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RESUMEN

La msulma sccrelada por las células B pancreaticas juega un papel
importantc -¢n cla homeoslasns de la glucosa. Este monosacdrido cs cl
secretagogo mas 1mpon1anle en la secrecion de insulina y participa también
en .la regula" de: bmsnnesxs dela hormona. Ademis de la glucosa,

existen otros secrelagogos que. csnmuldn la secrecion de insulina, entre los
que sc enulemran el agomsta muscarnuco carbacol (CCh) y el mensajero

aISlddﬂS ‘de ratas de’ |8 dias d(, vida intrauterina (v.i.).

‘Se observe’ quc la'respuesta de las células f fetales a la glucosa cs
heterox,enea En la concentracion de glucosa basal (5.6 mM) se observaron
2 subpoblaclones de células B con diferente tasa de secrecion de insulina,
‘sin embargo cuando las células fucron estimuladas con concentraciones de’
'glucosa alta (20.6 mM) se encontré ademds una tercera subpoblacion,

.+ EL.CCh potencié la secrecion de insulina en las células fetales al *
igilal que en las células adultas (Hiriart y Ramirez-Medeles 1993) ecste
efecto dependi6 de la concentracion extracetular de glucosa.

Un dato interesantc obtenido cn este trabajo, es que el analogo db-
AMPc aumentq la secrecion de insulina Unicamente en presencia de CCh..

En conclusion se puede decir que las células B fetales exhiben una
extraordinaria plasticidad para responder a los diferentes estimulos a los
que son expuestas, de manera similar a las células B adultas.




INTRODUCCION

I.l pancreas del '1 mumlferos. : ]
El pancrcas LS un.1 glundula mma “de sccrcuon tanto cxocrma i

como cndocnna Lﬂ funcron e\ocnm la rcah7a cl tc_ndo acmar quc cldbora :

Ilevan a cabo s lslo(es de',angellmn% los cualc : controldn <.l o

mctabohsmo de los mxlnen(es a traves de hnrmonaq como Ia msuhna yel o

g]ucagon quc s sccrctan hdua el lorrcn(e szmgumeo

Estruclum del z.sl()le ptmcreatlco

Los 1slotcs s¢ encucntran scparadoq dcl resto del lejldo pancrcatlco

cel ulas pp

prescntes celulas endotehales ncrwosas y f' broblastos ]
En el 1slole Ias celula: endonnnas ‘se encuentran cn comumdddes

celulares orgamzadas (Oru et al 975), donde en la rata las células B se



distribuyen en la parte central del islote. y. constituyen el 80.% de-la
poblacion ccluldr dul lslole las células o« y las células & sc distribuyen

hacia .la - reglon penfenca det lslotc y Iorman (.l 15-% y. 5 %

rcspcctwamenlc d(. la poblacton total del islote (vcr f bum I)

La orgamzacmn de’ lds cclulas pcnmle que los producloq secretndoq‘

molec.uhr (como sustratos” membohcoq) a través de umoncs wmumcdntes :

Las umones comun c'mte: -onduccn Ias sefiales’ bxolcutnca:. y es posnble
que p'mlcnpen asizen el conlro] dc la sccrcuon honnondl (Mcda et al

1983).-

-Histologia y ultraestructura de las células f.

de'8a 10 cclulas alrcdcdor de un capllar con su polo apical o secretor

onentado h'xcm la Iu7 del mlsm() (Bonncr-er 1988).

niicleo prommc.me renculo cndoplasmlco rugoso Y hso '1pnralo de Golgi,
mlcrolubulos, mlcrof' lamentos (| [edeqkov I980) y
250 a275.

ni (Cook yv 'Iabomky, 1990) ‘Los grdnulos de msuhna on opacos a los

nnlocondnas ]

numcrosos z,ranulos secrclores de msulma cuyo mmano

elcctrones y se hfien de color purpur'l con aldehldo fucqnm



£y
criuias a (7 eeason

corvian o @) osarosianine

crimnas 6 () wamen

Figura 1. Anatomia det islote pancredtico dc rata..En fa figura -
se representan las principales células que lo integran. Nétese
1a predominancia de células 3y su distribicion en ¢l centro
del islote ("lodlﬁC‘ld«’! de Orci y Uny.r, ‘)75)

Ongen embrmldglca del pdncrens

Todavna se dcbatc cl orlgen embno O[,ICO ‘de la: celulas endocnnds '

pmxcreatlcas El punm dc vxsla lradlclonal eslnblece que' dcnvan del

endodemlo “del mxsmo mndo “qu y conductos

vo'(Pnctet‘y Rutter 1977)

pancreallcos procedentcs del mtesuno pnm



Hipotesis mdodernuc.l del desarrollo dc! p{mcrcns Lndocrmo. )
Por medio (le ob:ervac:oncs bmqmmxc.ﬁ y ultmesmxctum]es Plc‘el
y Rutter (197'7), suyncron quc (,] p'mcrcm de’ vamq cﬂpecws. muluycndo

la rata se dc.sarrolh en do: fase

a) n la pm'A

pancrc:mco

Solo hasla lo 14 |5 dlas de gestacnon en Ia rata los lsloles fonnan'

una estruc(um en forma dc cordones situadas en uno o vanos acmm yalos

20-21- dns se observdn islotes maduros, con su fonm redon(la hpxca ¥



rodeados de fibras de colm..cna

Los 1slotcs aumcnldn ‘de (amaﬂo posnm.ilmentc en un.x relacion

proporcxonal al pcso corpor Al pdn.ccr gran parte del crcumu.nlo de los

islotes es debldo al aumento de mmaﬁo dc los lslmcq prce\lslcntw y no d

l\parecen aprommadamcmc en el dm 16 dc Ecs(acmn ¥ Hcg,zm a scr cl upo

cclular prcdomm'mte por:el (lla 18-19 de gesxaclon sx"embargo san

ﬁmclonalmentc mmaduras para sccrctdr msulma (Ammon 1989 Rorsman""

