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CAPITULO I
INTRODUDCCTION

La insulina es una hormona secretada por las celulas Be
ta de los islotes pancréaticos, descubierta y aislada -
por Banting y Best en 1921, cristalizada por Abel en -
1926, y su constitucidén quimica aclarada por Sanger en
1976; tiene un peso molecular de 5,700 y est& formada -
por 2 cadenas de aminocdcidos (A y B) unidas entre si -
por ouentes disulfuro (6 y 7).

Desde gue la insulina purificada se aisld, se inicid -
también su utilizacién para fines experimentales y cli-
nicos; excepto por diferencias en la magnitud de la res
puesta, dependiendo de la sensibilidad de esvecie, la -
insulina causa invariablemente un efecto hivoglucémico
gque no es mediado por ningln &raano 6 tejido en varti-
cular.

La insulina cuando es administrada a los pacientes que
padecen la enfermedad metabdlica conocida como diabetes,
corrige la mayor parte de los trastornos especificos, -
por lo que ésta hormona se utiliza como medicamento pa-
ra los diabéticos.

La diabetes esti& asociada con anormalidades de los ne--
gquenos vasos sanguineos. Estas alteraciones pueden ser
estudiadas en vida sobre retina, conjuntiva y lecho un-
gueal.

La microcirculacidbn retiniana es facilmente observable



y es donde se detectan primeramente las manifestaciones
clinicas de la microangiopatia diabética.

La retina, al igual gque el cerebro, probablemente no -
requiere de insulina para captar la glucosa (1)

La causa exacta de la Microangiopatfia diabética no es -
conocida pero las celulas endoteliales marecen jugar un
papel fundamental en su desarrollo, unoc de los principa
les apoyadores de esta hipdtesis es Siperstein conside-
rado como el primer estudioso en este camwo; Jhon W.Ves
ter se refiere a las lesiones vasculares diabé&ticas en
estos términos"Yo personalmente me inclino a sentir que
la microangiopatia es en realidad la lesidén primaria. -
Es también mi pensamiento cque la delineacidén de los fac
tores que producen anormalidades pueden revelarnos (en
el caso de la diabetes) el camino para conocer la tera-
pia efectiva". (14)

Se ha mencionado una gran cantidad de posibles etioclo--—
gias y factores que favorecen o agravan la sintomatolo-
gia de las lesiones retinianas, entre ellas el incremen
to del flujo sangquineo gue lesiona el endotelio, las va
riaciones del flujo que no pueden ser compensadas debi-
do a que el oroblema metabdlico causa que se formen fa-
cilmente trombos en los pequenos vasos y la consecuente
oclusidn.

Engerman y Cols. (3) mencionan que los perros con diabe



tes mal controlada presentan retinopatia con mas fre~-
cuencia que los gue tienen un mejor control de la en—-
fermedad; Leslie y Pyke basados en un estudio hecho en
95 pares de gemelos idénticos dan importancia a los --
factores genéticos (8), y mé&s recientemente se habla -
de los niveles de prostaglandinas. Como posibles cau-
sas de retinopatia asi como los tromboxanos (12). Se
menciona que hay también relacién con la severidad de
la retinopatia y el tabaguismo (9}.

Las manifestaciones de la retinovatia diabética son se
cundarias a la oclusidn vascular, hemorragias, micro--
aneurismas y deplsitos algodonosos; en las dreas donde
el capilar ne perfunde, cuando hay grandes zonas sin -
perfusidn, se forman nuevos vasos, tinicos también de
la retinopatfa. (4)

La ceguera por retinovatfia diabética es un problema p
blico importante en la sociedad. En Estados Unidos, =~
es responsable de un 10% de los nuevos ciegos de todas
las edades y de un 20% de los gue se encuentran en las
edades de 45 a 74 anos. (10)

El riesgo de ceguera causado por la diabetes depende -
de la edad del paciente al hacerse el diagnbstico y de
la duracidn de la enfermedad. Caird 2) estima que na
ra un diabético juvenil diagnosticado a los 20 anos de

edad el riesgo de ceguera es de 0.1% después de 10 anos



y 3.5 después de 30 anos. En el diab&tico adulte -
diagnosticado a los 40 anos, 3.8% después de 20 anos ¥
7.1% después de 30, cuando la diabetes se diagnostica
a los 60 znos de edad el riesgo es de 1l.8% después de
10 anos y 5.05% despu&s de 20 aros.

