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Es un hecho conocido que el funcionamiento normal del tejido
cerebral depende mas estrechamente del suplemento adecuado de
glucosa, que el de otros tejidos, La falta de este carbohidrato altera
profundamente su metabolismo y aun llega a producir lesiones, como
Hicks (11) comprobé para el caso de la hipoglucemia insulinica.
Las alteraciones metabdlicas inducidas por este tipo de hipoglucemia
en el cerebro se manifiestan en disminuciones notables de los nive-
les de glucégeno, lactato, piruvato, fosfatos, fosfocreatina y ATP,
segun lo demostraron Olsen y Klein en 1947 (17). En lo que se re-
fiere a piruvato, este efecto de la insulina contrasta con el que pro-
duce en sangre, misculo e higado, en cuyos casos provoca aumentos
en los niveles de dicho ceto-acido (1, 4).

Los autores no encontraron datos en la literatura cientifica acer-
ca del efecto de la hipoglucemia insulinica sobre la concentracion
en el tejido cerebral, de los acidos a-cetoglutarico y oxaloacético, de
los cuales se sabe que estan estrechamente relacionados metabdlica-
mente con el 4cido glutdmico y sustancias que derivan de él, tales
como el acido Y-aminobutirico (caBA) (19). La concentracién de
estos aminoacidos disminuye notablemente en el cerebro como conse-
cuencia del choque insulinico, segin datos de Dawson (8, 9) y de
Cravioto, Massieu e Izquierdo (7). El primero de estos autores, to-
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mando como base los mencionados cambios en los niveles cerebrales
de aminoacidos, considera que en la situacién de emergencia que esta
implicada en la hipoglucemia insulinica, el acido glutdmico se utiliza
como sustrato oxidable, transformandose previamente a 4cido a-ceto-
glutérico, el cual alimenta al ciclo de Krebs (8, 9). Dicha transfor-
macio6n se efectiia al través de transaminaciones o desaminacion oxi-
dativa del aminoacido (2). A este respecto cabe sefialar que tanto
Cravioto y colaboradores (7), como Dawson (9), encontraron au-
mento de acido aspartico libre en el cerebro durante el coma insuli-
nico, lo que puede deberse a una activacion de la transaminasa glu-
timico-oxaloacética en esas condiciones. Debe recordarse que ya
desde 1941 Cohen y Hekhuis (6) sefhalaron la primacia de esta
reaccion en el 6rgano mencionado. Otro camino metabélico lo cons-
tituye la descarboxilacién del acido glutdmico a caBa (19), el cual
se transamina con 4cido a-cetoglutéirico, produciéndose semialdehido
del acido succinico que finalmente se transforma a acido succinico y
entra en esa forma al ciclo de Krebs (20). Las observaciones men-
cionadas indican que en el cerebro hay reacciones que producen
acido a-cetoglutarico y otras que lo consumen. Asimismo, el dcido
oxaloacético interviene activamente en otras reacciones aparte de las
que le conciernen como intermediario en el ciclo del acido citrico.

De los hechos anteriores se deduce la importancia que puede
tener el investigar como se afectan las ccncentraciones cerebrales
de los acidos aceioglutarico y oxaloacético, ademas del pirivico, du-
rante la hipoglucemia insulinica, ya que los resultados que se obten-
gan pueden ser un indicador de qué reacciones, de aquellas que ligan
su metabolismo con el de los aminosacidos citados, predominan en
esta condicién.

En la presente comunicacién se informa del resultado de expe-
rimentos realizados en ratones, en los que se compararon los niveles
cerebrales de los tres ceto-dcidos mencionados, entre animales some-
tidos a hipoglucemia insulinica y animales testigos. Para este ob-
jeto se utilizaron tanto técnicas colorimétricas como de separacién
cromatografica en papel filtro, que permitieron el analisis de peque-
fias cantidades los ceto-acidos.

PARTE EXPERIMENTAL

Se utilizaron 190 ratones entre 20 y 30 g. de peso, procedentes
de las colonias de la Escuela Nacional de Medicina y del Instituto
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de Biologia (U.N.A.M.), que se mantuvieron con dieta uniforme (*“Pu-
rina Laboratory Chow™) antes de los experimentos.