I989) mlentras quc las células @ y 5 han sido dclcclddas poco .lntcs del
dia |5 (Plctct 1972)




Hipdlesiv ectodérmica del origen del pincreas endocn'no.

Enbasc a estudios citoquimicos y uhrdcslrucluralcs s¢ ha propuesto
que las células de la cresta numl comnbuycn al dcsarro”o de los 1sloles'
pmcrcahcos Pe'que (1969) t.ouqldcro por* pnmcm vc7 1 Ias u.lulas
endocrinas sccretoms de polipéptidos’ dcmro del eqquuna del mlcma

APUD (Ammc content ~and/or dmme prccursor ‘uptdkc : and'

dcscarboxlhnon) en bxlse a una carauemuca enzunauc' comun y ‘que

consiste enla CdpaCldad de captacion y duscarbo“hcron dc prccurqores de

- ammoacndm d(. monomnnas ﬂuorogemcaq (3 4 dlhldr \lﬁ,mldhnma para

calccohnunas o 5 )ndmmr'pt( l’éno pam ‘erol ma) y una L-ammoacndo .

observada eu las (.clulas [S e ue son electncamcme cxu!ablcs (Dean y

Mat(hews, 1968 revisado” po! Ozawa’ y _Sand 1986) y rcsponden a los

dc la lllSllllIld a lraves de un-

esumulos por dcspolanzacxon y 'xocnos'



proccso analo;,o i la hbt.rauon de ncnrotransxmsnrcs

Otra car'lclcn sllca que apoya un poslble ongun nuu oectodenmco es

que hﬁ celulas [5‘ e‘(txcndcn proccsos paru:ldos a'los neuronaleq dc mancn

parte dorsal y por

la ancna mcscnlcmd wperlor cn su reglon venlra! E pancreas’ recibe




ramas de Ja arteria ccliaca a través dz. la anarm p"mcrcdm.o duodeml ¥

esplénica -y también |ec1bc pequeias mnm dc la 'mena hcp.moa El‘,

drulaje venoso To llevan d cnbo las vcn'is cqplemua y mcsenw

‘)92)

Las celul')e cndocnms estir separ'ld'ls del compamnnemo vasculal

dcc

lulas®endoteliale

,.por un upacm lmersucml

facilitan el |ntercambm : pt.quefhs molccul

entre el cspacio’ intersticial -

¥y vascular (Bcalery QOrc 1985) ;

! chulacl(}n nervigsa de la secrecion de insulina

In ervaczdn clel pdncreas.’
‘Cajal (1891 Mullcr (I89’) (utados por:Coupland ]958) ﬁleron :

los pnmerm en estudlar la: mt.rvacnon del-p

ancrcas cllos ;obqer\mron

. aferencms yie | las udtmolam en. cl nslolc Estas Fb'

proccdcn(cs de

encstradas; “que .

. los snstemas snmpallco y parasnmpatxco (De Castro I923) forman un plexo G

con Ia parcd de los Vasos sanguincos y eslan asocmdm con’ l

YJ}(iOyﬂCll\gr :
: (Coupland 1958 Porie, et al, 1981). LA

Las fibras nerviosas no forman smapsns c,lasuas con las’ celuxas dcl
islote, pero atn asi, liberan su neurotrammxso Ln ‘illlOS espccxahzados

Los nervios. terminan .abruptamente: a unm 20 30 nm de - la” célula



cudocrma, por. Io que.cl neurolransnuaox difunde a través del \.spauo
cxtracclular df\.C(dmiO asia v‘lms cclulas (Porte, 1981).

La’ f' bras cmuohunmcrgmq dcl simpatica provienen del- nervio

eqplacmco y cntran "11 slotc via cl (,ang,lm celiaco (Vcr hbura 2) La-

m|ehm7ados cn Ia penfena dcl |slote Asumsmo con anahsns qumlCDb y

con microscopia de’ ﬂuorescencxa se han observado nervios snnpaucos en

10



¢l pancreas- de rata. de 21. dius. de.'v.i.. (Gasparo,_ et al 1978). Estas
Ol)SCFVilCiOHCQ‘ ‘sugiér'én que, el péncréue. felexl-prcscnta una’ inervacion
s|mp'mca y parasunpdum mtnuseul c.specnf'ca del lslolc

