacion que exige la investigacion cientifica. A pesar del gran recargo,
nunca suspendi la investigacion, que me es tan querida. Pero tuve que
conformarme con proseguir a un ritmo lento en época de exigencia
rapida, robando horas para sobrevivir en lo cientifico. Significé no pu-
blicar varias contribuciones o postergar publicaciones que quedaron
como abstracts.

No exagero al decir que ha sido dificil caminar nuestra ruta cientifica
y universitaria. Por otra parte, los obstaculos, mas la fuerte motivacion
y las realizaciones, dieron sentido a nuestro quehacer, afortunadamen-
te laborando en este medio humano priviligiado, mas acompafado por
una esposa y familia comprensiva. Junto a la percepcion de que coo-
perabamos al desarrollo de la querida institucion, se nos fue infun-
diendo una intima satisfaccion, apoyada por los pares y por la mistica
del medio. Semejante estimulo psicoldgico fue importante para resis-
tir, y a pesar que quedo silencioso y no se comentd, subyace.

ESTRES Y PRODUCCION DE DIABETES

Deseo volver al experimento clave que dio base experimental para
explicar el papel desempefiado por el estrés en la produccién de la
diabetes. El rol etiolégico del estrés era un tema controvertido en dia-
betologia, ya que segun algunos era causa productora de diabetes,
mientras que para otros no lo era. En la literatura revisada no encon-
tramos estudios clinicos demostrativos de la posicion “causa produc-
tora", sino solo observaciones aisladas carentes de base cientifica.

¢ Como logramos tal experimento aclaratorio?

Cambiamos la inmovilizacion en el interior de rejilla ajustada al cuer-
po del animal por contencion con elasticos en las extremidades, que
permite movimientos de escape. Introdujimos el modelo de rata ma-
cho pancreatectomizada en un 80% (P-80%) no diabética. Lo primero
facilito la recoleccién de las muestras de sangre (de la punta de la co-
la) y lo segundo aumento la respuesta al estrés, apareciendo glucosu-
ria. Con este modelo, estreses repetidos, uno por semana hasta ente-
rar 10, produjeron un 12% de diabetes permanente. Como controles

Vol. 21 N°1 1992



empleamos: a) la rata P-80% que no enferma espontaneamente y
b) la rata intacta sometida al mismo tratamiento con estreses repetidos
(10, 11).

Concluiamos que la rata intacta-normal no desarrollaba diabetes por
la repeticion del estrés y que solo lo hacia la rata P-80%. Se deducia
que para que el estrés produjera diabetes mellitus era prerrequisito la
existencia de una predisposicién a la diabetes. Luego, el rol diabe-
togénico del estrés correspondia a una causa final que actuaba sobre
un substrato ya predispuesto, siendo, por lo tanto, una causa desen-
cadenante. Aplicado al ser humano, esta causa actuaria cuando
existiera susceptibilidad genética para la enfermedad. Asi, en la publi-
cacion hicimos alcance a por qué algunas de las personas con la con-
dicién de disminucion de tolerancia para la glucosa desarrollaban dia-
betes: serian aquellas que hubieran sufrido estrés cronico en el curso
de sus vidas. De comprobarse, tendria repercusion en la prevencién
de la enfermedad.

Llama la atencién que un factor desequilibrante de la diabetes, co-
mo es el estrés con base psicolégica (por esto de especial interés para
el ser humano) haya tardado en ser debidamente considerado en dia-
betologia. s Desconfianza? ;Resistencia a los nuevos conocimientos?
;O ambos a la vez?