Cada experimento requirié la utilizacién de un grupo de 10
a 12 ratones, los cuales se sometieron a un ayuno previo de 12 a
16 horas. El grupo se subdividié en dos subgrupos de 5 6 6 rato-
nes, segin el caso. A los animales de uno de estos subgrupos se
les inyect6 por via subcutinea de 0.10 a 0.15 ml., segin el peso
del animal, de una solucién de insulina conteniendo 4 U.I./ml.,
preparada en el momento de utilizarse a partir de insulina comer-
cial simple (Lilly) por dilucién con solucién de NaCl al 0.9%. A
los animales del otro sub-grupo (testigos) se les inyect6 entre 0.10
y 0.15 ml. de agua destilada.

Los ratones tratados con insulina se sacrificaron por decapita-
cion al cabo de 1 a 2 horas generalmente, en cuanto mostraron signos
claros de coma hipoglucémico y en esos momentos se obtuvo una
muestra de sangre, que se recogié en un tubo conteniendo oxalato
de potasio y que se utiliz6 para la determinacién de glucosa por el
método semi-microquimico de Nelson: (16). Paralelamente y en la
misma forma se sacrificaron los ratones testigos, cuantificdndose
también en ellos la glucemia. Las cabezas de los animales se congela-
ron inmediatamente después de la decapitacion dejandolas caer en
una mezcla de acetona con hielo seco (a una temperatura de —70°C
aproximadamente) durante 2 minutos y posteriormente, una vez
limpias de acetona, se disecé el cerebro. Los cerebros de los anima-
les de cada subgrupo se reunieron y se mantuvieron congelados con
hielo seco mientras se procedia a analizar su contenido en los ceto-
acidos estudiados.

DETERMINACION DE ACIDO PIRUVICO. Este ceto-dcido se estimé
por dos métodos, en dos diferentes series de experimentos. En un
caso se empleo la téenica colorimétrica de Bonting (3), con las mo-
dificaciones siguientes: 1) la homogeneizacion del tejido se realizé
con acido metafosforico al 5% y a 0°C (en homogeneizador Potter-
Elvehjem, 2.5 ml. por cada 1.5 g. de tejido) ; 2) se emplearon alicuo-
tas del homogeneizado anterior conteniendo de 300 a 500 mg. de
tejido fresco por cada ml., a las cuales se afadié la solucion de 2, 4-
dinitrofenilhidrazina (al 0.2% en HCl 2N), en lugar de las cantida-
des submicroquimicas que utiliza el mencionado autor; los volimenes
de los reactivos que se utilizan en la técnica original se aumentaron
proporcionalmente; 3) las diversas centrifugaciones que requiere el
método se realizaron a 0°C y a 7,000 r.p.m. (7 a 10 minutos) cuan-
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do se separd la solucién conteniendo la 2, 4-dinitrofenilhidrazona (2,
4-DFH) del acido pirivico en xileno y a la misma temperatura, y a
20,000 r.p.m. (10 a 15 minutos), cuando se extrajo dicho derivado
del xileno a la solucién de Na.CO; al 10%. Solamente cuando se
centrifug6é a dichas velocidades y temperatura fue posible separar
las mezclas emulsionadas. Para el objeto se emple6 centrifuga
“Spinco” del tipo preparativo.

En otra serie de experimentos se cuantificé al acido pirtvico
aislandolo como 2, 4-DFH por medio de cromatografia en papel
filtro, siguiendo el procedimiento de Cavallini, Frontali y Toschi
(5), en extractos de cerebro obtenidos mediante homogeneizacién en
acido metafosférico al 5% y a 0°C, de los cuales se eliminaron las
proteinas por cemrlfugacwn a la misma temperatura y a 15,000
r.p.m., durante 10 minutos. La separacién cromatografica se realizé
por la técnica ascendente y utilizando como solvente al butanol sa-
turado con agua.