La prevalencia de ceguera causada por la retinopatfa -
diabética fu®é ligeramente baja en la era pre-insulini-
ca, ya que pocos diabé&ticos escaparon a los estragos -
de la cetcacidosis e infeccibn por largos perfodos pa-
ra desaércllar 8 revelar retinopatfa. (15)

Basados en estos antecedentes hemos querido disefiar un
trabajo que nos permité abrir una l1fnea de investiga- -
cidn sobre las.probables causas que favorecen la apari
cibn de la retinopatlfa en el paciente diab&tico y para
ello hemos tomado en cuenta la idea popular de gque al
iniciar el tratamiento con insulina también se desenca
dena la retinopatia.

Nuestra hipdtesis de trabajo sera por lo tanto:

" La dosis alta (40 U/Kg.) de insulina en sangre favo-

rece la aparicidn de la retinopatia.®



CAPITULO 1II
MATERIAL Y METODOS

En esta serie de experimentos se utilizaron 30 perros -
de raza indefinida y de ambos sexos entre 10 y 20 Kgq.,

los cuales se sometiexron al siquiente tratamiento:

Se anestesiaron con pentobarbital s6dico intraperito- -
neal; a razén de 33 mg. por Kg. de peso, se practics ve
nodiseccidn femoral parxra pasar a través de vena femoral
una solucibn de glucosa al 10% I.V. con un venopak y =
aguja de 23 x 35, adem8s se realiza una incisién lineal
media a nivel de cuello para localizar y disecar la ar-
teria cardtida primitiva que es seguida hasta su bifur-
caciébn a nivel del &ngulo del maxilar inferior, en este
sitio se identifican las ramas interna y externa de la

car8tida y se coloca un hilo de referencia en la rama -
externa; se procede a purgar un cateter de polietileno

#10 para la perfusidn de insulina que se encuentra en -
500 cc.de solucibén salina a una concentracidn de 40 U -

de insulina por Kg. de peso (Insulina Lilly).

En 5 casos se perfundié solucién de insulina inactivada
por calor 2n ebullicidn a bario marfia por 2 horas; para
comprobar 3dicha inactivacibn se administr§ a perros nor
males el ejuivalente en volumen a una unidad por Kg, de
peso en caia uno de los casos, sin observar hipogluce--
mia. Y en otros 5 con solucibén sglina al 9%, en cada -

caso la solucifn serd impulsada por una bomba de perfu-




sién continua.

Inmediatamente antes de iniciar la perfusifn se extrae
uno de los globos oculares que serviri como testigo. --
Una vez listo esto se procede a pasar la insulina; para
lograrlec se coloca el cateter en carftida primitiva y -
se dirige hacia la bifurcacidn, inmediatamente antes de
llegar a ella se hace traccién sobre el hilo de referen
cia de la rama externa con lo cual blogqueamos su luz y
podemos dirigirnos hacia la rama interna, ya colocada -
iniciamos la perfusidn de insulina, asil comoc la de glu-
cosa a través de vena femoral, ambas soluciones pasan -
con una velocidad de 10 gotas por minuto; la perfusidn
se contintard por un periddo no menor de 4 horas ni ma-
yor de 6 tratando de mantener los niveles iniciales de
glucemia, este control se realiza a través de tiras de

dextrostix leidas en un reflectbmetro Eyetone.