Ll snstcma nervuoso u.ntral modula la llberauon zk Ids hormonas en

las celulas [}, a traves dc la umén de’ los nu\rolramlmsore: alos u.u.plou.ﬁ

mcmbran'ﬂcq e:peclhcos como son: reu.plorcs musc'mmcos del subtipo -
MB p'm acetllcohnd (ACh) (Henqum Ncnqum 1988) receptores” ) -
'xdrenergcos (mlnbnonoq) para cpmcfnnd (Schun y Plpe]eers 1986) y ﬁl
y. Bz ndrcncrglcos (csllmulatonos) para norupmcfmm (Ahr(.n el d] :1986).
Se han dcscmo también reccptorcs (Al) p’lm
(Hlllauc Buys 1994)

-Es pmlble qm cl hlpot.ilamo modlf' quc de una maner

idmosma (mhlbnorms)‘_‘j

ndifcctﬁ Ta

del nucleo ventrolalcml aumenta lus mvc]u. dc meuhm q:h afectar ul mvcl
dc ;,luca;,on (Steﬂens ct d] 1981 y 1984)

1



erplicnice
Inlote de Langeshans

» & %/ Célula D

muluu_&mnhmmu
lmq_o  sanguineo, con lo bnjndu:bl tecretados

h;,ur.l 2, Representacion csquumllc:l de la inervacion por ¢l sistema nenvioso
del islote p (madificada de Porte et al.; 1990) :

Receprore' muscarfnn.m i : -
Fmstcn multlples receplorcx mitscarinicos pma ACh que dlf’eren en

la: accwn 'Llular y f'sxo!og,lc'l de.la ACh: Hasla ahor'

; lonado y!

qecucncmdo 5 gcncs de receptores muscannu.os “de- dxvcrsm tejldoq de'

humano- (Bonner et al 1987, Hulme et ‘al., l990 y 1993) ']odos loqj.' E

rcccptoreq muscarinicos forman una es!ructura gencncd comun que:] B
consiste de 7 dominios transmembranales hldrof‘obu.os con un. sccuenua )

N-terminal extracelular y una C-terminal mrracchnlar (Huhne:et_al 199?)

Los receptores muscarinicos coutienen - varios rcsidu'ovdc acido: - s

aspartico muy bien conservados los cuales es posible esién mvolucrados
en la union del grupo cationico del ligando (agomsm 0 anlagomsta) (l lulme )
etal., 1989). :

Por medio de estudios de f'lrmacologn se observo que en lo~ |slo!eq :

12 .



pancreaticos . se- encuentra- el subtipo M3 de l'ccc;)forcq muscarihicm
(chqum ) Nenqum. 1988 \/exspohl et al,, !9)0) el cual tamblen s¢

encuentra en el pdncrcas cxocrmo (Dchdyc of al ‘)83), m wsta dc ta

inhibicién cspccnﬁca de-este leceplor con el amaboms( :
1990)

a menl s.ul('alo

hexociclo (smc) (Vt.rspohl c( al.,

e

Stslema de tram (l/lcuén de los receplore mmcar(mcav

de, )a acuv‘aclon de una fosfohpasa Cj‘csta (os(ohpasa hidroliza

f’o:fomosmdos membramles (fosf'mdll momol 4, 5 hmfosfalo) (Wollhelm.
ctal’ 1986 Morg,an ct al l985 Bcit y Mnlalssc l983a) formando a su vez,
dos moléculas lmponame: enla secrecmn de msulum el inositol trisfosfato
(P yel dlacnlghcerol (DAG) (Lason el '11 )090)

Lm rcccp(orcs M- y M3 dependlcndo del tlpo celular, tamblen

puedcn producrr un dumenlo en el AMP por la aclwacnon dc ld adcmldto‘

glucosa y pennanecc brevv.meme (l mmuto) despucs dc la mgcsuon de

13



uhmemos lea respuesh tcmpr'ma dc seereeion “deinsulina no se ha
obscrvado en mlas va;,o(oxmzadab y pcztundxdas con dlropun (Berthoud, et

'1! l980 anus:en et al; “), lo’ ‘ual apoyd el pale del pamsm\pahco

en medmr fa. i‘aae cef Alica dc Ia secrccmn ‘de msulmd

Dumnte la tdsc mtestmal de la dxgcsuon‘ h "ccremon de msnhna es

Bwqmmw 4
ﬂ hstructura de

resrduos ludrofobncos en la regxon C-tcnnmal de Ia cadena B (Balyles el‘,
1992) ) ’ i

14



Esiructuru del gen de insulina

El'gen de la. insulina humana estd localizado en el brazo corto del
cromosoma |1. y parece ser homologo al cromosom'l 7 dc rata. L,
estructura dcl gen de insulina consiste de 3 t.xoncs y 2 umoncs EI u(on Iy : :

esti localizado en la region §' del gen. El (.\on 2 conhcm. su.ucnc:as

uodxﬁcadora@ dcl pcplldo seial, la cadena B y partt, d(.l prtldo C ‘ cl exonA o

peptldo seﬂal N-tel mmal,‘ las Eadcnas A y B y (,l pt.pudo C (Aﬁhcroft y
Ashcroﬂ 1992) ‘ .

Blos!n!esm de insulina.