DETERMINACION DEL ACIDO a-CETOGLUTARICO. Se realizé simul-
tineamente a la del acido pirtvico, como se indica en los parrafos
anteriores. Debido a la proximidad de los Rf de las manchas corres-
pondientes a las 2, 4-DFH de los acidos a-cetoglutarico y oxaloacé-
tico, se hizo necesario recromatografiarlos para obtener una mejor
separacion. Para este objeto los derivados mencionados se eluyeron
de los cromatogramas por medio de alcohol etilico adicionado de so-
lucién amortiguadora de fosfatos de pH 7.3 y se corrieron estos ex-
tractes, previa concentracién, en la mezcla butanol-acido férmico
(95:5) saturada con agua que recomiendan Magasanik y Umbarger
(13), por la técnica ascendente y utilizando papel Whatman N° 1 im-
pregnado en solucién amortiguadora de fosfatos M/10 de pH 7.3.
segun el procedimiento de Kun y Garcia-Hernandez (12). Aunque
Magasanik y Umbarger han utilizado el solvente mencionado para
separar los ceto-acidos libres se creyé conveniente ensayarlo con las
2, 4-DFH derivadas de éstos y no obstante que los resultados no
fueron enteramente satisfactorios, si permitieron deducir que en las
condiciones bajo las cuales se hizo la separacion cromatografica, la
cantidad de acido oxaloacético no fue suficiente para estimarla
cuantitativamente en todos los casos.

La estimacion de la concentracion de las 2, 4-DFH de los acidos
pirivico y u-cetoglutarico se llevo a cabo en densitémetro Photovolt,
modelo 501 A, con filtro Corning 5113, en el cual se obtuvieron gra-
ficas de densidad optica contra espacio recorrido, cuya superficie
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es proporcional a la cantidad del compuesto en el papel. Estas super-
ficies se cotejaron con las de cantidades conocidas de las 2, 4-DFH
de los ceto-acidos, cromatografiadas en la misma forma que en el
caso de los extractos de cerebro. Las 2, 4-DFH de los 4cidos pira-
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Figura 1. Esquemas de cromatogramas de las 24-dinitrofenilhidrazonas de ceto
acidos: 1, «-acido-cetoglutarico. 2, acido oxaloacético, 3 v 4 acido piravico y 5, no iden-
tificada. la, cromatograma patron desarrollado en hutanol saturado con agua; 1b

cromatograma de un extracto de cerebro, desarrollado en el mismo solveate: l¢, croma-
tograma patron desarrollado en butanol-dcido formico saturado con agua: en este solvente

los Rf de las 2, 4-DFH del acido pirivico y del dcido cc-cetoglutiarico fueron respectiva-
mente 0.80 y 0.62.
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vico, oxaloacético y u-cetoglutirico que se usaron como patrones se
prepararon segin el procedimiento de El Hawary y Thompson (10).

DETERMINACION DEL ACIDO OXALOACETICO. Este ceto-acido se
estimé tal como indica Bonting (3), transformandolo a acido pirdvico
mediante breve calentamiento del homogeneizado (1 minuto) y cuan-
tificando este ltimo tal como se describié antes.

RESULTADOS

Los resultados se consignan en la Figura 1 y en las tablas I y II.
La primera incluye esquemas de cromatogramas con soluciones pa-
trén de las 2, 4-DFH de los acidos pirivico, a-cetoglutarico y oxaloa-
cético, desarrollados tanto en butanol saturado con agua como en la
mezcla butanol-acido f6rmico saturada con agua (la y lc) y un es-
quema de un cromatograma de los mismos compuestos aislados del
cerebro, que muestra ademas otra mancha no identificada (1b).

Aunque en el sistema butanol-acido férmico, la 2, 4-DFH del
acido oxaloacético se quedo en parte en el origen del cromatograma
y en parte emigré y no mostré por lo tanto un Rf definido, fue sin
embargo adecuado para diferenciar a este ceto-acido del a-cetogluta-
rico. No obstante, la cuantificacion del primero se realizé por el
procedimiento de Bonting, con el cual se¢ obtuvieron resultados mas
reproducibles.

