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en el Grado en Biologia.
Cuando lo dulce se vuelve amargo
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Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular I. Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad Complutense de Madrid. C/ José Antonio Novais, 12. 28040 Madrid.
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Resumen: en este problema los estudiantes deben aplicar los conocimientos
adquiridos a lo largo del curso para la resolucién de un caso de cierta complejidad que
integra diferentes dreas de la asignatura. Aunque se ha disefiado para primer curso del
Grado en Biologia, es valido para el aprendizaje de Bioquimica en otras titulaciones y
puede ser facilmente modificado para su utilizacidon en asignaturas como Regulaciéon
del Metabolismo e Inmunologia. El caso cuenta la historia de Maria, una estudiante de
18 afios que ha comenzado el primer curso de Medicina y espera llegar a ser
cardidloga en el futuro. En los ultimos meses, Maria ha experimentado una notable
pérdida de peso sin causa aparente, por lo que decide acudir al médico. Tras realizar
las pruebas pertinentes, la Dra. Muiiiz, especialista del Hospital Clinico, le diagnostica
diabetes tipo 1. A partir de este escenario, los estudiantes deben investigar las causas
de esta patologia, comprender el papel fundamental de la insulina en la regulacion del
metabolismo, y relacionar la estructura de la hormona y de los andlogos obtenidos por
tecnologia de DNA recombinante con sus propiedades farmacocinéticas. De esta
forma, al aplicar una variedad de conocimientos para la resoluciéon de las cuestiones
planteadas en el caso, los alumnos consiguen una vision integrada de la asignatura y
constatan la importancia de la Bioquimica para el entendimiento de diversas
patologias.

Palabras clave: Diabetes mellitus. Insulina. Péptido C. Glucagén. Regulaciéon hormonal.
Sefializacion celular/Transduccion. Cetosis. Andlogos de insulina. Punto isoeléctrico.
OBIJETIVOS EDUCATIVOS
Objetivos generales
e Conseguir que los estudiantes aprecien la importancia de la Bioquimica para el
entendimiento de las bases moleculares de diversas patologias.

e Favorecer la comprension del papel de las hormonas en la regulacién del
metabolismo.
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e Apreciar la importancia de la investigacion como herramienta fundamental
para el avance de la Ciencia, y discutir la viabilidad y aspectos éticos de nuevas
terapias.

Objetivos especificos
Después de realizar el problema ABP, los estudiantes serdn capaces de:

e Comparar y contrastar diferentes aspectos de la diabetes tipo 1y tipo 2.

e Definir y entender términos como lipolisis, lipogénesis, cetosis, hiperglucemia,
etc.

e Explicar el papel de lainsulina y el glucagdn en la regulacién del metabolismo.

e Comprender la relacion entre el déficit de insulina y la diabetes.

e Entender la relacién entre composicion y secuencia de aminodcidos de las
cadenas polipeptidicas con sus propiedades quimico-fisicas y funcionales.

e Entender la utilidad de la tecnologia de DNA recombinante para la produccion
de compuestos de interés terapéutico.

METODOLOGIA

e Actividad de aprendizaje cooperativo: Equipos formados por 3 alumnos.

e Presentacidn del problema en clase y puesta a disposicién de los alumnos a
través de la plataforma de docencia virtual (Campus Virtual de la UCM).

e Requisitos: el ABP deberia plantearse al final del periodo académico para que
los alumnos puedan integrar los conocimientos adquiridos a lo largo del curso.

e Tiempo disponible para la resolucion del problema: 3 semanas.

e Tutorias: 2 horas en el aula. Se puede optar por la realizacién de tutorias
externas formalizadas en grupos poco numerosos.

e Discusidn del problema y evaluacion del aprendizaje: sesién Unica en el aula de
2 horas de duracidn. Presentacién de Power Point interactiva y sistema de
respuesta con mandos electrénicos. Aconsejable la presencia de un profesor
adicional para la asistencia técnica.