La  biosintesis  de insulina es regulada por leLI’SO agemcs_

mcluyt.ndo 1a glucosa, algunos mnnoacndns ncurotransnmores y homxoms,’
(Hedeskov, 1980, Permutt 1981). -+~ o

L.a biosintesis de insulina’ cs mdcpcndmntc dc la sccremon de la

hormona, ambos fenomenos pucden ser dnsoclados b'uo ciertas

condiciones. Por e_pemplo,,en,un ‘miedio sin’ calcio o coni-la_administracion

de somatostatina se inhibe’ la-secrecion de insulina estimulada por una
concentracion de gluéosa alta (20 mM), pero no se afecta la biosintesis.

Asimismo algunos agentes como el glucagon y la tolbutamida incrementan

15



la sccrcclon cqlnnulach por glucosu sm ah.ctar la biosintesis (Pipelecrs et
al.; I‘>73) El umbral p.ua ld achvacwn dc lasecrecion - de - insulina
csmnuldda por L,lucosa es{d4.2 23 5 6 mM) mis alto que pdra la sintesis de-
'msulmd (" 5 a 3. ‘) mM) (Plpeleerq etal 1973; Schml et al-1991).

Los efeclos de la gluccm»son cqpcclf (.os sobrc, ta blosmtcsns de

msulma, ya que c 'mdo lo lSk)!Cb se mcuban “con una concentmcmn bdjd

la prepromsulma es 1r'1slocada al lume del rencu)o endoplasmlco yes

removida Ia secuencm seﬁal (por una peptldasn) con 1o cual -se-forma Ia

“16



proinsulina (PM. 9000) con los dos enlaces disulfuro. La c..lrucmm dc la.
molécula de proinsulina es similar a la de- Ia insulina, exccplu pur la
presencia del péptido C (Ashcroft y Asherofl 199”) La longuud de‘este
péptido C es de 26 a 38 residuos de mnmoacldosk((“:ross el al. 1989) y:'
tiene la funcion de estabilidad y plegamiento de las cadenas A y B de'la
insulina (Bailyes ct al, 1992) (Figura 3). .

"'La molécuta oxidada de proinsulina es. transportada a través dg los”
siculos del. aparatokrdc Golgi pasando por las regiones cis, medial hasta la
region tféqs, en vgsibxllés 6ubiértas con clatrina (ricas en iones zinc), 'pobri' !
ciclos Vrcbetidids de fohn'ac’ién de vesiculas y fusion. Este sistema de

transporte de membranas reqhierc GTP y calcio (Beckers y Balch, 1989).

Lt 4
5%

Brxexa i

o . —'—5 -CO0H
/ %%f'; (5 uf\o\m@ i V':/ffw
A

"o/ caDEAL “An

8

e OOy CDaCVE R
CADENAR b

Figura 3. Estructura de Ja moléeula de proinsulina humana.
Los 4 aninodcidos bisicos que s piciden durante i
conversion de proinsuling a insulina se indican con asteriscos

~El namero’ de aminodcidos se indica con lus letras. Las dos
cadenas de la insulina se sintetizan del extremo amino de [a
cadena B hacia cf extremo carboxilo de {a cadena A, pasande
por ¢! péptido C (modificadn de Kitbachi. et. al 19%1))

17



Dcspués de p;dsﬂf por la »rk:gi(m trans del aparato dc Golgib la

promsullm es escmdldn po enznnaq con acnwdad snmldr a mpsma y

m.urotransmlsorcs 3 otro nut mcs (Ashcroﬂ y Ashcroﬂ I992) ‘Los
pnncnpales a;,entcs que afect:m la secrecion: de insulina (ver figura 4) ‘se
han agrupado en uucxadorcs potcncxadorus ¢ inhibidores (Ashcmﬂ y.
Ashcroft 1992)

18




Los inicindores, son agentes quc por si mismos- estimulan -fa
qecreciéu de-~ insulina p(sr un - nwcanﬁqthde accion com‘\'m' ia
despoldnzauon de la’ mcmbrand Lmre cstos sC cn(.uux(r'm sus(mmq

mctabohcos (D-l,luc.os‘l) y lannauos (lolbut.imlda).’ .

celu]as ﬁ y la cmmdad de msulma sccretady, refleja of balance enlru los

factores eshmulalonoq e mhxbnonos (Asheroft y Asheroft, 1992).

auaoma

VOLAIT AN
W TRALIEHIN),

OLIBENCLALCL)
uucum\ - s
CETOIACAPROATO, OO
MELADULIS UL ) ]
ACFT COLINA —— ¥ ,'
outcnamee” ggs' . / / A ARINITT A ATRENERDICU
" / 'ﬁ. e 1 ": // . \wmrommn
F A 7 e
é L

Figura 4, ‘En fa figura sc sepresentin du,unos dc lm
- diferentes agentes que afoctan 1a ion de i {
* de Panien 1987) .
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La secrecion de insulina es bifisica.
la c\posici(')n de las célalas §§ a una concentracion elevada: y

so‘:temda de glncosa causa una secrecion bifasica de msuhm (laborsky,;

en cl quc la mayor parte de la hormona esta 1Imac.enada lnberé l
g,radualmeme (Grodsky l97")

insulina (Malalsse etal., 1974)

lnhlbluon por, rclroal -m c1on ne;,auva cn comuncxon con an. ﬁc(ox dc'.