En 1974 comentabamos los datos proporcionados por el Dr. Anto-
nio Arteaga (12) sobre las causas productoras del coma cetoacidético
del diabético en nuestro pais (9). Senalabamos que solo en el 30% la
causa correspondia a suspension de las inyecciones de insulina, mien-
tras que en el 70% la causa no se conocia. Un resultado singular, ya
que habriamos pensado todo lo contrario, es decir, que la mayoria fue-
ra por suspension de la insulina. Sugeriamos que una parte del por-
centaje desconocido podria deberse a la accion del estrés agregado.
Una base para pensar asi la proporcionaba la aparicion de cetonuria
en la rata diabética sometida a estrés (10) y la demostracién de lo mis-
mo en pacientes diabéticos confrontados a estresores psicolégicos (“va
a quedar ciego"), donde cetonuria es manifestacion de precoma (13).

PROPRANOLOL Y SULFONILUREA EN EL CONTROL
HIPERGLUCEMICO

Hemos insistido en que dos son los factores que nos parecen princi-
palmente responsables de la imperfecta regulacién glucémica del
diabético tratado: a) la limitacién del tratamiento insulinico para imitar

los ritmos fisiologicos de la secrecion de insulina con ocasién de la
ingestion de hidratos de carbono, y b) la interferencia del estrés con
sus brotes hiperglucémicos. Lo primero ya tiene aceptacién universal,
pero cuando afos atras nosotros deciamos que ningun diabético esta-
ba bien tratado, el intenso reclamo indicaba que no se entendia o no
se queria entender lo que nosotros deciamos.

Como el estrés es una reaccion inevitable en el actual régimen de
vida, recomendable seria que el diabetdlogo incorporara el estrés psi-
coldgico en la educacion y consejo de sus pacientes. En relacion con
este ultimo punto, el bloqueo farmacologico del sistema adrenérgico
con propranolol suprime tales alzas glucémicas y podria emplearse
para prevenirlas (Figura 5-b). Otros experimentos, donde propranolol
modificé favorablemente el comportamiento de la rata, demostraron
que puede actuar como tranquilizante similar al diazepam (éste sin efec-
to sobre hiperglucemia), de modo que no sélo suprima las alzas
glucémicas del estrés, sino que modifique la totalidad de la respuesta
estresante (14). Esta observacion merece investigacion médica cen-
trada en la demostracion de si el propranolol inhibe la descarga del
cortisol. En esta investigacion, el estudiante J. Diaz de la Vega aport6
una colaboracion muy valiosa.

El otro hallazgo que apunta en la misma direccion se refiere a sulfo-
nilurea, que dada 15 minutos antes del estrés no sélo suprime la hiper-
glucemia, sino que produce hipoglucemia postestrés (15) (Figura
5). Hemos demostrado que este efecto se debe a la liberacién precoz
de la insulina inducida por la droga, insuiina que anula la accién de
catecolaminas, las cuales llegan a los receptores hepaticos completa-
mente atrasadas. La accién antagonica de insulina para catecolami-
nas es ademas poderosa, de modo que domina a adrenalina aun cuan-
do se adminisiren simultaneamente con insulina, en sitios diferentes.
Noétese que propranolol actia de inmediato (se inyecta y se aplica es-
tresor), porque por la adiministracion intracerebro-ventricular (1.C.V.)
llega directamente a los centros regulatorios del hipotalamo, mientras
que sulfonilurea por via oral tarda en absorberse y exige una adminis-
tracién anticipada de 15 minutos, antes que llegue el estimulo del es-
tresor. Luego, administrada al tiempo cero, sulfonilurea no actia, pues
no alcanza a dar tiempo para que salga la insulina de los islotes.

Es de interés investigar estos resultados en pacientes diabéticos ti-
po I, insulinoindependientes, pues una confirmacion de nuestros re-
sultados ayudaria al dificil manejo glucémico intra y postoperatorio de
estos pacientes.
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OTRAS CONTRIBUCIONES
Mencionaré las contribuciones mas relacionadas con el tema:

Catéter uretral intravesical

Produce una respuesta que supera a todos los estresores ensaya-
dos por nosotros, incluso al estimulo eléctrico. La hiperglucemia so-
brepasa el umbral renal y provoca glucosuria, es decir, diabetes transi-
toria, durante todo el experimento (16) (Figura 6). Con seguridad ocu-
rrira lo mismo en humanos.

