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Five obese patients were studied during 7 days, 750 mg of tolbutamide, per os, was given.
Blood samples were drawn at basal state and at 3, 5, 7 days during the treatment and 6 days
after it. The values of transglutaminase activity (that in the basal state were similar to that in the
controls) decreased significantly at the seventh day of treatment (72.3 %). This decrease was
transient and rapidly returned to the basal values when the drug was suspended. The results
suggest that sulfonylureas exert in part their hypoglucemic effect by modificating the insulin
receptor binding through the inhibition of transglutaminase activity.
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La transglutaminasa (EC 2,3,2,13) es
una enzima calcio dependiente que cata-
liza la formacion de puentes de union
entre proteinas (3). Se halla en diversos
tejidos y participa en algunos procesos
biologicos tales como la coagulacion san
guinea (3), la formacion del grumo post-
eyaculacion (7), la exocitosis de la insu-
lina (12) y la endocitosis de algunos com-
plejos proteina-receptor (5).

Recientemente se ha descrito que las
sulfonilureas hipoglucemiantes ejercen un
efecto inhibidor sobre la actividad trans
glutaminasa in vitro (6). Sin embargo, 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

existe escasa informacion sobre la accion
de estas sustancias in vivo.

El presente trabajo tiene por objeto
investigar en humanos el efecto de la ad-
ministracion cronica de tolbutamida, so
bre la actividad transglutaminasa de los
hematfes.

Material y Metodos

Se estudiaron cinco pacientes afectos de
obesidad exogena, cuya edad oscilaba en
tre 32 y 34 anos y su peso relative entre el
150 % y el 180 % del ideal, de acuerdo
con las tablas del «Metropolitan Life In
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surance» (2). Todos ellos dieron su con-
sentimiento por escrito para participar en
el proyecto de investigacion, que fue
aprobado por el Comite de Investigacion
Clinica del Hospital. Ninguno mostro
enfermedad asociada ni relato tomar me
dication alguna. Su ingesta calorica fue de
2.200 Kcal, 43 % en forma de carbohi-
dratos desde 3 dias antes y durante el
estudio.

Despues de obtener una muestra de
sangre venosa en condiciones basales se
inicio la administracion oral de tolbuta-
mida (750 mg/dia, en tres tomas), durante
siete dias. A los 3, 5 y 7 dias del trata-
miento y a los seis dias de finalizado, se
obtuvo una nueva muestra de sangre en
condiciones basales.

La sangre se recogio en tubos heparini-
zados colocados en un bafio con hielo y
tras centrifugacion (800 g x 10 min a
4° C) se separo el plasma y los hematies.

La glucosa plasmatica se determine por
un metodo de glucosa oxidasa (8) y la
transglutaminasa de los hematies de
acuerdo con el metodo que se describe a
continuacidn.

Se tomaron 500 /zl de hematies, se lava-
ron 2 veces con tampon TRIS-C1H (50
mM-pH 7,4) con sacarosa 225 mM de
ellos, 200 /zl se suspendieron en el mismo
tampon y se homogenizaron por sonica-
cion (5 veces, 5 s). El homogenado se
centrifugo (2 min X 800 g) y una alicuota
(30 /zl) del sobrenadante se incubo a
37° C durante 30 minutes con 70 /zl de
medio de reaccion compuesto en su con-
centracion final (mM) por TRIS-C1H 50
(pH 7,4), sacarosa 67,5, Ca+2 0,5 y N-N,
dimetilcaseina 1 % (peso/volumen; Cal-
biochem e histamina (H3 - 2,5) con un
contenido de 5 /zCi/ml. La reaccion se
pare al anadir 1,0 ml de acido tricloroace-
tico (10 % peso/volumen). Tras ello, se
centrifugo (4° C X 5 min X 800 g) y el
precipitado obtenido se Iav6 5 veces con
acido tricloroacetico (1 ml). Finalizado el
lavado, el precipitado se suspendio al ana-
dir 0,5 ml de NaOH (0,5 mM) y con 1 

ml de H2O fue transferido a un vial de
contaje. EL contenido radiactivo se exa
mind mediante liquido de centelleo.

Todos los resultados se corrigieron res-
pecto a un valor control hallado en pre-
sencia de homogenados de hematies y en
ausencia de Ca+2. Los valores de trans
glutaminasa se expresaron en porcentaje
respecto a los valores obtenidos de un
control procesado en el mismo experi-
mento. Los datos se presentan como me
dias + SEM.

Para el analisis estadistico se usd la
prueba de la t de Student para muestras
apareadas.

Resultados

Efecto in vitro de la tolbutamida sobre
la actividad transglutaminasa de los he
maties. — Cuando la tolbutamida se ana-
dio al medio de incubacion, inhibio la
incorporacion de la histamina (H3—2,5) a
la dimetilcaseina a concentraciones de
Ca2+ 0,5 mM.

El efecto inhibitorio de la tolbutamida

Tolbutamida mM

Fig. 1. Efecto in vitro de concentraciones variables
de tolbutamida (escala logaritmica) sobre la activi
dad transglutaminasa en homogenados de hematies.
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Fig. 2. Efecto de la administration oral de tolbuta-
mida a patientes obesos sobre la actividad transglu

taminasa de hematies.

esta en relacion a su concentracion en el
medio de incubacion, siendo mas acusado
el efecto inhibitorio al anadir concentra-
ciones superiores a 5 mM (fig. 1).