potcncmclon da Iu;,ar d la sebunda fawe

‘20



Tran vporte (Ie glucom

La g,luco:a enlra a la: celulas ﬂ pancreancas por un mccamsmo dc

:lcarreador'\ v es hbt.rad'l ene mlcnor db la ccluld (Albem (.t al 1994)

pref‘eremememe en las nucmvellosndades dc las celulasz‘(Orcn et al 1989) R

' yucnc un Km para Ia z,lucos de. 15-20 mMyuna Vmaw Ita

lIeterogcne:da(I ﬁmcmnal de Ias célula.s ,B

Las celulas ﬁ cxluben dlfercncm en quq caractensnc § mdw:duales C

como Son;

lranspone de gluoosa

bajo (1" ommaga etal., 1986)

c) Las celulas B dlﬁeren en su acnwdad bxosmtetxca al ser csumuladas por
glucosa (Schun et al, 1988) :

S 21



d) Por medio dc es(udlos dc. clectrof SlOlOgld Dean y Mathews, (1970)

cnwnlraron que: Jos: lslou,s pancreancos ‘derata’ responden a una

concen(racxon dcigucoﬁa l)dj (4 mM) dlt.pamndo polenudlus de accion,

al ciclb' de Krebsy nerar ATP y(,Oz (Hedeskov, I980) o -

Cuando las células . son estimuladas con g,lucosa se mduce una

dcspola.nzaclon de la mcmbrana (Ashcroﬁ ctal., 1984; Rorsmau ¥ Trube

1986, Mmlcr et al 1986) Laactividad eléctrica es lmponante en cl
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dcoplamlemo cnlre el esumulo mduudo por ;:luwsa y la sccrcclon de

insulina, ya quc se ha obscx vado un.l (.orrclaclon enireel llempo enclcual

la celuld se. “mantienc’ dlsparando lrcnes de‘ spu,as dur.mle l’l fasc de
m(.seta y la secrcc n de msulnn (Melsmcr ! lsslcr l979)' En un mcdlo

sin ;,Iucma Vel polenclal de reposo cs rclauvamcnlc negative (dc ':60 a -70,

dw'llenresi e 5
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1+ insulina

SuRAL

ATPT niee . glucosa
e

g esostador

v
glucosa ozt

Figuta 5. Al catrar la plucosa a la célula y metabolizarse, la
n.l.ncu&n ATP/ADP cambia. Bl ATV cierra canmales de KRY-ATP
¥ la t se despolariza, con lo cual se abren

cmmlcs de Ca™*resensibles de voltije miento en la concentracion
de Ca™ e el citoplusn dispara la exocitosis de insuling (modificada

de Asheroft v Asheroft 1992),

£} mecanismo de acoplamiento entre ¢l estimulo Y la sccrcci(’m de”
insulina no esti bien entendido, sin embargo se ha iu,,mdo que el unnl)lo

en la relacion A H’/AI)P {producido por cl memboh:m

importante en (.l inicio de la deﬂpolaruac'on de ld munbmna dc las cehllm e

despolariza (Ashcrott et al. l‘)St) le

Ca** dependientes de volta;c Y. unm calclo a la cclul (R})r ri{u"l,clr;valz L

1988). El aumento en'la’ (.ontcntr'lcnon mu'xcelul.lr dc calcio importante

en ¢} mecanisimo de e\ocnosw (vcr ‘u.,ura 5)

Bl aumento en ld (,oncemr'\cmn de (.alcm m(r.lcduldr h.z \ld(‘:



reglslrado por medvo de marcadorcq ﬂuorcsccn(cs como fura-2 y qum-" en
las cclulas B de animales adultos (Prentki y Wollhcxm 1984) Por otro Iado .
en células del islote fetal no se han detectado camblos un h conccmracxom

de cdlcxo cuando las células son Lsnmuladae con glucosa (Ammon 1985)

 Papel delAMpc' en'el ac plari

Fl ststema AMPc ddcmla(o culas ‘cs. uno . los n.cdmsmos de"

Secr :uuu

trnnsduccxon de-la seﬂal quc Sc a(.nva por la umon dc cncr!os hg,andos a

_receptorcs mcmbrzmalus cl complcw rcccplor—hgando acuva a unm

'protemn G que aclnv‘l o mhlbe a la adenilato ciclasa aumcntando o

dmmmuyendo la conccntrduon lmracclular de AMPc (Albcm et al, 1994) s

EI/-n vcl dc AMPc ‘es- controlado ya sea por la duvvmml de. lai,,
’ademhm ctclasa o “bien medmmc la actividad de fObedlCS(LranS del i
VAMPc (HenqlunyMelssner, 1984; Pipeleers, ct al. 1985) :

In: V|vo la.adenilato ciclasa puede” ser “estimulada por hormona-{rl '

corno glucagon incrementando los niveles de AMPc en la célula f) (Flg,urd :
6) v.esto da como resultado un incremento en la scm.clon de msuhna

" Los agentes que se han utilizado para csludlar el declo del AMPu‘

sobre los islotes pancreaticos mcluycn el g,lumg,on tO\ma del colcra mcul'f

xantinas y forskolina (Wicdenkeller y. Sharp, 1983)