En la separacion cromatografica de ceto-acidos en los extractos
de cerebro se observaron cinco manchas, correspondientes a otras
tantas 2,4-DFH, de las cuales, como se ha dicho, se identificaron las
de los acidos pirivico, oxaloacético (no siempre) y a.cetoglutarico,
cuyos Rf fueron respectivamente 0.37 (isémero del acido piravico),
0.22 (4cido pirivico), 0.12 (4cido oxaloacético) y 0.07 (4cido a-ce-
toglutarico) y apareci6 otra cuyo Rf fue 0.70. Es un hecho compro-
bado que el acido pirivico exhibe dos manchas cuando se analiza
por el procedimiento cromatografico de Cavallini y sus colaboradores
o sus variantes (10, 14). Juzgando por su posicién, es probable que la
mancha 5 (Figura 1b) corresponda al ceto-acido desconocido que
McArdle (14) ha encontrado en sangre, orina y liquido cefalo-
raquideo (Rf 0.75 en butanol-etanol 0.5 NH; 0.5 N, 7:1:2). Esta
sustancia se encontré sélo en trazas y no se puso especial empefio en
caracterizarla, por caer fuera del propdsito principal de este trabajo.



MASSIEU H., CERVANTES, UGALDE: LA HIPOGLUCEMIA 15

TABLA 1

NIVELES* DE LOS ACIDOS PIRUVICO Y OXALOACETICO EN LOS CEREBROS
DE 1.0S ANIMALES TESTIGO Y DE LOS TRATADOS CON INSULINA,
DETERMINADOS POR EI. METODO DE BONTING (3).

TESTI16GOS TRATADOS CON INSULINA
Acido Acido Glucemia Acidn Acidoe Glucemia
GRUPO piravice oxalacético premedio piruvico oxalacético pramedia
pe-/e ps. /e mg./100 ml. pe/e p8/5 mg./100 ml,
1 6.35 —- 87.3 3.06 - 22.0
2 7.60 - — 2,69 — 15.0
3 1.29 — 90.0 1.63 —- 13.7
3 1.25 1.34 101.0 1.51 <0.25 15.0
5 413 1.66 109.0 1.65 0.79 20.0
6 6.45 1.69 99.0 2.00 0.62 10.2
i 5.17 1.90 109.3 22 <0.25 12.6
8 5.0 1.93 — 2.69 0.90 9.5
9 1.88 1.55 89.0 1.65 0.45 11.0
Promedio  5.39 1.68 96.8 251 0.69** 14.33
Desviacion
standard  1.193 0.221 8.66 0.570 0.195 4.28
P <0.001 <0.001 <0.001

* Los valores se expresan cn microgramos por gramo e materia hiumeda.
®¢ Se excluyeron del promedio las valores de los grupos 4 y 7.

En las Tablas 1 y 11 se pueden observar los resultados de las
estimaciones de los acidos piriivico y oxaloacético en una serie de
experimentos y de los acidos piriivico y a-cetoglutarico en otra serie,
asi como las glucemias promedio en cada grupo de animales en el
momento de sacrificarlos. En ellas se consignan también las desvia-
ciones “‘standard” de los promedios en cada caso y el valor de P,
como medida del valor estadistico de las cifras encontradas. Al exa-
minar dichos datos se observa que en los cerebros de los animales
tratados con insulina, los niveles correspondientes a los tres ceto-
acidos estudiados fueron de 40 a 60% menores que los encontrados
en cerebros de los animales testigos. Debe hacerse notar que tam-
bién se observaron disminuciones de la misma magnitud en las con-
centraciones del ceto-acido correspondiente a la mancha 5.

Finalmente, es de hacerse notar que las cifras promedio de acido
piravico cerebral que se obtuvieron por los métodos de Bonting y
(Clavallini y colaboradores respectivamente, difieren entre si en un
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TABLA I

NIVELES* DE LOS ACIDOS PIRUVICO Y o«-CETOGLUTARICO EN 1.OS CERE-
BROS DE LLOS ANIMALES TESTIGO Y DE LOS TRATADOS CON INSULINA,
DETERMINADOS POR EL METODO DE SEPARACION CROMATOGRA-
FICA EN PAPEL FILTRO DE CAVALLINI Y COLABORADORES (5).

