
ES'f.UDI,COMPARATIU DE L'AMINOGRAMA PLASMATIC
EN RATES TRACTADES A TEMPS CURTS
I PROLONGATS AMB SULFONILUREES

Comunicacio prcseruada cl dia 31 de gcncr de 1978
a lcs I Jornades d'Endocrinologia de la S.C.B.

per

ANDREU PALaU,'" MARIA ALEMANY ,', i EMILIO HERRERA

Ca tedra cle Fis iolog ia General; Facul t a t de Biologia, Universi ta t de Barcelona

Treball real·itzat en part, mitjancant una subvencio

de la «Cornision Asesora para la Investigacion Cientifica y Tecnica»

de la Presidencia del Govern

Inrnouuccro

.

Els materials que afeeten l'a ll ibe rament dinsul ina tam be afecten els

nivells d'arninoacids, aixi la ingestio d'aliments g lucidics abaixa els ni­

veils d'aminoacids eireulants al plasma 7.10.21 a causa d'una major utilitza­

cio de la glueosa I 0 tarnbe a canvis induits per la carrega glucidica als

nivells eireulants d'insulina 19 Tant en humans com en animals experi­
mentals, I'adrni nist racio d'insulina exogena cornporta una reduccio en els

nivells daminoacids plasma ties o. 10. 17; l'efeete es menys marcat en els

arninoacids no esseneials.

La majoria destudis arnb sulfonilurees s'han enfocat preferent­
ment a observar els efectes aguts de llur administraeio, mentre els efee­

tes cronies no han cstat gaire estudiats, tot i que aquesta situacio es mes

proxima a la que es troba als humans en els quais s'utilitzen les sulfon ilu­

rees de manera terapeutica. La qiiestio es rnes interessant, car s'han ob­

servat variacions en la resposta ales sulfonilurees sota diverses situa­

cions experimentals, com la reduccio del efecte insulinotropic d'aquestes
drogues en el dejuni 10. ", efccte que no ha estat sempre observat 23; i tam-
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be, que els efectes insulinotropic i hipoglucernic de les sulfonilurees es re­

dueixen considerablement despres d'un tractament perllongat 6, 25, mentre
els efectes de les sulfonilurees administrades cronicament sobre els ni­
veIls individuals d'arninoacids plasma tics no havien estat estudiats.

En aquest treball, s'han estudiat la tolbutamida, una sulfonilurea ti­

pica, i Ia gIibenelamida i la glipentida, dues sulfonilurees d'efecte hipo­
glucemiant molt potent, de les anomenades de la segona generacio ": ob­
servant llur efecte sobre els nivells plasmatics d'arninoacids de la rata, a

temps diferents de tractament.

MATERIALS I METODES

S'utilitzaren rates fernelles verges, de la soca Wistar, amb un pes
rmtja en cornencar el tractament de 140 alSO g. Els animals foren ali­
mentats arnb pinso de rata i aigua corrent; visqueren en gabies metabo­
liques metalliques individuals dins d'una sala d'animals amb temperatura
(23 ±2 0C) controlada, i un ciele d'illurninacio de 12 hores de llum i
12 de foscor.

Les drogues s'adrninistraren durant 27 dies dos cops cada dia: a la

mitja hora i ales vuit hores del comencarnent del ciele de llum, respec­
tivament. Les drogues foren administrades en tots els casos mitjancant
una sonda gastrica de plastic; eren suspeses en carboximetilcellulosa al
0,5 % contenint un 0,15 % del detergent Tween 80, ales concentracions
segiients: 100 mg/kg de pes corporal per a la tolbutamida i 5 mg/kg de

pes corporal per a la glibenclamida i la glipentida. Aquestes dosis, admi­
nistrades en tractament agut, produeixen un mateix efecte hipoglu­
cernic IS.

S'obtingueren mostres de sang els dies 0, 3 i 27 del tractament. Les
mostres s'obtenien tent sangrar els animals des de la punta de la cua,
cada dia abans de la primera adrninistracio quotidiana de la droga, tot

just comencant el ciele de llum. La sang era recollida en plaques ex'ca­
vades de porcellana heparinitzades. Els plasmes van ser separats per cen­

trifugaci6, i petites mostres van ser desproteinitzades amb acetona freda
en tubs capiHars 2. Els aminoacids individuals ales mostres van ser deri­
vats amb densil-clorur CI4 (elorur de I-dimetilamino-5-sulfonil-naftale),
cromatografiats en plaques de poliamida i quantificats per contatge de la
radioactivitat 3.