El aumento en el AMPc esnmuhdo por» ;,luca[,on U olros’ agentcs

amplifica la respuesta a nncmdons dc ecrecion como Ia ;;lucosa por lo
cual cs posible que el AMPc aumeme la respuesla de las celulas [S a la
glucosa (Malaisse yMah se-Lag

aumenta la sccrecxon ‘de’ msulum en cl 1slou, pdncreauco umcamente en

concentracion de blucosaralt sm cmbargo cl AMPc no o.sumuld la

secrecién dc msulma en concenlracxones de gluuosa ba_;a (Chrlsne y

25
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Ashceroft 1984; WollhcxmySharp, 981)
La potenciacion dc secrecion de insulina por AMPc mvo!ucm

poslblemente la reguhcuon de dls(nbuuon de calcio en ldS celulas [5 ¥

fosforilacion de pro(un.ts (.spcuhcas

El AMPc nctlva a la pmlema culaqa A (I’I\A) quc (ra ('crc cl gmpu

tubulina: mtcractln con Ios ;_.ranu!os swlclorw p‘

exocnosxs de la hormona (?uprcndnt ’ Dcntlcr 1982) : F
Fnlre h: protenns cula:as aclmd']s por calcio- calmoduhnd cn c] :

islote p.mcrcanco (Ashcmﬂ y Ashcroﬂ 1992 Hamsnn et. al., 1)84) s¢

enctientra la c.mdsa de las cadcnas hgemq de miosina (MI.CK) (Ashcno(‘( yoid

Ashcrotft 1992). Fq pm:be que la profeina cinasa activada por . calcio- -
calmodulina, sea lmpqrrlanlq;un fa interaccion de los granulos de insulina’
con ¢l citoesq@léf’o, dlir:inié la exocitosis de la hormona (Harrison et al.; o
1984). o :

El AMPc fosf‘onla canales de calcio tipo L. en la membrana de las
células f. Hta fosfon]acnon aumenta la probabitidad de apertura del canal-
(Reuter !983) y. promucvc un aumento en la concentracion intracelular del

cation estimulando la exocitosis de los granitos de insulina.

Conlrol de Ia secrec:én dc insi na.

-Los lactores quc (.onlrolan Ia secrecmn de msuhna y qu(. ya han sndo :
menclonados antcnormcme sc csquuuanyan cn la Fi gura 6! :

La aclnvacton de la PKC por DAG (produc(o dc la. hldrohsxs de

26



Imlomomndoq membranales csumulada por neurolr‘msmmorcs) potuwn

la secrecion de msuhna (Pcrsaud 1989) La acuvncmn dc In PKC podm =

conccntracmn mtmcclular del calcto cstlmula Ia cxocuom ;de‘.lynsulum

(Figura 6)
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SENALES  Sumtraive Neurolransnaoess Hoernnnae

Hutforanmees
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-

Figura 6. El esq muestsa fas posibles vias | g
. en la secrecion de insulina. La via inciadora y considerada
comu pnnup.ul imphc:l ia activacion de la  cinasa
de calcio dul que fosforila proteinas

del ciloesqueleto (modificada de Ashcroft v Ashcroft 1¥92}

Efecto de ACh sobre la secrecidn de insulina.

La ACh aumenta la secrecion de insulina. El cfecto de la ACh sobre
la secrecion de insulina depende de calcio, de sodio (Henquin y Nenquin,
1984) y de glucosa extracelular, por lo_que el mecanismo de accion del
neurotransimisor resulta bastante complejd Lé'cstiﬁmlacit’m por ACh no
cambm Ia concentracion dc AMPe y GMPc (G'xbemmn et al., 1978), por lo
cual es poslblc. que el mu.amsmo de: transduceion - de ACh’ sea
independiente del sistema AMPc en la s_ccrcclpn de insulina’(Wollheim et
al 1980). L o

Ein estudios recientes en nucstro Idboralono se hd ohqet quo que el
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agonista colinérgico carbacol (CCh) en presencia de 5.6 mM de gilicosa
aumenta en un 100 % la cantidad total de insulina seerétada, mientras que
en 20. 6 mM de glucosa ¢f CCh inhibe cn un 49 % la cantidad .total de

lnwl:na secretada. El efecto del CCh es bloqueado cspccnﬁcamemc con . o

ntropma (Hirtart y Ramircz-Medeles, 1993), 5 : )
Uno de los efectos de la ACh es dcspolurimr la vr)éfw\bfélia ‘de las,

células B mediante un incremento en la p(_nncabxhdad a sod:o (chqum et

al, 1988). Al parecer la acllvacnon de los cmnles dc S()le son parcmlmentc: L

responsables de - despolarizar la mcmbran.x dc Iaq células B, ya.que- la' :
secrecian de insulina estimulada con’ concemracmnes de L.,lucosa mdyores 57
de 10 mM fué mhlblda por ld |ctrodo(ox'na /TF\() G hu:m y Malteson
1987).
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HIPOTESIS Y OBJIETIVOS

La respuesta sceretora de insulina de las células 3 pancrcéticas cn l‘a
etapa fétél, es controversial, 1.os estudios en el islote J"co;mpl‘ét'o réﬁer‘ch;»
et al.,; 1985,
Ammon, ¢t al 1989, Espinoza, 1970), o bien que. sccrelan pobrcmenlc
(Rhoten 1980; Otonkoski et al, 1988; Fletcher, et’ 1I 1‘)89