Diabetes translforia por el estrés de la operacion del corazén
abierto

Este tipo de operacion produce la mayor hiperglucemia, pudiendo
sobrepasar los 500 mg/d|, con produccion de diabetes transitoria. Tan
fuerte estiramiento de la regulacién glicémica nos recuerda a Selye
cuando comparaba al estrés “a un elastico estirado que procura volver
a su posiciéon de reposo inicial”. Experimentalmente él demostré que
tal elastico puede cortarse (fase de agotamiento), por lo que puede
postularse que en el operado del corazén existe el riesgo, en caso que
tenga predisposiciom genética para diabetes, que pase de diabetes
transitoria a permanente después de tan estresante operacién. Esta
reflexién nos permitié desarrollar la nocién de “regulacién limite”, que
puede aplicarse a otros casos (17).

Hormona de crecimiento

En la rata macho diabética, la administracién de hormona de creci-
miento (STH) produce cetonuria de cuatro dias de duracion. Este efec-
to susbiste en ausencia de la médula adrenal (11), por lo que debe
ocurrir por accién directa en el higado. Esta observacion apoya la idea
propuesta en la literatura, de que esta hormona juegue un rol en la
produccién del coma diabético. Se conoce que el estrés agudo, muy
amenazante, produce en humanos un incremento sostenido de hor-
mona de crecimiento (18) (Figura 7).
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Figura 6
Produccién de estrés agudo por colocacion de catéter intravesical, via
uretral, introducido 30 minutos antes del tiempo 0. Curva B: rata normal, cons-
ciente, totalmente recuperada de la anestesia. Se observa acentuada hiper-
glucemia (p < 0,0005), que se acompand de glucosuria en el 100% de las
ratas durante todo el periodo de observacion. C = control sin catéter vesical;

P = propranoiol; M = medulectomia adrenal. Todos los
grupos tienen cateterizacion vascular en el cuello para to-
ma de muestras y reposicion del volumen, que actaa como
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un leve estresor, que explica la diferencia entre el grupo
control y los grupos P y M (p < 0,05). Figura tomada de la
referencia 16. En colaboracion con R. Albertini.
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Figura 7

Cetonuria en ratas diabéticas sometidas a estrés de
inmovilizacién (A) o administracién de STH-rata (hor-
mona somatotréfica o de crecimiento) (B). Inyeccion al
tiempo 0. Obsérvese que la medulectomia adrenal (y no la
| operacion simulada), suprime la celonuria postestrés, pero
no la producida por la administracion de STH (50 ng/100 g,
S.C.). Ordenada: Unidad Rothera para acetona; abscisa:
tiempo en minutos. En colaboracién con los coautores de
la referencia 11.

Estrés en la rata diabética “normalizada” por tratamiento
insulinico produce respuesta paraddjica

Curiosamente, la rata diabética “normalizada” (aglucosurica) y tra-
tada con insulina (4 UI'100 g, lenta NOVQ), desarrolla una reaccion
inesperada ante el estrés: en lugar de la hiperglucemia de la rata nor-
mal, presenta choque hipoglucémico, fatal en el 50% de los casos.

Sin una explicacién, finalmente ésta surgié en el campo inmunitario:
la insulina de origen porcino o bovino produce en la rata una reaccion
antigeno-anticuerpo, fijandose en la gamaglobulina plasmatica y cons-
tituyendo un depésito de insulina circulante. Saturado el depésito, el
exceso de insulina inyectada o sobrante actia sobre los tejidos abo-
liendo la glucosuria. Algo similar a lo hallado en pacientes diabéticos
que sufren hipoglucemia por autoinmunidad. En esta situacién, el cor-

tisol del estrés desprenderia en forma aguda a la insulina acumulada
en la gamaglobulina, provocando el coma hipoglucémico. En los expe-
rimentos con determinacion de insulina ligada encontramos muy altas
concentraciones, del orden de unas veinte veces o normal, lo que con-
firmo la existencia de un gran depésito de insulina circulante.