PROBLEMA ABP
CUANDO LO DULCE SE VUELVE AMARGO"
Los sintomas

Maria Lopez es una estudiante de 18 afios que ha comenzado el primer curso de

! Nota: Los personajes y documentos presentados en este ABP son totalmente ficticios.
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Medicina y espera llegar a ser cardidloga en el futuro. Es una alumna brillante,
aficionada a los deportes al aire libre y voluntaria de la Cruz Roja. En las ultimas
semanas, se siente algo cansada y ha adelgazado bastante. Este lunes estd con su
amiga Inma en la biblioteca de la Facultad preparando el examen de Anatomia.

Inma: Maria, cierra ya el libro y vamos corriendo al laboratorio que no llegamos a
las practicas.

Maria: perdona, no me daba cuenta de la hora. Antes tengo que ir al bafio. Creo
que con esto de los examenes estoy algo nerviosa y voy a orinar cada dos por
tres.

Inma: pues sera por los nervios de los exdmenes o porque no comes pero te estas
quedando mas delgada que Victoria Beckham.

Maria: tienes razon. Toda la ropa me ha quedado grande pero te aseguro que no
hago ningun régimen ni nada. Al revés, como mucho mas que antes. Y beber, ni
te digo. Mi madre también estd todo el dia con lo mismo pero yo creo que esto es
cosa de los nervios y de que me estoy pasando un poco con los cafés. Seguro que
cuando acabemos el curso, me recupero.

El diagnéstico

El curso ha acabado hace dos semanas y nuestra amiga no sélo no ha mejorado
sino que se encuentra peor: no le apetece ir a natacidon porque se encuentra muy
cansada, nota calambres en las piernas, ha adelgazado mas, y sigue orinando con
mucha frecuencia a pesar de que ha suprimido totalmente el café. Su madre esta muy
preocupada y Maria empieza a sospechar que puede padecer hipertiroidismo. En vista
de la situacion, acuden al médico quien, después de escuchar los sintomas, envia a
Maria a Urgencias del Hospital Clinico. Alli le hacen analisis de sangre y de orinay a la
vista de los resultados, queda ingresada en el Centro. Al poco tiempo entra en la
habitacion la Dra. Muiiz, del Servicio de Endocrinologia del Hospital.

Dra. Muiiz: ¢ Maria Lopez?

Maria: si doctora. ¢Ya tienen los resultados? éPor qué me han ingresado? ¢Es
grave?

Dra. Muiiiz: siento decirte que el diagndstico es diabetes mellitus tipo 1. Me han
informado de que eres estudiante de Medicina y, precisamente, de este Hospital.
Supongo que querras ver tus analisis y seguramente no necesitards muchas
explicaciones. Es un caso claro.

Madre de Maria: ¢Diabetes? Pero si no hay ningin caso en la familia. Y ademas,
éno es cierto que la diabetes afecta a personas mayores y obesas? Maria es muy
joven y ya ve usted lo delgada que esta.

Dra. Muiiiz: tiene razon en parte. La diabetes a la que usted se refiere es la tipo
2. La de Maria es la tipo 1. Aunque la denominacién es la misma, las causas son
completamente distintas. La tipo 2 es la que padecen el 90% de los diabéticos. La
tipo 1 es menos frecuente y afecta generalmente a nifios y jovenes. No les voy a
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engafiar: es una patologia grave pero se puede tratar con insulina y Maria podrd
hacer una vida normal.

Madre de Maria: entonces, ése puede curar con la insulina?

Maria: no mama. Por lo que yo sé, la diabetes tipo 1 no tiene cura. Voy a tener
gue inyectarme insulina el resto de mi vida.

Dra. Muiiiz: en efecto. Y deberas tener un buen control de tu enfermedad para
evitar las complicaciones que provoca. Afortunadamente desde que se descubrid
la insulina en el siglo pasado, se han producido muchos avances cientificos y
técnicos que han proporcionado una mejor calidad de vida de los pacientes
diabéticos. Ahora lo urgente es instaurar el tratamiento para normalizar tus
pardmetros. En unos dias, podrds regresar a tu casa. Te dejo aqui los analisis por
si quieres examinarlos.

