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RESUMEN 

Se estudia el posible antagonismo entre inhibidor-a2 e insulina mediante 
la determinación de la captación de glucosa del diafragma aislado de la rata 
blanca. 

Se emplean las dosis activas para cada uno de los principios, adicionán
dose insulina bovina tanto al plasma total, antes de preparar la globulina-a?, 
como simultáneamente en el momento de disolver las fracciones para ser incor
poradas al medio de cultivo del diafragma. En ninguna de estas condiciones se 
logró demostrar la existencia de una neutralización del efecto de la insulina. La 
insulina de origen humano tampoco demostró ser antagonizada por la globuli
na-as humana. 

La inmersión del diafragma en solución de Gey más globulina-a2 segui
da de adición de insulina e incubación (técnica de Stadie), tampoco mostró 
antagonismo entre insulina e inhibidor. 

Se concluye que el inhibidor-a2, si bien tiene una acción opuesta a la 
de la insulina, no es un antagonista de la insulina, justificándose su designación 
de inhibidor de la captación de glucosa. 

INTRODUCCIÓN 

Se ha demostrado que la globulina-a 2 

de sujetos humanos normales ocasiona 
una disminución de la captación de glu
cosa por tejidos y órganos aislados de la 
rata, tales como diafragma (1 ,2 ) , grasa 
epididimaria (3 ) y testículo ( 4 ) . Se ha 
denominado "inhibidor-a 2" a la subs
tancia responsable de esta disminución. 
Como la acción del inhibidor en esta prue
ba es opuesta a la que caracteriza a la in
sulina, era de interés conocer si esta subs
tancia ejerce una acción antagonista a 
la de la insulina in vitro. Con el objeto 
de estudiar este posible antagonismo se 
planearon los siguientes experimentos en 
que se midió la captación de la glucosa 
en la preparación del hemi-diafragma ais
lado de la rata: 1) estudio de la distri
bución de la insulina, agregada in vitro 
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al plasma humano entre las diferentes 
fracciones proteicas preparadas por el 
método de Cohn-Lever ( 5 ) ; 2) adición 
simultánea de insulina y de globulina-
u 2 en diferentes dosis, al medio de in
cubación del diafragma aislado; y 3) man
tención del diafragma aislado en presen
cia de globulina-ao durante un tiempo 
antes de agregar la insulina e iniciar la 
incubación (técnica de Stadie). 

Se esperaba que los experimentos del 
grupo 1 darían información acerca de la 
distribución de la insulina exógena en 
los distintos componentes proteicos del 
plasma y sobre el posible antagonismo 
entre la insulina exógena y la fracción 
IV-V-VI que contiene el inhibidor-a 2. 
El objeto de los experimentos del gru
po 2 consistía en estudiar el eventual an
tagonismo in vitro entre el inhibidor y 
la insulina y en caso positivo obtener al
guna idea sobre las características de este 
antagonismo. Finalmente los experimen
tos del grupo 3 estaban destinados a es
tudiar si el diafragma aislado era capaz 
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de retener el inhibidor-a 2 y si esta re
tención previa le confiriera al inhibidor 
cierta prioridad sobre la acción de la in
sulina agregada posteriormente. 

MATERIAL Y MÉTODO 

Los experimentos se realizaron en prepa
raciones de hemidiafragma de ratas blancas, 
utilizando la técnica de Randle en la forma 
comunicada anteriormente (1). Los cambios 
en la captación de glucosa se calcularon por 
la diferencia entre la observada en el expe
rimento y en el testigo, expresada en mg de 
glucosa captada por g de diafragma húmedo 
y por hora de incubación. Los valores posi
tivos ( + ) de esta diferencia corresponden a 
aumento de la captación y los negativos (-) 
a disminución. 

La glucosa se determinó mediante el pro
cedimiento de Somogyi-Nelson (6). La in
cubación se llevó a cabo en baño de Dub-
noff a 37°C durante 9>0 minutos con 120 agi
taciones por -minuto. Como medio de culti
vo se empleó el de Gey y Gey (7). 

La sangre se obtuvo de individuos sin ayu
no, alrededor de las 10 A.M., por punción 
venosa y se recibió en solución anticoagu-
lante cítrico-glucosada en la forma antes des
crita (1). La adición de insulina al plasma 
total se practicó inmediatamente después de 
haber separado el plasma de los eritrocitos, 
mediante centrifugación. Se emplearon dosis 
de insulina variables entre 500 y 5 000 i i U / m l . 
Para la separación de las diversas fraccio
nes se procedió según la técnica descrita por 
Lever et al. (5) . 