En el diabético humano es excepcional tal reaccién inmunitaria a la
insulina, pero cuando se presenta tiene también altisimos requerimien-
tos de insulina (600 o méas Ul diarias). Al contrario, en la rata Sprague-
Dawley tal trastomo es la regla. El corticoide rompe la resistencia in-
sulinica en los casos humanos y lo mismo sucede en la rata, tanto con
cortisol como con el opioide met-enkefalina (19) (Figura 8).

Esta investigacion aclar6 por qué la rata diabética necesita altas do-
sis de insulina, al tener esa resistencia insulinica de origen inmunitario,
en la situacién de diabetes.
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Produccion de la variedad genética KV o rata hiperreactiva al
estrés (controlada hasta 26° generacion)

Interesaba disponer de un modelo genético que fuera hiperreactor
adrenérgico y pudiera diabetizarse por el estrés repetido, es decir, sin
intervencion quirlrgica, como sucedia con la rata P-80%. Este modelo
se consiguid por reproduccion endogamica (inbreeding) a partir de dos
progenitores excepcionalmente hiperreactores. Con gran rapidez se
fijo el caracter hiperreactor al estrés, acompanado de disminucion de
la tolerancia para la glucosa, dos signos hiperadrenérgicos. Sin embar-
go, el estrés repetido, "estresor diabetogénico”, produjo sélo diabetes
transitoria, habiéndose repetido los experimentos con ratas jovenes y
adultas (20). ¢EI mecanismo hiperadrenérgico no alcanza a danar el
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Figura 8

Rata diabética “normalizada” (aglucosurica) con tratamiento de insuli-
na, presenta hipoglucemia paraddjica ante el estrés por contencion o
por administracion de opioide (tiempo 0). Glucemia = variacién porcentual.
1. Rata normal + estrés; 2. diabética, variacion espontanea; 3. diabética +
salino i.v.; 4. estrés en rata diabética tratada con insulina; 5. idem + cortisol;

)

6. idem + endorfina; 7. idem + enkefalina; 8.

islote al disponer la rata KV del 100% del pancreas, logrando recupe-
rarse en las pausas entre uno y otro estrés?

La rata KV es uno de los escasos modelos genéticos con un cambio
del sistema adrenérgico, demostrado a nivel central y periférico. Cen-
tral, por la mayor dosis de propranolol necesaria para inhibir la hiper-
glucemia del estrés (500 ng en vez de 50 ng de la cepa original); pe-
riférico, por el aumento significativo de la sintesis de noradrenalina en
la médula adrenal (Figura 9), con el consiguiente aumento sanguineo
producido por el estrés (Figura 10).

Esta variedad de rata lleva la denominacién de K y V, en reconoci-
miento a M.E. Kawada, que pacientemente realizé y controlé la repro-
duccion endogamica de las ratas, y V, por Vargas.

Diabetogenicidad de clorpromazina

La clorpromazina S.C. produce en la rata, via adrenérgica, hiperglu-
cemia y glucosuria, aumento de STH y del inhibidor -2 (Figura 11).
La intensa hiperglucemia causada por clorpromazina I.C.V. es anula-
da en un 70% con sélo 1,0 ng/100 g de somatostatina (Figura 11)(21).
Estos experimentos adelantaron una participacion regulatoria
de somatostatina en el metabolismo glucidico, confirmada posterior-
mente en clinica humana.

Antidiabetogenicidad de metionina-enkefalina

La metionina-enkefalina (met-enkefalina) es un opiaceo capaz de
reducir en un 50% la hiperglucemia del estrés de la rata. Esto es valido
para la met-enkefalina endégena y exdgena. La respectiva publica-
cidn estuvo entre las primeras sobre la influencia de un opioide en el
metabolismo hidrocarbonado. Se demostr6 que actda por estimulacion
de los alfa adrenoceptores centrales (contrarios a los beta, que son
estimulados por el estrés) (22).