Servicio de Urgencias

ANALITICA
Parametros Resultado Unidades Valores de referencia
Hematocrito 37.4 % 36.00-51.00
Hematies 4,120.000 /uL 3.800.000-5.300.000
Hemoglobina 12.1 g/dL 12.5-17.00
Glucosa 390 mg/dL 65-105
Colesterol 220 mg/dL 140- 200
Triglicéridos 185 mg/dL 40-170
Urea 50 mg/dL 10-40
Acido Grico 7.4 mg/dL 3.0-7.0
Cuerpos cetdnicos 2.8 mmol/L <0.5
Det. Hormonales Resultado  Unidades Valores de referencia
T4 (RIA) 6.7 pg/dL 4-11
T3 (total) 102 ng/dL 75-175
TSH 2id muU/L 0.2-5
Electrolitos Resultado Unidades Valores de referencia
Sodio (Na*) 125 mmol/L 135-145
Cloruro (CI') 101 mmoll/L 96 -110
Potasio (K*) 6.5 mmol/L 3,8-5,2
Calcio (Ca?*) 22 mmol/L 2,0-2,6
Fosfato (PO,*) 1.22 mmol/L 0,84 -1,45
Magnesio (Mg?*) 0.65 mmol/L 0,73-1,06
Bioguimica de orina Tira reactiva (Método cualitativo)
Glucosa ++
Cuerpos cetonicos +
Proteinas Negativo

Figura 1. Resultados de los analisis de sangre y de orina realizados a Maria en el Hospital Clinico.
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A la vista de los resultados de los andlisis, Maria ha entendido perfectamente
todos los sintomas que presentaba y no se explica cdmo no sospechd que podia
tratarse de diabetes. A los cinco dias del ingreso, los parametros se han normalizado y
nuestra amiga recibe el alta y un informe que le indica el tratamiento a seguir.

Servicio de Endocrinologia

Diagnéstico: Diabetes tipo 1

Tratamiento: 6-8 U Insulina Lispro antes de cada comida; 14 U Insulina Glargina a las
12:00 horas.

Observaciones: Control diario de la glucemia. Acudira al Servicio dentro de 15 dias
para reajuste de las dosis de los analogos de insulina y determinacion del nivel
plasmatico de péptido C.

Revisiones: Inicial a los 3 meses y posteriormente cada 6 meses para control de
Hemoglobina-Alc.

Figura 2. Ficha de alta hospitalaria y tratamiento prescrito por el Servicio de Endocrinologia.

La Dra. Muiiiz le explica cdmo y cuando debe inyectarse la insulina, la
importancia de controlar diariamente la glucemia y qué debe hacer si se produjeran
episodios de hipoglucemia. También le informa de que realmente no utilizard la
hormona natural sino unos andlogos sintéticos de insulina obtenidos mediante
tecnologia de DNA recombinante que permiten un mejor control de los niveles de
glucosa sanguinea. Cuando regrese a consulta, le hara un andlisis para determinar los
niveles de péptido C y valorar la funcidn residual de las células 3 pancreaticas. Y cada 6
meses, debera realizarse un analisis de sangre para controlar el nivel de hemoglobina
Alc (HbA1lc).

Conviviendo con la diabetes

Un mes después, Maria ya se encuentra muy bien. Ha recuperado 4 kilos y se ha
familiarizado con el manejo de su diabetes. Consigue mantener su glucemia en
margenes razonables. En alguna ocasidon tuvo episodios de hipoglucemia pero sélo uno
fue tan intenso que requirié la inyeccién de glucagén.

Figura 3. Glucometro para la medicion de glucemia y pluma para inyeccion de insulina.
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CUESTIONES (1)

1. ¢Qué es la diabetes mellitus? ¢Qué diferencias hay entre la diabetes tipo 1y la tipo
27? ¢Cual es mas frecuente?

2. ¢éCual es la funcién de la insulina en relacion con el metabolismo? éQué relacién
hay entre insulina y diabetes? Maria presentaba unos sintomas claros que
condujeron a su ingreso hospitalario: poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de
peso, calambres musculares y cetosis. éCémo se relacionan estos sintomas con su
patologia? Los resultados de los analisis os pueden ayudar a razonar la respuesta.