Los experimentos en los cuales se adicionó 
simultáneamente insulina y globulina-0.2, la 
incorporación de la insulina a la fracción 
plasmática se hizo en el momento en que 
se agregaba al medio de cultivo. La canti
dad adicionada se calculó en cada caso de 
modo que se mantuviera la concentración ori
ginal del medio de cultivo de Gey. 

La mayoría de los experimentos se hicie
ron con insulina Lilly de origen bovino, par
tiendo de una solución que contenía 40 U/ml, 

de la cual se preparó inmediatamente antes 
del experimento, una solución madre que con
tenía 0,1 U/ml, y que sirvió para preparar las 
diluciones correspondientes. 

En algunos experimentos se empleó insuli
na cristalizada de Boots Drugs de 20 U/mg o 
insulina humana cristalizada de 25 U/mg, pro
porcionada gentilmente por el Dr. I. A. Mirs-
ky. 

Todo el material de vidrio empleado en 
los experimentos fue sometido previamente a 
tratamiento con silicon (Siliclad). La globu
lina-a^ se obtuvo de la fracción IV-V-VI 
mediante separación eleetroforética continua 
sobre columna de celulosa o cortina de pa
pel (7, 8). La concentración de 'globulina-a2 

que se utilizó en los experimentos fue de 
1 mg/ml, con la cual hemos conseguido co
múnmente inhibición de la captación de glu
cosa. En algunos experimentos se ajustó esta 
concentración a 2 y 5 mg/ml. 

Los experimentos de la serie 3 se llevaron 
a cabo en la siguiente forma: un cuarto de 
diafragma se sumergió en solución de glo
bulina-a,, (1 mg/ml) durante 2 minutos y 
se incubó a 37°C; en seguida se lavó con 5 
mi de solución de Gey durante 30 segundos 
y se secó entre dos hojas de papel Whatman y 
se sometió a nueva incubación en la forma 
habitual, en solución de Gey adicionada de 
500 nU/ml de insulina. Este procedimiento 
corresponde a la técnica propuesta por Sta-
die et al. (9) , con algunas modificaciones 
referentes a los tiempos de contacto y a la 
forma de realizar el lavado, así como una 
disminución de la concentración de insulina 
a la centésima parte. 

RESULTADOS 

Distribución de la insulina agregada pre
viamente al plasma entre las diversas 
fracciones proteicas. 

En la Tabla I aparecen resumidos los 
resultados obtenidos en los experimentos 
en los cuales se estudió la distribución 

TABLA I 

Distribución de la Insulina adicionada in vitro a plasma humana normal, entre las fracciones 
proteicas de Lever. Diferencia de la captación de glucosa ( A ) , en mg por gramo de diafragma 
fresco y hora, entre el experimento en blanco y el correspondiente que contenía la fracción 
proteica. (Media aritmética ± su error típico). 

Fracción T e s t i g o s I n s u l i n a 5 mU/ml 
Número Número 
de exp. A de exp. A 

I - III 20 + 0,87 ± 0,39 18 + 1,12 ± 0,41 
II 22 — 0,12 ± 0,24 22 + 1,50 ± 0,28 
IV-V-VI 22 — 0,61 ± 0,27 22 + 1,10 ± 0,27 

El número de hemi-diafragmas empleados en cada experimento fue de 5 a 6 en el blanco y de 
5 a 6 en la fracción proteica, con o sin insulina. 
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TABLA II 

Efecto de la adición simultánea de insulina y de globulina-az humana al medio de cultivo, 
sobre la la captación de glucosa por el diafragma aislado de rata. 

Exp. 
N? 

Material 
adicionado 

Concentración 
iiU/ml mg/ml 

A * P ** 

1 
± 

Insulina 100 0,05 0,24 > 0,30 
— 1,0 — 0,66 0,27 > 0,20 

Insul. -)- aa 1O0 1,0 — 0,71 0,21 > 0,10 
Insulina 500 + 1,95 0,23 < 0,01 
Insul. -L. «2 500 !7o + 3,47 0,12 *** < 0,001 