Al concluir la perfusidn se extrae de inmediato el otro
globo ocular; ambos 0jos se colocan en sendos recipien-
tes debidemente marcados en solucidn de formol al 10% -
por un mirimo de 24 horas, al cabo de las cuales se - -
préactica la revisidn de la vasculatura retiniana median
te la té&crica de Kuwabara y Cogan, (13) la cual consis-
te en la digestidn del tejido retiniano con tripsina de
la siguier.te forma:

1.~ Se abre el ojo coronariamente con una navaja y con
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unas tijerillas rectas, con el globo ocular sumergide
en agua er. una caja de Petri y bajo el micorscopio es-
tereoscépico.
2.- Se observa el fondo buscando hemorragias, pigmenta
ciones ancrmales & depbsitos.
3.- Se divide la retina en 4 secciones diferenciando -
correctamente cada seccidn; Superior temporal, Supe- -
rior nasal, Inferior temporal, Inferior nasal (para es
to es impcrtante conocer si el globo ocular es derecho
0 izquierco) y se procede a separar la retina de cada
segmento con una pequefla espitula de metal y colocar--
las en una capsula de metal cada una tom&ndola con un
gotero.
4.- Cada una de las capsulas debe ser claramente marca
da y se deja enjuagando en agua corriente durante toda
la noche rara eliminar los restos de formol. -
EN LA MARANA SIGUIENTE:
1.~ Se descongelan los tubos que contienen la solucibn
de tripsina (que previamente fué preparada como se ex-
plicard més adelante) introduciendolos en agua tibia e
invirtiendo cuidadosamente el tubo.
2.- Se prepara el bano de temperatura constante a 37°C
3.- En vasos de precipitado de 10 cc. se coloca solucisn
de tripsina, a laconcentracibn indicada en la té&cnica

de tripsina, con una seccidén de retina en cada vaso se



ponen en kanc de temperatura constante por aproximada--=
mente 4 hcras (para ojos de perros).

4,- Después de una hora u hora y media se procede a tra
tar de serarar el vitreo de cada secc¢idn de retina, es-
to favorece la digestidn de la retina.

5.- Una vez pasadas 4 horas se retira una de las piezas
y se coloca bajo el microscopio en una caja de Petri -~
con HpO (utilizando un gotero de vidrio) para iniciar -
la limpieza del tejido vascular, &sta se hard con un -
par de varillas de vidrio que en su extremo tienen un -
pelo (de camello) para retirar el tejido, una vez lim——
pios los vasos retinianos se procederi a montarlos en =~
un portaobjetos.

6.- Para montar la preparacién se utiliza una placa de
Petri especialmente disenada, (fig.l) a la cual se le -
pone agua, y el portacobjetos, se coloca la preparacibn
sobre la parte central con el gotero de vidrio y se pro
cede a drenar el H20 cuidando de que la fuerza del flu-
jo no sea muy grande y succione el tejido, una vez mon-
tada se deja secar, bajo el microscopio con la l&mpara
encendida y cubierta con un vidrio de reloj.

7.— Ya seca la preparacidn se tife con PAS-HE se cubre
y marca correctamente (se hace el mismo procedimiento -
con cada wna de las secciones retinianas).

BUFFER TR1S PARA TRIPSINA:

1.- En un vaso de precipitado de 250 ml. se colocan -
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30.29 grs. de trishidroximetilamincmetano.

2.- Se agrega 150 ml. de H70 destilada

3.- Se agrega 50 ml. de HCl al 2 N

4.- Se estandariza el pH a 7.00

5.- Agreque HCl al 2 N hasta gue el pH seca de 7.84 esto

es agregando aproximadamente 30 ml. mis de HCL al 2 N.