1990, 1992) cuando son estimuladas por L,Iucosa y olros a}DLnle

que :las células 3 fetales no secretan insulina (Ammon‘

el al :
. !>1n o

glucosa: Por cJempIo el ( Ch ] la (.om.cntmuon hslolognca deg 1,luco<a (5 6

mM), induce un dumu)lo ma\nmo en Id scclcuon dc m‘;uhna (Hlnart yoo
Ramirez-Medeles, 1993) . g i :

La rt.spucs(a de. las u.lulas adultas .uslddas a Ia {,lucmn b al

carbacol es heterogcnm yse h'm descrito subpoblauoncs I‘unmonales de

células B, quc difieren en a) la tasa de secrecion de msuhm b) en L.I
umbral a la l,lucosa (Hiriart y Ramircz-medeles, 1991) v ) cn L: rcspucsta »
al CCh (Hman y Ramircz-Medeles 1993).

Con “los- antecedentes anteriores nos plan(edmos las snyuemes‘

hipétesis y ObJethOS de trabajo:

Hipétesis:

i) Si la secrecion de insulina por-los 1slotes fetales es, nuld 0 muy

pobre, postulamos - entonces queen’ las‘ cclulas [3 ctale a:sladaq Ia

secrecion de msuhna esté detennmada pox la aclmdad de hs celulas qm.
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secretan tna cantidad de insulina pequena (SP).
ii) Si las células § fetales secretan insulina postulamos entonces que
la actividad secretora de las células podria ser -modulada por agonistas

muscarinicos como el CCh,

Objctivo general
Caractenmr la lespuesta secretora de las cclulas B fetales aistudas a
la glucosa y carbucol con L] fin de mmp.nmr esta respucsta con las cclulas i

B adulms 'nslad'la

Objetivos esp Hlf'cos .
a) Esnidnr' 1

: mdlvnduales en culnvo

3 caraclemncm sccrctomq de Ia: celulac B fclaleqﬂj .

b) lnvesngar ld posnble modu]acnon colmer(,u.a por el:CC sobr(. ld _
‘ respucsm seuelom basal (glucosa 5.6 mM) ¥ f‘Stlll]ll]'Id{l coivalta’ glucosn' S
(20 6 mM) de las células fetales. i

c) Investigar si las subpoblaciones funcionales de células’ 3 existen

desde la ctapa fetal.

d) Investigar si en la rcspuesld de las cclulas {5 felales al CCh ‘esta

involucrada otra via de scgundos mcnsajcros como cs a dcl AMP .
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Material y métodos )

Los reactivos fueron obtenidos de las sug,men(es iuemcs Anc‘;tesql
(Pentobmbml sédico) dc Smith- Kline (Norden dc Mem.o) Cohgemsa :
tipo 1V. de Worthmgton (Fre(.hold NJ USA)'V SOquon bdlancu\d'x de
Hanks (HBSS), mcle RPMI 1640: suero bovmo\‘f‘ !

glulamma soluclon

il (QBF) L,«.ntmmuna

dlspcrsantc )mncr-Lzu:l(. pcmclhna-

LS!I’LplOIIlILlIl'] (PF)

cobdyo de. Clbco (G‘r':{nd "kléihd N(

i ,Adlbuuﬁladeno na:3%:5 nono[ostalo c:chco y trizma dc Sigma Chemlcals*
Co. (St I is MO USA): : :

- l) (“ultwo ecélulas [i pancre.it:caq femleq o

Se utilizaron- ratas Wmtar (pcso 300-400 g) dc 18 a.19, dms de

Eestamon mamemdas en condwnones nomnles dc Iu7 y oscundad y hbrc :

: acceso ‘a ahment

convcncxonnl Los lslolcs sc .uslaron y hs celulas se

ultlvaron como sc du(.nblo prcvnamentu (lelarl ¥
R'nmre/ Medelcs 1991)

dlsper51r0n y‘ X

i) Obtencnon du los islotes pancreétlcm

-L’\S ratas gestautcs se ancstcsmron con p(.nl()bdl’bﬂdl sodlco (0 05

nu,/g, de peso) aplicado por via mlrapenloncal

P oe fetos fucron extraidos. Para romper el l(.JldD 'lunar y vnsualwar

mejor el pancrcas fclal faclluando su dlgc,suon con cohg,cnasn se myecto :

el pancreas con HBSS suplcmcnlada con 10 ug/ml dc bentmmcnn y 0. 1} % i

Pl



de BSA, plI 7:35.
-Los pancreas se lavaron, sc cortaron con mcras y qe pusxcron en
colagenasa a una concunracmn final'de 2.5 mz,/ml, mcubando 10 mmulos

en un bafio a 370 Cen d;,lmuon c.onsl*mle

-El te_udu dlgmdo se; l'wo 5 vcccs con HBS% Fno y 8¢ m:o a trnvw E

' dllulda (0 5 [ /lOOml) en
‘lmM de &,Iucos'x y 0.5

lucmn Spmncr sin calcto cnnquecnda con 15 6

‘ % d.e BSA. Después de la incubacion el tc_udo se

dlsperso mccanwamcme Con>una pipeta Pasteur slhcom/ada de punla

: 'mgulada h'xcu.ndn cmrar y salir el tejido de la pipeta de 10 a 15: veccs La E

suspcns:on celular se lavo veces con medio completo,. conuslcntc en
RPMI 1640 wplcme adn coin 10 % de SBF, 200 U/ml de puncnhna, 200 -
pg/mi de estrcptomlcma y 005 m,/ml dc lunglzon.t (PEF) y:2 mM dc

g ;,lutamma i

m) Cultlvo de ldS celuhs endocnnas

Las cclulds s¢ resusp;ndncron en ¢l RPMI 1640 y s¢ sunbraron en
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cajas Pem Laﬁ cciuhs fmron m1mcmdas en-uia mcuquora humcdn 5%