El efecto inhibitorio de la tolbutamida
a concentraciones fijas de histamina
(H3—2,5) no vario al modificar las con
centraciones de Ca2+ en el medio (datos
no mostrados).

Actividad de transglutaminasa y admi
nistration de tolbutamida a patientes obe
sos. — La actividad transglutaminasa de
los hematies de pacientes obesos fue de
437,3 ± 17,1 pmols/mg Hb/60 min, simi
lar a la referida en individuos con normo-

?eso 432,0 ± 15,5 pmols/mg Hb/60 min.
ras la administracion de tolbutamida los

valores de transglutaminasa disminuye- 

ron, siendo de 72,3 %, a los 7 dias de
tratamiento (valor inicial 86,2 %), des-
censo con valor estadistico significative p
< 0,01 (fig. 2).

Este descenso se detuvo y los niveles de
actividad transglutaminasa en hematies
retornaron a los valores iniciales, previos
al inicio del tratamiento, a los 6 dias de
haber suspendido la administracion de
tolbutamida. Ningun efecto hipogluce-
mico se observe ni durante ni tras la
administracion de la tolbutamida (ta
bla I).

Discusion

Los resultados demuestran que la tol
butamida usada en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipus II, inhibe la activi
dad transglutaminasa en homogenados
obtenidos de hematies humanos.

La inhibicion de la transglutaminasa
por la tolbutamida, estudiada en homoge
nados de hematies, ya habia sido descrita
por SCHRIER y JUNGA (11). Sin embargo,
solo se habia referido el efecto a concen
traciones de tolbutamida 20 mM sin esta-
blecer si habia una relacion inhibitoria
dosis-efecto.

Podria considerarse que la tolbutamida
inhibe a la transglutaminasa por un meca-
nismo competitivo respecto al Ca+2. El
hecho de que no hayamos hallado varia-
ciones en el porcentaje de inhibicion a
distintas concentraciones descarta tai po-

Tabla I. Valores individuates y medios de glucemia (mg %) antes, durante y despues del tratamiento con
tolbutamida (750 mg/dia).

PACIENTE DIAS

0 3 5 7 12

1 95 100 95 98 97
2 93 89 100 92 90
3 99 102 78 78 —
4 91 70 84 83 81
5 180 185 165 195 181

Media ± SD 98.6 ± 4,31 109,2 ± 19,83 104,4 ± 15,68 109,2 ± 21,78 112,25 ± 23, 14
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sibilidad. Al no disponer de tolbutamida
marcada con un isotopo radiactivo no se
ha comprobado si la tolbutamida podna
tratarse de un sustrato para el enzima y
por tanto su efecto inhibidor ser competi
tive respecto a las aminas o poliaminas.

Por otra parte, del analisis de la curva
obtenida se desprende que, concentracio-
nes bajas de tolbutamida tales como las

3ue pueden hallarse tras la administracion
el farmaco en pacientes diabeticos [con-

centraciones proximas a 40 ^iM(13)] no
tendrian efecto inhibitorio in vivo. Elio
es sorprendente, dado que en nuestro es
tudio la administracion de tolbutamida a
los obesos objeto de estudio provoco una
inhibicion significativa de la actividad
transglutaminasa de los hematies. Podria
explicarse si admitieramos que la concen-
tracion intracelular de tolbutamida fue
superior a la descrita en plasma o que al
metabolizarse la tolbutamida se obtuvo
un producto con mayor actividad inhibi-
toria de la transglutaminasa que la refe-
rida tolbutamida.

Puede asimismo ser objeto de discusion
el considerar si el efecto de la sulfonilurea
sob re la enzima es un efecto directo, o
mediado por cambios en los niveles plas-
maticos oe glucosa. Sin embargo, los re-
sultados descartan esta ultima posibilidad
ya que muestran como a las dosis de
tolbutamida administradas no se observa-
ron cambios en los valores de glucemia.

En conclusion, la inhibicion de la
transglutaminasa celular por la tolbuta
mida sugiere que uno de fos posibles me-
canismos por el que las sulfonilureas ejer-
cen su efecto extrapancreatico es a traves
de la inhibicion de la transglutaminasa en
determinadas celulas con receptores diana
a la insulina. Asi se ha descrito que la
transglutaminasa participa en los endoci-
tosis de los ligados protema-receptor (5).
Una inhibicion de la transglutaminasa po
dna llevar a un bloqueo parcial del pro-
ceso de endocitosis (2), por ejemplo del
complejo insulina-receptor. La lentitud
de este proceso podna modificar tanto el 

numero como la afinidad de los recepto
res a la insulina (4, 10), como ha side
descrito tras tratamiento cronico por la
sulfonilureas (9).
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Resumen

Se estudia en 5 pacientes obesos el efecto de I
tolbutamida (750 mg/dia, oral, durante 7 dias) sobr
la actividad transglutaminasa de hematies, en condi
ciones basales, a los 3, 5 y 7 di'as del tratamiento y
dias despues de finalizado este. Los valores de acti
vidad transglutaminasa disminuyen de forma signifi
cativa a los 7 dias de tratamiento (72,3 %), pero est
descenso es transitorio por normalizarse al suspen
der la administracion del farmaco. Elio sugiere qu
las sulfonilureas que ejercen en parte su efecto hipc
glucemiante al modificar el ligado insulina-recepto
podrian modular su accion a traves de la inhibicid
de la transglutaminasa.

Palabras clave: Tolbutamida, Transglutaminasa*
Efecto hipoglucemico.
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