3. Uno de los andlisis realizados a Maria fue la determinaciéon de los niveles del
péptido C. ¢Qué es el péptido C y cdmo se origina? ¢Cual es la utilidad de su
determinacién? Hay diversas proteinas que adquieren su actividad bioldgica por un
mecanismo semejante al de formacion del péptido C. Citad algunos ejemplos.

4. Maria tuvo un episodio de hipoglucemia intensa que requirié la inyeccién de
glucagén. ¢Qué es el glucagdn y por qué se utilizé en esta situacion?

5. éPor qué es tan importante un buen control de los niveles de glucemia? Un
indicador del grado de control es el nivel de HbAlc. ¢Qué es la HbAlc? ¢ Qué otros
tipos de hemoglobina conocéis?

Parte 2. Investigando sobre la diabetes

Maria y su amiga Inma estan en la piscina aprovechando los ultimos dias de
vacaciones. Pronto comenzard un nuevo curso.

Maria: gracias a la insulina todo ha vuelto a la normalidad.

Inma: menos mal que alguien la descubrid. ¢Sabes quien fue?

Maria: pues no. Y me gustaria saberlo porque si no fuera por su descubrimiento
no podria sobrevivir. Pero, iqué pesado es tener que inyectarse insulina 4 0 5
veces cada dia! Ya podia inventarse algun otro sistema.

Inma: a lo mejor lo estan investigando. Yo he oido algo de que se podria arreglar
con células madre. Por cierto, éno me dijiste que utilizas una especie de
hormonas sintéticas que funcionan mejor que la natural?

Maria: mas o menos. La Dra. Mufiz dice que son mas eficaces para mantener
niveles adecuados de glucosa en sangre. La que me pincho antes de las comidas
es una insulina rapida y la de por la noche es una insulina lenta.

Inma: éy en qué se diferencian de la insulina verdadera?

Maria: pues ahora que me preguntas.... no lo sé. En el curso nos explicaron lo
importante que era la insulina para regular el metabolismo pero no nos contaron
nada de todo esto. Podriamos investigarlo porque como puedes suponer a mi me
interesa mucho.

63



Reduca (Biologia)

Serie Bioquimica y Biologia Molecular. 6 (3): 58-69, 2013.
ISSN: 1989-3620

Inma: a mi también porque me empiezo a plantear hacer el MIR en
Endocrinologia. Seguro que en la biblioteca de la Facultad encontramos

informacién. Y también podemos mirar en Internet.
Maria: de acuerdo. Esta semana empezamos.

Poco tiempo después, Inma y Maria han descubierto informacidn interesante:

MADRID AL DIA. Edicion Digital 14 de Octubre

11 de Octubre: DiA MUNDIAL DE LA DIABETES

Hoy, 14 de Octubre se celebra en todo el mundo el dia contra la diabetes. Esta iniciativa surgié para
concienciar a la poblacién y a los poderes publicos de la importancia de esta patologia que afecta ya a mas

de 280 millones de personas.
Diversos organismos internacionales como la Internacional
Diabetes Federation estiman que en 2013 habra 430

0 e millones de enfermos en todo el mundo. Particularmente

400 | = preocupante es el hecho de que en los tltimos afios esta

8 a0 habiendo un crecimiento espectacular en los paises

é oo |1 Lied desarrollados del nimero de nifios y jévenes afectados por

diabetes tipo 1. También aumentan extraordinariamente

1 ” los pacientes de diabetes tipo 2, lo que se relaciona con el

4 p— — e p— modo de vida y los habitos de consumo en los paises
2000 2003 2010 2030

occidentales. Es fundamental que el Ministerio de Sanidad

Afo % p . el E :
y Consumo organice campanas de informacién y deteccién

Crecimiento del niimero de diabéticos en el mundo desde el aiio : X
2000. Fuente: Diabetes Atlas de la Int. Diabetes Federation. precoz de la diabetes ya que asi se POdl'lal'l evitar muchas de

las graves complicaciones asociadas a esta patologia.