TESTIGCOS TRATADOS CON INSULINA
. Acido Acido
GRUPO Acide o -ccto- Glucemia Acido oc -ceta- Glucemia
piravico glutdrico promedio piruvico glutdrico pramedio
[J-"/" u.e-/s. mg./100 mi, ui,/l. l‘-"/" mg-/100 ml,
1 7.88 2.49 85.0 225 1.35 15.0
b 6.35 1.65 95.0 2.80 1.00 14.5
3 8.29 2.81 76.0 3.55 1.69 14.5
4 8.01 3.08 98.0 3.71 1.85 19.5
5 4.89 1.97 65.0 231 1.41 14.4
6 5.47 218 | 90.0 1.85 0.81 145
T 5.36 2.15 88.0 2.09 0.94 28.0
8 5.93 292 86.0 221 1.64 23.0
P’romedio 6.52 2.30 84.75 2.59 1.34 17.92
Desviacion
standard 1.344 0.506 10.80 0.690 0.383 5.08
P <0001 <0005 <0.001

& Los valores se expresan en microgramos por gramo de maleria humeda,

18% aproximadamente. Creemos que los datos obtenidos por el mé-
todo cromatogréafico son los mas correctos, ya (ue se acercan mas a
los consignados por otros autores. No obstante, no se hizo la compa-
racion directa con éstos por referirse a otras especies o a zonas cere-
brales localizadas (corteza generalmente).

DISCUSION

k1 hecho de que los niveles de los acidos pirdvico, a-cetogluta-
rico y oxaloacético sean menores en los cerebros de los animales so-
metidos a hipoglucemia insulinica, al compararlos con los observa-
dos en los de los testigos, indica que en estas condiciones la actividad
-del ciclo de Krebs estd disminuida. Iista respuesta parece logica,
ya que la sustancia principal alimentadora del ciclo, el icido pirivi-
co, se consume al méaximo durante la condicion de emergencia (ue
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implica dicha hipoglucemia. Sin embargo, al tratar de relacionar
estas observaciones sobre ceto-acidos con los cambios que sufren al-
gunos aminodacidos en condiciones experimentales similares, surgen
aparentemente discrepancias. Se ha mencionado antes que durante
la hipoglucemia insulinica se reducen en el cerebro las concentra-
ciones de los acidos glutdmico y v-aminobutirico y aumenta la del
acido aspartico (7, 8, 9); el nivel de glutamina no parece ser afec-
tado bajo esas circunstancias (8). Basindose en los hechos anterio-
res, Dawson (8, 9) considera que en condiciones de emergencia,
como lo son las derivadas de la hipoglucemia insulinica, el tejido
cerebral utiliza al acido glutdmico como sustrato oxidable y por esa
razén disminuye su concentracion. La utilizacion de este aminoacido
deberéd ser al través de alguno de los caminos metabélicos que lo
convierten en un intermediario del ciclo del acido citrico; de éstos
los maés probables en el cerebro son los siguientes: 1) desaminacién
oxidativa, que lo transforma en acido a-cetoglutarico (18, 22); 2)
transaminacién con acido oxaloacético, que produce acidc u-cetoglu-
tarico y acido aspértico y que segiin Cohen y Hekhuis (6) es una
de las reacciones mas activas de este tipo en ese 6rgano: 3) descar-
boxilaci6n a acido v-aminobutirico y posterior transaminacién de este
aminodcido con el acido a-cetoglutarico, reaccion en la que se regene-
ra el propio acido glutamico y se origina semialdehido del acido suc-
cinico que finalmente se convierte en acido succinico (20), y 4)
transaminacion con acido pirtvico, reaccion en donde los productos
son alanina y acido u-cetoglutarico (6).

En condiciones normales el equilibrio de las reacciones 1 y 2
parece favorecer la sintesis del acido glutamico o sea el consumo de
acido a-cetoglutarico (6, 18). En el camino metabdlico 3 se encuen-
ira una situacion aparentemente contradictoria entre utilizacion de
acido a-cetoglutarico y regeneracion de acido glutamico. La reaccién
4 no parece ser muy activa en el cerebro (6).