Funcioén antiinsulinica de la «2-glicoproteina plasmatica
humana o “inhibidor-«2" (23-26)

Esta a2-glicoproteina inhibe la captacion de la glucosa del diafrag-
ma aislado (Figura 12-a) y la secrecion de insulina de la rata, con pro-
duccién de hiperglucemia (Figura 12-b). Depende de la hormona de
crecimiento (STH) (27) y aumenta su actividad si se induce la secre-
cién de STH por medio de clorpromazina (Figura 11), o si se inyecta

idem + cortisol + enkefalina. Cortisol y met-
enkefalina por via |.P. y beta-endorfina I.V. Do-

ADRENAL WEIGHT

ADRENALINE NORADRENALINE

sis: 200 pg/100 g. Cortisol y met-enkefalina re-
producen el efecto hipogiucémico del estrés, po- mg
seyendo ambas substancias similar actividad, o
sin snergismo. Beta-endorfina carece como opioi-
de del efecto enkefalina, aunque actia a los 15
minutos. En colaboracién con ME Kawada y J
Gutiérrez,

60+
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Figura 9

Cambio genético sistema
adrenérgico de la rata (Vive-
ro de la Facuitad de Ciencias Biolégicas, Ponti-
ficia Universidad Catdlica de Chile). Se mues-
tra el aumento de noradrenalina de la médula
adrenal de la rata variedad genética KV, con
respecto a la rata de la cepa stock original,
junto con hipertrofia adrenal. Existe una ten-
dencia al aumento de adrenalina sin alcanzar
significacion estadistica. En colaboracion con
P Alessandri, A Daniels y ME Kawada.
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Figura 10
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Aumento de catecolaminas plasmaticas en la
rata KV sometida a estrés de contencion (de-
recha). Se compara con la cepa stock (centro). El
mayor aumento de noradrenalina es coincidente
con el mayor contenido encontrado en la médula
adrenal (Figura 9). Se agrega el efecto de la me-
dulectomia adrenal (izquierda) que confirma lo ya
demostrado: supresién de adrenalina y manten-
cion del 70% de noradrenalina, que tiene origen
periférico, extrasuprarrenal. A: adrenalina; NA no-
radrenalina; DA dopamina. Abscisa: tiempo en mi-
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wada.
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Figura 12

Propiedades del inhibidor-«2.

—pg/mli

a) Test im vitro: inhibicion de la captacion de glu-

Iv-']v

cosa del diafragma de animales normales. Co-
0 lumnas de la izquierda: hemidiafragma de rata
(p < 0,05). Columnas de |la derecha: diafragma
entero de raton (p < 0,005). Captacion = mg glu-
cosa x @' diafragma x hora !

—

b) Inhibicién de la secrecion de insulina y produccién simultdnea de hiper-

glucemia, en rata P-80%, por la administracion 1.P. de 50 pg/ml del inhibidor-

a2. Linea punteada: glicemia; linea continua gruesa: insulinemia. La linea con-

tinua delgada ilustra la insulinemia postestrés, como comparacion. p < 0,001

para puntos del mayor descenso de la insulinemia. En colaboracion con U Broni-

man y ME Kawada, tomado de referencia 23.
1
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Figura 11

Efecto diabetogénico de clorpromazina en rata normal y su neutraliza-
cion por somatostatina. Ordenada: Glucemia mg/dl, STH ng/ml y concentra-
cion de inhibidor-«2 medido como captacion muscular de glucosa/error estan-
dar. Flechas: momento de administracion. Izquierda: clorpromazina (6,9 mg/
100 g, S.C.) produce intensa hiperglucemia con glucosuria, mas estimulacion
de hormona de crecimiento (STH), que induce aparicion del inhibidor-a2. De-
recha: intensa hiperglucemia por CPZ 1.C.V. (50 ug/100 g) que es neutralizada

por 1 ng/100 g de somatostatina I.C.V. (p < 0,001). 1. control; 2, somatostati-
na; 3. solucion salina, Con la colaboracion de ME Kawada, L Aguilera, A Ortizar
y D Videla.