,L'agrupament dels aminoacids es va fer d'acord amb llurs prop ie­
tats fisiologiques i estructurals 22. Al grup d'aminoacids gluconeogenetics
pertanyen l'alanina, el gIutamat + glutamina, l'aspartat + asparagina, la
glicina, Ia serina i la treonina; al d'iminoacids pertanyen la prolina.i la hi-
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droxiprolina; al dels aminoacids de cadena ramificada pertanyen la valina

i la leucina-l isoleucina: al grup d'aminoacids basics pertanyen la his tid i­

na, l'arginiria, la citrullina i la lis ina; al grup de sulfurats: la taurina, la

cisterna i la metionina-l ornitina (tot i que I'ornitina es un arninoacid

basic, pero la separacio cromatografica no es prou resolutiva); finalment,
al grup d'aminoacids aromatics pertanyen la tirosina, la fenilalanina i el

triptofan,

RESULTATS

En el grafic 1 hom pot veure els resultats comparats entre els nivells

individuals dels arninoacids gluconeogenetics en rates sotmeses a una

adrninistracio perllongada de sulfonilurees, obtinguts als dies 3 i 27 del

tractament. Pot observar-se que els nivells de glutamat-]- glutamina al dia

3 de tractament en les rates tractades tant amb glibenclamida (B) com

amb glipentida (P) son significativament rnes baixos que no els controls

corresponents, tractats nornes amb el medi de dilucio de les drogues. No

s'observa aquest efecte en les rates tractades amb tolbutamida (T). Ais

27 dies ja no s'observa cap mena de diferencia entre les rates tractades

amb sulfonilurees i llurs controls. La situacio en l'aspartat-l-asparagina
es diferent, ja que aqui no s'observa cap diferencia entre els grups, ni

tampoc respecte dels valors inicials. El mateix pot aplicar-se als valors

de treonina i fins i tot als de serina, tot i que sembla que els animals

tractats amb glibenclamicla mostren una tendencia, manifesta significa­
tivament en el cas c1e l'alanina, a repetir la troballa, observada al gluta­
mat+ glutamina al elia 3 ele tractament amb glibenclamiela. La glicina no

mostra aquest efecte, pero S1 hi ha un elescens significatiu al elia 3 en els

animals tractats amb glipentiela.
En tots els casas s'ha observat que al dia 27 c1els c1iversos tractaments

s'han anullat totes les diferencies trobacles el dia 3.

Al grafic 2 es presenten les clades corresponents als iminoacids i als

arninoacids basics. Ad s'aprecia que tant en la prolina com en I'hidroxi­

prolina no s'observen diferencies envers els controls corresponents, tot

i que al dia 27 hom pot veure una forta baixaela en les concentracions en

tots els grups, adhuc als controls, tant de prolina com d'hidroxiprolina,
respecte els valors inicials, sent mes marcat l'efecte sobre l'hielroxi­

prolina.
Dels arninoacids basics cal remarcar I'efecte de la glipentida sabre els

nivells, als 3 elies, ele tots els arninoacids cl'aquest grup, sent la baixada

significativa per I'arginina, l'histielina i la citrullina. EI mateix pot clir-se

c1e la glibenclamicla, que dona lloc a diferencies significatives envers els

controls tant per a J'arginina com per a la histiclina. Aquestes diferencies
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GR;"FIC I. - Nivells individuals d'arninoacids gluconeogenet ics al plasma de rates
tractades amb tolbutamida (T), glibenclamida (B) 0 glipentida (P) i als controls (C),
els dies 3 i 27 del tractament. Les concentracions dels .aminoacids son expressades
en percentatges de les dades obtingudes en els animals a l'inici del tractarnent , mo-

ments abans de I'adrninistracio de la primera dosi de droga (linia de punts).
Les dades son mitjana ± e.t. de 3-7 animals "=p<O,OS envers C; **=p<O,OI envers C.
Els controls rebien el medi sense droga. Aquests animals eren estudiats al rna­

teix temps i en les mateixes condicions que les rates tractades.
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GRAFIC 2. - Nivells individuals d'irninoacids i arninoacids basics al plasma de rates
tractades amb sulfonilurees i controls. Els signes convencionals son els mateixos

que els del grafic 1.

OF==C=T=B==P===C==T=B�P±=F=�C�T�B=P��C�T�B�P�
DIA 3 DIA 27 DIA 3 DIA 27

A R G HIS

L Y S CIT

o t===C ;;;;;;T;!;;;B=P==;;:;;:::::!:;C:;!;;;;;;;!;T=B!=P==F=!=C:!:;;T;;;;!;B:::bP!:::::::::o::!:d:C�l:!:,;Bd;;.Pd:=1
DIA 3 DIA 27 DIA 3 DIA 27



176 A. PALOU, M. ALEMAN� E. HERRERA

100

...

r1�n+�NJ
,__

0
tJ�RI�A rrrt ff� _ - - -- ffFi-- j

�
--

-

..

e 1 B P Ie T B P e T F P e T B P

DIA 3 DIA 27 DIA 3 DIA 27

t..

C Y S T R P

�-- trt- ------rrr! -rf - -;t� -f:._- -- ihMrtt f
.

e T B P e T B P e T B F e T B P

DIA 3 DIA 27 DIA 3 DIA 27

I.

P H- E T Y R

r'Frr T TTl � �

Ioo--rt- _______ I-I.l 11 - -

---A�--- -------� -rf-
- -

-

+,

.1 t
�

e T B P e T R P e T B F C T B P

DIA 3 DIA 27 DIA 3 DIA 27

50

a

100

50

a

100

50

a

GRAFIC 3_ - Nivells 'individuals dels arninoacids aromatics i sulfurats al plasma de ra­

tes tractades amb sulfonilurees i controls. Els signes convencionals son els mateixos
que els del grafic 1.