2 1,0 0,69 0,21 > 0,05 
Insul. -)- «2 1.O00 1,0 + 1,82 0,36 > 0,05 

3 Insulina 1.0 00 , . + 3,02 0,33 < 0,01 
— 2,0 0,08 0,18 > 0,80 

Insul. 4 - tx2 1.000 2,0 + 3,77 0,24 < 0,001 

4 Insulina 2.500 + 0,16 0,21 > 0,70 
— 1,6 0,91 0,19 < 0,05 

Insul. 4 - as 2:500 1,6 + 1,39 0,20 *** < 0,01 

5 Insulina 2.50O + 1,81 0,13 < 0,001 
a 2 — 5,0 0,37 0,37 < 0,60 

Insul. 4 - o-* 2.500 5,0 + 2,97 0,48 < 0,01 
Insulina 5.000 — + 3,22 0,45 < 0,01 
Insul. 4 - "2 5,000 5,0 + 3,96 0,20 < 0,001 

* A tiene igual significado que en Tabla I. En cada experimento se emplearon 5 hemi-dia-
fragmas en el blanco y 5 en el que contenía la substancia adicionada. 

** Con respecto al experimento en blanco. 
*** Potenciación estadísticamente significativa P < 0,01 del efecto insulínico. 

entre las proteínas plasmáticas, de la in- traciones. Los datos muestran que la con-
sulina agregada al plasma, comparada con centración de 100 \iü de insulina por 
testigos en los cuales se estudió la acti- mi no modifica la captación de glucosa, 
vidad de las respectivas proteínas sin pero que a partir de 500 nU/ml, el efecto 
adición de insulina. Los resultados mués- es indiscutible. La dosis de 1 mg de inhi-
tran que la insulina adicionada se recu- bidor-a 2 produjo constantemente una dis
para principalmente en la fracción IV- minución de la captación, aunque en cada 
V-VI y en la fracción II, que correspon- experimento la diferencia no alcanzó a 
de a la globulina y. Si se estudia la di- ser significativa. Si se comparan los efec-
ferencia entre el efecto de cada fracción tos producidos por dosis de 500 uU/ml 
sin y con insulina, aparece claro que la de insulina o superiores, en presencia o 
mayor actividad insulínica se encuentra en ausencia de irihibidor-a 2 puede apre-
en las fracciones IV-V-VI y que su pre- ciarse que la agregación del inhibidor no 
sencia en ella no entraña una neutraliza- produce una disminución del efecto de la 
ción de su efecto. Conviene recordar que insulina y que, al contrario, parece favo-
en esta fracción se encuentra contenido recerlo en ciertos grupos experimentales 
el inhibidor-a 2. donde el efecto de la insulina en conjunto 

con el inhibidor-a 2 produjo una capta-
Efecto de la presencia simultanea de in- c i o n ( ( j e g i U C 0 S a significativamente rna-
sulina y de inhibidor-a 2. yor que la de la insulina sola (experimen-

La Tabla II resume los resultados de t o s 1 y 4) 
los experimentos en que se incubaron he- En otro experimento, no mencionado en 
mi-diafragmas de rata en medios a los la tabla respectiva, se ensayó insulina de 
cuales se había agregado insulina, inhi- origen humano utilizando un octavo de 
bidor-a 2 o ambos en diferentes concen- diafragma. En este experimento se usa-
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TABLA III 

Ausencia de antagonismo entre inhibidor-a^ 
e insulina, en condiciones de contacto previo 
del diafragma con el inhibidor-a* (técnica 
de Stadie). 

Número Captación 
Condiciones de dia de glucosa 

fragmas mg/g/hora P 

Experimento en 
blanco 6 
Contacto previo 
con a2; 1 mg/ml 6 
Id. + insulina 
500 nU/ml 6 

5,14 ± 0,36 

4,59 ± 0,55 > 0,4 

6,86 ± 0,10 < 0,01 

TABLA IV 

Antagonismo entre sinalbúmina e insulina 

Condiciones Número de 
difragmas 

Captación 
de glucosa 
mg/g/hora 

Experimentos en 
blanco 6 3,8 ± 0,3 
Insulina (1 000 
(xU/ml) 6 6,5 ± 0,6 
Sinalbúmina (50 
mg/ml) 6 3,2 ± 0,2 

+ Sinalbúmina (50 
mg/ml) 6 4,7 ± 0,8 * 

ron 500 uU/rnl de insulina y 0,5 m g / m l de 
globulina-a 2. La insulina sola produjo 
una captación de + 5,0 mg/g /hora y la 
globulina-a 2 de -1,4 mientras que la aso
ciación de ambas produjo un resultado de 
+ 7,3. 