STH (23). El inhibidor «aumenta frente a la hipoglucemia patoldgica o
experimental (28) (Figura 13) y en dosis farmacol6gica provoca hiper-
glucemia que se normaliza a los 120 minutos.

Se logré alta purificacion del inhibidor-a2 por cromatografia de afini-
dad del sobrenadante obtenido por precipitacion fraccionada de la mues-
tra, por medio del sulfato de amonio.
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Implantacion subcutanea de insulina

Fue una investigacion pionera, exigente en creatividad y trabajo, rea-
lizada con los Drs. O. Koref, J. Lewin, L. Silva, A. Winter.

Me basé en la hipotesis de que tal vez la implantacion S.C. de “pe-
llets” de insulina diera resultados tan favorables como los obtenidos
con |las hormonas esteroideas (29). Era prerrequisito que existiera una
concentracién basal permanente de insulina, idea contrapuesta a lo
mas aceptado, que postulaba desaparicion en los descansos alimen-
tarios para evitar hipoglucemias. Los primeros experimentos en cone-
jos con implante de insulina pura demostraron que ésta, al ser hidroso-
luble, se hidrataba y absorbia en tres dias, provocando hipoglucemia.
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Propiedades del inhibidor-o2.

Izquierda: aumento proporcional del inhibidor en relacion con magnitud
de la hipoglucemia. Los datos corresponden, respectivamente, a pacienies
con hepatoma; hipoglucemia recién nacido; absceso parapancreatico; indivi-
duos normales adultos (n = 14) y pacientes con diabetes insulinodependiente
(n = 10). Inhibicion de captacién muscular de glucosa, en valores negativos.
Datos tomados de L Vargas, | Faerman, M Charlin, V Bakovic. Arch Biol Med
Exper, 1969; 6:54-56,

Derecha: caso del hepatoma: en crisis hipoglucémica se observa correla-
cién temporal inversa entre glucemia e inhibidor-«2. Existe una tendencia al
ascenso de |a glucemia cuando el inhibidor estd en el mayor nivel.

Los experimentos con insulina insoluble en medio acuoso, con protamina-
zinc-insulina, demostraron una absorcion promedio de 100 dias, sin
produccion de hipoglucemias y con una absorcion diaria del 1%. Estos
extensos experimentos dieron la pauta para su aplicacion en pacien-
tes diabéticos (30), a algunos de los cuales se les mantuvo sin inyec-
ciones de insulina mediante un solo implante durante 60 a 70 dias (31).
La repeticion inmediata del implante insulinico revelé una creciente me-
nor duracion, por lo cual no resulté practica su aplicacion (Figura 14).
Pero la diabetes tuvo mejor control glucémico y glucostrico, junto con
mejor tolerancia a la glucosa, confirmando la mayor actividad de la
administracion continua. A la mejoria metabdlica se acompanoé benefi-
cio psicologico y tisular. Recuerdo, por ejemplo, a una paciente
diabética insulinodependiente con ulcera recidivante supurada del pie,
que estaba en lista para ser amputada. El cirujano aprobé el ensayo
del implante, observandose tan rapida cicatrizacion, que se evité la
operacion (Figura 1, referencia 31). Fue emocionante asistir a la pri-
mera implantacion de 2.123 Ul que, por ser el primer caso, corres-
pondia s6lo al 50% de la dosis total calculada para reeemplazar la do-
sis de insulina inyectada diariamente. Visto que los resultados seguian
la evolucion prevista y sin hipoglucemia, se implanté el otro 50%, obte-
niéndose completa normalizacién glucémica.

Y un hecho anecdético: investigadores ingleses no supieron prepa-
rar el complejo protamina e insulina a pH 7,3 y mezclaron ambos com-
ponentes en seco, en forma de polvo, en el mortero. Raro desconoci-
miento, en investigadores de un pals tan avanzado, de un hecho ya
establecido por Hagedorn. Con semejante método no obtuvieron el
efecto prolongado.