Boletin Médico Sanitatis. N° 28
DESCUBRIMIENTO Y PRODUCCION DE LA INSULINA

En 1921, los fisiélogos canadienses Banting y Best extrajeron por primera vez la Insulina del tejido
pancreético de perros. En enero de 1922, los investigadores inyectaron 7.5 ml de un extracto de insulina a
Leonard Thompson, un nifio diabético de 14 afos que pesaba 29 Kg y se encontraba al borde de la muerte.
Se desarrollaron abscesos pero su glucemia se redujo de 440 a 320 mg/dL. Seis semanas después,
consiguieron un preparado mas purificado que resulté efectivo para el control de la glucemia sin provocar
estos efectos adversos. Leonard vivié una vida relativamente saludable durante 13 afios mas, falleciendo de
una neumonia a los 27 afios.

Banting y Best cedieron sus derechos a la Universidad de Toronto por un ddélar. Inicialmente la insulina fue
producida por esta Universidad bajo el nombre de “Connaught”. EI 30 de Mayo de 1922, 1a Compaiiia Lilly
firmé un acuerdo para pagar royalties a la Universidad y producir y comercializar la insulina. Desde
entonces, la administracién de Insulina exégena ha salvado la vida a muchos diabéticos. Por su
descubrimiento Banting fue galardonado en 1923 con el Premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina compartido
con Macleod. (http://www.nobelprize.org/mobel_prizes/medicine/laureates/1923/banting-bio.html).

Los primeros viales de insulina contenian 10 U de la hormona y se inyectaban de una vez 3-5 ce. El dolor y
la aparicién de abscesos eran comunes hasta que se pudo disponer de insulina mas purificada. Desde los
afios 30 hasta los 70, la hormona se obtenia a partir de cerdos o vacas. Cuando se conocié la secuencia de la
insulina humana, se pudo modificar la insulina porcina, de forma que con este preparado se evitaba la
formacién de anticuerpos. Los avances cientificos permitieron obtener en 1982 insulina humana por
tecnologia de DNA recombinante. De hecho, la insulina fue la primera proteina producida por ingenieria
genética aprobada para uso en humanos.

Figura 4. Resefas de la prensa local con motivo del dia mundial de la diabetes.
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ANALOGOS DE INSULINA: UN PASO MAS EN LA LUCHA CONTRA LA DIABETES

Las innovaciones biotecnoldgicas de los ultimos 25 afios han permitido un
rapido desarrollo del sector farmacéutico. La insulina terapéutica es uno de los
productos biofarmacéuticos mas importantes ya que las ventas en todo el mundo
generan 4.5 billones de ddlares anuales. Dentro de este mercado, los analogos de
insulina, obtenidos por tecnologia de DNA recombinante, adquieren una importancia
creciente. Permiten un control adecuado de la glucemia que es dificil de conseguir con
la administracién de insulina humana exdégena ya que ésta no mimetiza la respuesta de
la hormona enddgena a la ingestidn de alimentos, ni su lenta y constante liberacién
para regular la lipdlisis y la liberacidn de glucosa hepatica.

Los andlogos de insulina se obtienen modificando ciertos residuos de la
hormona natural para variar sus propiedades y conseguir distintos perfiles
farmacocinéticos.

Lispro, Aspart

Regular

l

NPH Insulina Ultralenta

|

l Glargina

Nivel Insulina plasmatica relativo

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

Figura 5. Perfiles farmacocinéticos aproximados de la insulina humana (regular) y de distintos
analogos de insulina. Se muestran los niveles plasmaticos relativos que alcanzan las diferentes formas
tras la inyeccidon subcutanea y la duracion de su accidn, que presenta una notable variabilidad
interindividual. Fuente de los datos utilizados para elaborar la Figura: Hirsch, J. B. 2005. N Engl J Med.,
352:174-183.

Los analogos ASPART o LISPRO (“insulinas rapidas”) alcanzan su pico de accidn
rapidamente tras la inyeccioén, por lo que se administran inmediatamente antes de las
comidas. El analogo GLARGINA (“insulina lenta”) se introdujo en 2001. Su
comportamiento difiere del de la insulina regular y las insulinas rapidas porque los
niveles plasmaticos aumentan ligeramente tras la inyeccién y se mantienen constantes
durante 24 horas, mimetizando la secrecién basal de insulina endégena. La GLARGINA
se produce por modificacion de la molécula de insulina segun muestra la Figura 6.
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Cambios respecto a la Insulina:

- Sustitucion de Asn por Gly en la posicién A21
- Adicién de dos residuos de Arg en la posicién B30

Figura 6. Estructura de la molécula de insulina y cambios introducidos en el analogo Glargina.