Para la preparacidtn de la tripsina se mezcla:
225 ml. de agua destilada
25 ml. de Buffer tris a pH de 7.84

2 grs. de fluoruro de sodic

En un agitador de agitacidn lenta se coloca un vaso de
precipitado con el agua destilada, el tris y el fluoru
ro de sodio, se agrega la tripsina y se mezcla por 45
minutos; al cabo de este tiempo se coloca la solucidn
en varios tubos de ensayo que ser&n llevados a conge--
lar a una temperatura de =5°C para usarse posteriormen

te.



CAPITULO III

RESULTADOS

Se practicd un total de 30 experimentos, 20 de ellos pa
ra perfusién con insulina activa, 5 para perfusibn con

solucibdn salina, y cinco para perfusibn de insulina - -
inactivada por calor (2 horas en ebullicidn a bafo ma--

rfa).

Todos los ojos testigos, asi come los del lado perfundi
do con solucidn salina y con insulina inactivada por ca
lor presentaron vasculatura retiniana normal; en todos

los casos en que se perfundid con solucibén de insulina

activa se observaron alteraciones en los vasos de la -
red retiniana, semejante a las patologias presentadas -
por los pacientes diabéticos, en alqunos casos se obser
varon dilataciones vasculares, vasos arrosariados, le--
siones aneurismiticas y aparentes vasog de nueva forma-

cibn.

En las fotografias podemos observar las lesiones antes

mencionadas.
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FOTOGRAFIA No. 1

Vasculatura retiniana normal del perro preparada

con la técnica de Kuwabara y Cogan.
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Vasculatura retiniana normal a mayor aumento.
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FOTOGRAFIA No. 3

Vasculatura retiniana perfundida con insulina activa,

en donde vemos vasos de mayor tortuosidad.
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Vasos con estrechamientos y angulaciones importantes

después de la perfusibn con insulina activa.
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FOTOGRAFIA No. 5

Misma lesidn de la figura anterior a mayor

aumento.
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FOTOGRAFIA No. 6

En el centro del -campo se puede ver una zona

hemorr&gica.
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FOTOGRAFIA No. 7

Lesidn arrosariada.
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FOTOGRAFIA No.

Dilataciones aneurisméticas,

algunos de los capilares.
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FOTOGRAFIA No. 9
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Franca lesibn aneurismitica.
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FOTOGRAFIA No. 10

Vasos de aparente nueva formacidn.
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FOTOGRAFIA No. 11

Misma lesidén de la figura anterior a mayor

aumento.
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CAPITULO IV

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Otros autores han mencionado factores que pudieran te--
ner relacidn con la posible etioclogfa y agravamiento de
la retinopatfa diab&tica, entre ellos se habla de pobre
control de la diabetes, factores genéticos, tabaquismo,
prostaglandinas como algunos ejemplos; nuestro trabajo
busca otra posible cdusa de las lesiones retinianas por
lo cual no podemos comparar © relacionar nuestros datos
con los de otras publicaciones.

Nuestros datos experimentales bajo las condiciones del
trabajo realizado, demuestran que la administracifn de
grandes dosis de insulina (40 U/Kg.) colocada directa--
mente en la circulacibén arterial cerebral y por un pe--
rfodo mfnimo de cuatro horas, es capaz de causar lesio-~
nes retinianas en perros, semejantes a las presentadas

por los pacientes diabéticos.

Conocemos el poder de la insulina comoc corrector de la
mayor parte de los trastornos especificos de los pacien
tes diab&ticos; con nuestro trabajo no queremos sugerir
que la insulina deje de ser utilizada en los pacientes
que la requieran, simplemente queremos recalcar gue en
nuestros animales de experimentacidn una dosis alta de
insulina caus$ lesiones importantes muy semejantes a las

de los pacientes; si nos gustarfa llamar la atencién ha

22
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cia la posibilidad de que existan efectos secundarios -
que a dosis farmacolfgicas puedan pasar desapercibidas

y que probablemente el efecto acumulativo cause dafo.

Por lo tanto consideramos que nuestro trabajo puede -

originar otros estudios importantes en este campo,
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