Este último experimento se realizó con 
un medio de cultivo enriquecido en Mg, 
cuya concentración llegaba a 5 mM, con
dición en la cual el efecto inhibitorio de 
la globulina-a 2 está aumentado ( 1 3 ) . En 
el testigo ide este experimento en que 
se utilizó un medio no enriquecido en Mg, 
tampoco se observó antagonismo. Efecti
vamente la insulina produjo un cambio de 
+ 5,1 y la insulina asociada con globuli-
na-a2 de + 6,0. 

Influencia del contacto previo del diafrag
ma con inhibidor-a2 sobre el efecto de la 
insulina. 

En la Tabla III aparecen los resultados 
obtenidos en los experimentos en los cua
les se colocó previamente el inhibidor-a2 
en contacto con el diafragma en con
centración de 1 m g / m l en la forma esta
blecida en material y métodos. Los re
sultados de esta tabla muestran que el 
contacto previo con inhibidor-cc2 no mo
dificó la acción de la insulina. 

Efecto antagónico de la sinalbúmina y la 
insulina. 

Como un testigo de los resultados antes 
estudiados, se investigó en condiciones 
experimentales equivalentes a las emplea
das en los experimentos de administración 

* P < 0,05, en comparación con el valor ob
tenido en los experimentos con insulina 
sola. 

simultánea, el efecto de la agregación de 
50 mg/ml de sinalbúmina al medio de 
cultivo del diafragma, sobre la acción de 
la insulina en dosis de 1000 nU/iml. 

La sinalbúmina usada en este experi
mento fue preparada según la técnica de 
Debro et al. (10) en la forma propuesta 
por Vallance-Owen (11 ) . Los resultados 
aparecen resumidos en la Tabla IV. La 
neutralización de la actividad insulínica 
ejercida por la sinalbúmina fue del 66%. 
Ellos demuestran que la sinalbúmina in
hibe de una manera clara el efecto de la 
insulina, lo que confirma que en las con
diciones experimentales de agregación si
multánea es posible reconocer el efecto 
de substancias antagónicas y, por consi
guiente, que el método resulta apropiado 
para la investigación del antagonismo en
tre el inhibidor-a 2 y la insulina. 

DISCUSIÓN 

Los resultados experimentales permi
ten concluir que en las condiciones expe
rimentales empleadas, el inhibidor-a 2 no 
neutraliza el efecto de la insulina bovina 
o humana sobre la captación de glucosa 
del diafragma aislado de rata, contraria
mente a lo que produce la sinalbúmina. 
Esto demuestra que hay una clara dife
rencia entre el antagonista sinalbúmina y 
el denominado inhibidor-a 2. 

Llama la atención que la fracción IV-
V-VI, que también contiene sinalbúmina, 
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no haya revelado capacidad para antago-
nizar la insulina. A l contrario, puede afir
marse que la mayor parte de la insulina 
adicionada al plasma se encuentra en la 
fracción IV-V-VI, un resultado un tanto 
inesperado. Esto puede interpretarse en 
el sentido de que la fracción I-III que con
tiene las lipoproteínas-P, que normalmente 
transportan a la insulina-unida, estaba sa
turada de insulina. 

Los datos comunicados aquí son concor
dantes con resultados obtenidos por Ber-
man y Wertheimer (12) con un inhibidor 
semejante al inhibidor-a 2, encontrado 
también en la fracción proteica IV-V-VI 
de Cohn, pero en el suero de ratas some
tidas a ayuno durante 72 horas, el cual 
tampoco antagonize a la insulina adicio
nada al medio de incubación del diafrag
ma. 

SUMMARY 

The possible "in vitro" antagonism bet
ween a 2-inhibitor and insulin was stu
died by means of the determination of 
the glucose uptake by the isolated rat 
hemi-diaphragm. Three lines of research 
were followed: 1) the addition of insulin 
to the whole plasma in order to find 
in which Cohn-Lever's protein fraction 
would it be recovered (Table I ) ; 2) the 
simultaneous incorporation of the a 2-glo-
bulin and insulin into the buffer (Ta
ble I I ) , and 3) the previous immersion of 
the diaphragm in a solution of a 2-globul-
in (1 m g / m l ) , followed by the incubation 
in buffer with insulin (500 uU/ml) , as 
a modification of the Stadie's technique 

(Table III) . Neither in experiments 1 ) , 
2) nor 3) an antagonism toward insulin 
was demonstrated. Experiments with hu
man insulin showed the same results. 

It is concluded that the a 2-inhibitor, 
with a typical opposite insulinic effect, is 
not an antagonist of insulin. For this rea^ 
son it seems appropriate to keep the des
ignation of inhibitor instead of antagonist 
for this type of substance. 
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