CUESTIONES (I1)
6. ¢Por qué lainsulina ha de inyectarse y no puede ingerirse por via oral?

7. éCémo se podrian romper los puentes disulfuro que unen las cadenas Ay B de la
insulina?

8. Los dos residuos de arginina que se afiaden a la cadena B de la insulina para formar
la Glargina, éestan unidos al extremo N-terminal o al C-terminal? éQué tipo de
interacciones podrian establecer los residuos de arginina en el seno de una
proteina?

9. La modificacién de la molécula de insulina conduce a una variaciéon del punto
isoeléctrico (pl). éCudles son los pl de la insulina y de la Glargina? ¢Qué
consecuencia tiene este cambio y cudl es su relacién con el perfil farmacocinético
de la Glargina?

10. ¢Se estan investigando actualmente alternativas para el tratamiento de la
diabetes? ¢ Conoce alguna otra aportacién de la Bioquimica que haya sido util para
la identificacidon de las causas o el tratamiento de enfermedades?

Restos ionizables pK Insulina humana  Glargina
por molécula N° residuos N residuos
a-COOH 4.7 2 2
a-NH, 7.8 2 2
Asp yGlu 4.7 4 4
Tyr 9.9 4 4
His 6.5 2 2
Lys 10.2 1 1
Arg 12.0 1 3

Tabla 1. Nimero de residuos ionizables por molécula y valores aproximados de pKs de dichos residuos
para el calculo de los valores de pl de la insulina humana y de la Glargina.
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SESION DE EVALUACION: PRESENTACION INTERACTIVA

A continuacidn se muestran fragmentos del Power Point presentado en clase
en el curso 2011-2012. Como en los ejemplos anteriores, este caso puede adaptarse
para su utilizacién en docencia de Bioquimica de otras titulaciones y en asignaturas
como Regulacién del Metabolismo o Inmunologia.

Diabetes Mellitus

Cc2

¢Qué es lainsulina?

A.- Una proteina estructural
B.- Una hormona esteroidica
C.-Una hormona catabélica

D.-Una hormona anabalica

Lamés grave ia de insuli i iantes orales
iy ‘e E.- Un polisacirido de reserva
Aparece en nifios y jévenes Aparece en adultos L
Comienzo brusco Desarrollo gradual
mgu"ml'"h “:"hf'f’d' insulina “c“'d‘:dnlmld;.'"’"l'r“ S 123 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 45 16 17 18 19 20 20 22 28 24 25 (M—rowmeCT
#acgenaipard’sobravivie paracomrolar-ia niparglucemic 2627 2029 30 51 %2 %34 35 36 57 35 50 40 4 @ 6 44 & @ 47 4 4y S0 | M o—i——=

idad Asociad besidad (80% pacientes) 51 52 53 54 55 56 57 56 59 B0 B1 62 63 B4 B5 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

Causa: procesos de autoi a
76 77 76 79 80 81 62 65 84 65 96 &7 86 89 90 91 92 93 94 95 95 97 9 99 100

Produccién industrial de Insulina
C4

Para purificar la insulina recombinante hay que separaria de diversos
4% contaminantes para lo cual se utiliza una cromatografia de

Afos 30 hasta 1978

it 97 |pr—
Ia Insulina humana penetrabilidad. Prediga el orden de elucion de la insulina y los

1960:

contaminantes A, By C sabiendo que sus pesos moleculares son:
Insulina: 5600 Da; A:12000 Da; B: 130000 Da; C: 50000 Da

Millones

A.- Insulina, A,C, B

5
4 ”
51
2000 200 210 29
Afio
Dishetes Atlss de ka IDF {Internacional Diabetes. C.-A, C, B, Insulina
Federatlon]

B.-A, B, C, Insulina

Un pdncreas
de cerdo
rinde la .
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B.-Al hacerse mis bisica forma enlaces iGnicos con la hemoglobina sanguineay otras
B-70 proteinas plasmiticas y se inactiva
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