Se necesit6 esperar unos veinte afos para que con el advenimiento
del radioinmunoensayo de Berson y Yalow se demostrara que existe
una concentracion basal de insulina. Y unos veinticinco afos para co-
rroborar la mayor efectividad de la administracion continua de la insuli-
na, al emplear el método de la bomba con catéter introducido en el
celular subcutaneo.
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Figura 14

Implante subcutaneo de insulina. Curvas glucémicas de 11 diabéticos insu-
linodependientes, tratados con un solo implante S.C. de protamina-zinc-
insulina + colesterol 50% (5 mujeres y 6 hombres). La dosis del implante fue
calculada como multiplo 100 de la dosis diaria de insulina, basado en el dato
experimental del 1% de absorcion diaria del implante en el conejo. El caso 10
recibid el mayor implante (26,800 Ul maltiplo de 167). El caso 11 ilustra la me-
nor duracion del efecto al repetir de inmediato el implante subcutaneo, una vez
cesado el efecto del implante anterior. Las curvas se suspenden cuando se
reinician las inyecciones. Los dos primeros casos fueron estudiados durante
su hospitalizacion. Tomado de L Vargas y L Silva. Acta Physiol Latinoamer,
1955; 5:10-21.

DEFINICION DE ESTRES E IMPACTO CONCEPTUAL ]

Por haber sido importante el estrés en la indagacion sobre diabetes,
hacemos un alcance a su definicion, que de una manera sintética re-
fleja el estado del conocimiento. La definicién Gitima y definitiva dada
por Selye, de “reaccion inespecifica del cuerpo ante cualquier deman-
da", nos parece equivocada, porque no es inespecifica, ya que en
forma especifica responde el sistema adrenérgico e hipotalamico-
hipofisiario. Lo que si es inespecifico es el estresor. Ademas, “cual-
quier demanda” es ambigua, pudiendo referirse al reflejo, por ejem-
plo, para el cual calza toda la definicion. A diferencia de la definicion
excesivamente descriptiva gue originalmente proponiamos (32), llega-
bamos a definir el estrés “como respuesta neuroendocrina tipica ante
cualquier estresor” (33), donde “estresor” superaba en precision a “de-
manda”.

Hoy proponemos definir el estrés desde un punto de vista muy dife-
rente. Porque lo que ocurre en el medio intermo son cambios fisiologi
(hormonales, enzimaticos, hematologicos e inmunitarios), que llama-
mos estrés “mirado por dentro”, y que es sélo parte del asunto. Porque
lo que mas cuenta es la respuesta integrada, es decir, el comporta-
miento, donde lo basico, atacar o arrancar (6), es gatillado por el es-
trés, ahora “mirado desde fuera” y con la percepcion de tension psi-
quica.

Sin relatar los experimentos que dieron énfasis al comportamiento,
diré que ellos modificaron nuestro concepto global sobre estrés.
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Debe tenerse presente que el estrés es un programa fijado en los
genes, dicese instintivo, y que por lo tanto se nace con él (34), nocion
fundamental que nosotros vislumbramos a través de las variaciones
de la hormona melanocito-estimulante, inducidas por el estrés en la
madre e hijo en el momento de nacer (35).

El programa responde a la amenaza que pone en peligro la integri-
dad psicofisica.

Nuestra concepcion actual define al estrés como “el comportamien-
to heredado, defensivo y adaptativo ante la amenaza" (33). Vemos
que ya ni figura el sistema endocrino que tanto nos interesé en la
mayor parte del trayecto. Sucesion tipica en Ciencia, donde la super-
posicion de los conocimientos va dejando la base en el olvido.

LO QUE NO PUDO REALIZARSE

Se trata de un sueno de los anos 44-45 que no pudo hacerse reali-
dad, pero que pienso que podria haber sido una importante investiga-
cién en el tema del trasplante pancreético en el nifio diabético.