La disminucién del dcido a-cetoglutarico durante la hipogluce-
mia insulinica parece indicar que en el balance entre las reacciones
que producen este ceto-dcido y las que lo consumen, predominan
estas ltimas. Este hecho no invalidaria la hipotesis de que el au-
mento de acido aspartico cerebral durante este tipo de hipoglucemia
pueda deberse a una mayor actividad de la transaminasa glutamico-
oxaloacética, lo que ademas contribuiria a explicar en parte la dis-
minucién del dcido oxaloacético.

Si como parece ser el caso, la fuente principal de acido gluta-
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mico cerebral es el 4cido a-cetoglutarico, al través de la metaboliza-
ci6n de la glucosa (2) y mediante la aminacién reductiva (18, 22),
podria pensarse también que lo que sucede en el cerebro en hipoglu-
cemia insulinica es fundamentalmente una disminucién en la sintesis
de dicho aminoécido, ya que el ceto-dcido mencionado se esta uti-
lizando al méximo en el ciclo de Krebs. Considerando los hechos
desde este angulo, puede explicarse también en forma plausible la
disminucién de caBA, como fenémeno paralelo, pero no asi el alza
en el nivel de acido aspartico.

Dentro de las consideraciones anteriores no se tomé en cuenta
la posibilidad de que la glutamina sea una fuente de acido glutimico
cerebral, al través de su desamidacion, lo que modificaria algunas de
las hipdtesis anteriores. Meister (15) considera la glutamina co-
mo la forma transportable de acido glutdmico, ya que se sabe que
puede atravesar la barrera hemato-encefalica (21), a diferencia de
este aminoacido. Sin embargo, en realidad se desconoce la verdadera
importancia de la glutamina como fuente de acido glutamico en el
cerebro (22).

El esquema general de las alteraciones en el cerebro durante
la hipoglucemia insulinica es todavia muy incompleto, especialmente
en lo que se refiere a las relaciones entre el metabolismo del acido
glutdmico y sustancias que de él derivan, con los metabolitos del
ciclo de Krebs. Para una mejor comprensién de los cambios que
sufran dichas relaciones por la aplicacién de insulina se requiere
mayor acopio de datos, por ejemplo la medicién de las actividades
de algunas enzimas durante la hipoglucemia, tales como la deshidro-
genasa del acido glutamico, su descarboxilasa, y las diversas trans-
aminasas que se han mencionado anteriormente, en comparacién con
las actividades normales. Otros datos que pueden ser importantes
son la medicion de los nimeros de recambio (“‘turnover number”)
de la glucosa, de los acidos glutamico, Y-aminobutirico y aspartico
y de los ceto-acidos aqui estudiados, en cerebros de animales en hi-
poglucemia insulinica, lo que se tendria que realizar mediante las
técnicas de introduccién al organisma de tales sustancias marcadas
con is6topos.

RESUMEN
Se compararon los niveles cerebrales de los acidos pirtavico,

a-cetoglutarico y oxaloacético, entre ratones sometidos a hipogluce-
mia insulinica y ratones normales. Para la estimacién de la con-
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centracion de los ceto-adcidos se emplearon la separacién cromato-
grafica en papel filtro (4cidos pirtvico y a-cetoglutarico) y un pro-
cedimiento colorimétrico (4cidos pirivico y oxaloacético).

En los cerebros de los animales tratados con insulina se encon-
traron niveles de los 4cidos pirivico, a-cetoglularico y oxaloacético
60, 40 y 60% menores respectivamente, que los observados en los
cerebros de los testigos.

SUMMARY

The effect of insulin hypoglycaemia on the brain levels of pyru-
vic acid, oxalacetic acid and a-Ketoglutaric acid was studied in
fasted mice. The estimations of these keto acids in brain were
carried out both by quantitative paper chromatography (pyruvic and
a-Ketoglutaric acids) and by a colorimetric technique (pyruvic and
oxalacetic acids).

The brains of the mice subjected to insulin hypoglycaemia
showed, as compared with those from normal animals, smaller
amounts of pyruvic acid, oxalacetic acid and «-Ketoglutaric acid.
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