ESTUDI COMPARATlU DE L'AMINOGRAMA PLASMATIC 177

10

LEU + I L E

5

C T B P C T B P

DIA 3

C T B P

A. TOT A L S

DIA 27

GRAFIe 4. - Nivells
.

individuals dels aminoacids de cadena ramificada i aminoacids
totals, al plasma de rates tractades amb sulfonilurees i controls. Els signes conven­
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han desaparegut practicarnent als 27 dies de tractament, i s'ha observat
nornes una certa desviacio d'aquesta tendencia en el cas de la citrullina,
tot i que les diferencies no son significatives.

Al grafic 3 hom pot veure eIS valors corresponents als aminoacids sul­
furats i aromatics. A primer cop d'ull no s'observen en cap cas diferen­
cies significatives en cap grup envers els controls, apreciant-se sols una

lleugera tendencia a donar valors mes baixos de fenilalanina, cisteina i

triptofan al dia 3 a les rates tractades arnb glipentida.
Al grafic 4 s'observen els valors obtinguts pels aminoacids de cadena

ramificada, aixi com pel valor combinat total de concentracio d'amino­
acids plasmatics, En el cas dels aminoacids de cadena ramificada no

s'observen diterencies significatives, tot i que al dia 3 la concentracio de
valina als animals tractats amb glipentida sembla que mostri una certa

DIA 3. DIA 27
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GRAFIC 5. - Nivells de grups d'aminoacids al plasma de rates tractades amb sulfonil­
urees i controls. Els signes convencionals son els mateixos que els del grafic 1.
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tendencia a donar valors mes baixos. Aquesta tendencia es manifesta sig­
nificativa en el cas dels aminoacids totals, com a conseqiiencia de la
combinacio de les tendencies ja esmentades dels aminoacids individuals.

Finalment, al grafic 5 es presenta un resum dels valors combinats dels

grups d'aminoacids. No s'observen diferencies estadisticament fermes,
encara que en el cas dels arninoacids gluconeogenetics hom pot observar
una reduccio dels nivells al dia 3, tant per efecte de la glibenclamida com

de la glipentida, diferencia que queda anullada al dia 27 del tractament.
La mateixa cosa pot dir-se dels aminoacids basics.

DISCUSSI6

L'efecte mes consistent de les sulfonilurees sobre els nivells d'arnino­
acids plasmatics que hem observat es un descens significatiu d'alguns
aminoacids, com l'alanina, el glutamat-j glutamina, la glicina, l'arginina,
la histidina i la citrullina, trobat al tercer dia del tractament, per efecte
de les sulfonilurees de Ia segona generacio, i que no s'observa en el trac.
tament amb tolbutamida. Val a dir que la glibenclamida i la glipentida
tenen un efecte hipoglucemiant mes fort que la tolbutamida en tracta­

ment cronic 6, pero llurs efectes hipoglucerniants van desapareixent amb
el temps de tractament 6; aixi no es estrany que llur efecte sobre els ni­
veils d'aminoacids tarnbe desaparegui amb el tractament perllongat.

L'efecte de les sulfonilurees sobre els nivells individuals dels amino­
acids plasmatics pot ser degut en part a l'accio insulinotropica de les sul­
fonilurees 20, donat que la insulina afecta la dinamica de la circulacio,
captacio i alliberament dels arninoacids I, 19, pero la seva accio es mes

complexa, car s'ha demostrat I'accio de les sulfonilurees sobre la trans­

aminacio de Is aminoacids 4, es a dir, sobre el seu catabolisme, aixi com

sobre la biosmtesi de proteines 8, 14. Tarnbe s'ha descrit que les sulfonil­
urees inhibeixen la gluconeogenesi hepatica 9, cosa que podria afectar
tambe l'equilibri entre la captacio i utilitzacio dels aminoacids plasma­
tics per lIur efecte conservador de la glucosa, i tarnbe perque part dels
aminoacids es utilitzada correntment per a la gluconeogenesi,

Cal destacar, de tota manera, que amb la possible excepcio de l'argini­
na, els arninoacids mes afectats pel tractament amb glibenclamida 0 gli­
pentida son precisament els que menys son afectats per la insulina 12,
aixi s'ha indicat que els nivells d'alanina son practicament insensibles
als canvis en insulinernia 12; mentre els aminoacids de cadena ramificada,
descrits com ames sensibles a l'insulina 13, 24, en el nostre cas no s'afec­
ten practicament per les sulfonilurees. Aquestes consideracions semblen
indicar que els efectes de les sulfonilurees en les nostres condicions s'han
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d'atribuir principalment a lIurs efectes extra-pancreatics, en lIoc de a

Bur acci6 insulinotropica.
D'altra banda, els resultats que es presenten en aquest treball estan

en plena concordanca amb els d'altres autors 6 en el sentit que l'efecte

hipoglucemiant (i en el nostre cas, hipoaminoacidernic) de les sulfonil­

urees va perdent efectivitat amb la perllongaci6 del tractament cronic,
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