Pretendia seguir el siguiente plan:

a) Obtencién del pancreas humano con la mayor capacidad adaptati-
va (por ejemplo: feto nacido muerto).

b) Cultivar in vitro a 37° C en capsulas de petrim frocitos de pancreas,
al principio en el plasma del dador.

¢) Reemplazo progresivo del medio de cultivo, por el plasma del nifo
diabético receptor.

d) Implantacién de los trocitos pancreaticos ya adaptados en el bazo
del receptor, para tener absorcion directa al higado.

Pensabamos que al cultivar el pancreas en el plasma del receptor,
se adaptaria a sus proteinas especificas, evitando la formacién de an-
ticuerpos y el rechazo.

Yo habia estudiado el cultivo celular in vitro en el Wistar Institute de
Filadelfia y sabia que se podia reproducir en Santiago.

El animal de eleccion era el perro

El injerto intraesplénico del pancreas fue bien tolerado, encontran-
dose en perfectas condiciones al examen histoldgico después de doce
dias. Primer paso iniciado con el Dr. Alberto Lucchini, que tuvo que
interrumpirse por la escasez presupuestaria y por las deficientes con-
diciones ambientales e higiénicas del vivero. En una visita al Laborato-
rio CIBA en Nueva York, se me habia advertido que no hiciera investi-

gacion en perros si no tenia vivero con territorio fuera de la jaula, por-
que era necesario para la mantencion normal del animal, que saliera
a caminar y tomar contacto con el exterior. Nuestra decision estaba
justificada, y nos consolamos pensando que la mala calidad ambiental
habria mantenido estresados a los animales, interfiriendo posiblemen-
te en los resultados.

Alrededor de 1975, connotados investigadores estadounidenses,
especialmente cel grupo de P.E. Lacy, demostraban que el cultivo
in vitro de los islotes pancreéticos, previo al trasplante, era el mejor
procedimiento para disminuir el rechazo, procedimiento usado hasta
el presente (36-37). En el periodo del cultivo in vitro, desaparecian los
linfocitos matadores (37). Esta interesante explicacion diferia de la
propuesta por nosotros, no investigada por ellos y que aun no aparece
propuesta.

Me impresiona comprobar que nuestra idea principal merecia ser
ensayada... unos treinta anos atras y que tal vez aun hoy dia proce-
deria intentar investigarla.

Reflexion: La escasez de medios materiales inhibe el progreso
cientifico.

El buen vivero llegé cuando mi carrera cientifica estaba por termi-
narse.

Corolario: El cientifico del Tercer Mundo se encuentra en inferiori-
dad de condiciones para producir Ciencia, lo cual contribuye al atraso
cientifico y del desarrollo de ese Mundo. Aunque algo se produce, esto
no quita lo que puede perderse al no poder realizar ideas costosas y
de alto riesgo. Pero felizmente Chile ha mejorado en los medios en los
Gltimos anos.

PROGRAMA PARA INVESTIGAR LA POTENCIALIDAD

DIABETICOGENICA DEL ESTRES

Representé un intento de orden en el aparente desorden en que se
realiza la investigacion. La Figura 15 resume el plan que trazaramos
en 1960 sobre los factores que podrian influir en la potencialidad dia-
betogénica del estrés y su posibilidad de realizacion. Todos los facto-
res que figuran en el diagrama fueron explorados. Sirvié de base para
llegar al experimento mas decisivo descrito anteriormente. El diagra-
ma fue un instrumento de trabajo intemo, no publicado. Parecié propi-
cio incluiro ahora que procuramos dar una vision general sobre esta
linea de investigacion.

DINAMICA TEORICA DEL STRESS Y ANTI- STRESS

EN LA RESPUESTA DIABETOGENA POST - STRESS. 1960

Figura 15 EA ®
Diagrama ledrico de los factores que en 1960
se postuld que podrian influir en el efecto dia-
betogénico del estrés.
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