C02 en 95 %.de mrl.) Al dia sx;,meme % les camlno el deu) y.s¢

u(xhz.lron m cl cnsayo hcmol"lu"‘mvcrsu (RHPA) '1! sc;,undo dla de

cnluvo

1988) con el cual es posnble ldenn{'car una Lduld dcmro dc una pob)aclon 3

celuhr mlxm se},un la homlona que secreta. Pn dlcho ensayo se explom el

La pro una A Tug conwgada lz‘a' méihbréhi d" Ic
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solucion sahna al-0.9 %, se'incubaron 1° hora 4 10 °C cn presencia de la

proteina A 0.5 myml) y de clomro dc cromo.-

monofosfato uchco de adcnmnm amlo pen eablL ala mcmbrdna, 5

mM). Después se incubaron 30 minutos con complemento de cobayo

(1:40), (ver figura 8)
ANTICLTRTO
N

L ./"’ «omu.vumnu

lN?lll,lNA

Crumbien

FRITROCTTO
DE :xl;uu G L NMOLANES

CELULA §

Fignra 7 Esquamn que representa ol hnunn.uu de hemilisis medida por

ey i del compleiv antig cuer dificada de Smith, et al,

1986),
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La insulina liberada fué revelada por-la presencia de las: placas
hemoliticas formadas alrededor de las células endocrinas, resultado de Ja

lisis de los eritrocitos mediada por complemento.

Lavadn e Lavade e

ange 3 .
D Adician as) Adicion ) = Fijar
45 g anticuerpo 60'  de complemenn  30' Y 1
& 1] '
Secretagocy L Medir
\\_ Areas
Figira B, Método utilizado en el ensayo ¢ itico Inverso pary ficar lu

secrecion de insulina en nita poblacion mista de células insulares (inodificauts de Smith,
et al., 1986).

b) Andlisis de la secrecidn de msulmn

Bl mmano dg. las nlmund lacas Ls proporcnonal a: 1'1 canlldnd de o

msuhna sccretada por las‘células;

te parani'elro se detcnm’n' al proyu.tdrV

ia lmagen de fommda en ‘un- monitor dc una

v1deo umda a mn mlcroscopxo mvcmdo (leon A‘aophot) ¥y se mldlo cl‘

dmmctro dc la uu 'unophca con el pro;,r'mn JAVA (Jandcl Scxcnnﬁc) ‘el

cual se expreso como arca Para ol anahsns sélo sc consideraror a hs'

cclu]ds alsladas y noalos acumulm atn cuando formaron mm opl ca :

Se contaron las células . que fonnaron inmunopla y el numero se

expreso como el porcunajc de células secrctoras dc msulm’i La llvxdad

imunoplacas por el porcentaje de celulas fommdoms de placa
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Sc calculo la dlslnbuuon de frecuencms dcl area de umumopldca

para ldcntmcar las subpoblauoncs lunuonah.s dc Ias celulm By

determinar sx estas s bpob cnoncs cron dlfercnu mentc al‘ccladas por

los secrelagogo

] ‘ ¢ evaluada
con cl anahsls de varianza ANOVA fa prucba de l de Studem pam datos

no pareados y.la nleb'\ de- I‘lsher cons:dcrando como cstadnllc'lmemt.

“,51gmf'cal1va una p<0. 0] y p<0 0 057 LOll cl progfémm NCSS (4 2 Dr Jerry‘
L Hmt7e kayswllc, UT USA 1981) Todos loq rcsulndos se e'(prcs'lron

como promedlo % d crror leandar
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RESULTADOS

1.-Secrecion de insuling de las células f fetales aisludas

Fn da Figura 9 se muestra una monocapa de eritrocitos marcados con
la proteina A y células 3. Las células foeron incubadas con 5.6 mM de
glucosa en presencia del anticuerpo contra insulina. Lo zona oscura

alrededor de la célula iudica fa hemolisis desencadenada ol adicionar el

complcnwnlo.

‘r

3’ S, "‘ ,n‘ ;J
n..&f&ﬁ Q"’é ., \é\ﬁ X t.r-\

Figma 4 \(lm\prnn de vhudas fF tetates adeniificindas can ol
RUPA Lie sierogralin i tomadis o ui aplilicacion de e T
celubias s menbaron 1 hioracon o} aniauerpo contta inssling en S b
mh de plucess v posterormente 30 mingtes con cemplemento de
eobave L region de Bemsdizs atrededor de L celida tue eapresida
CEHAMT e

Secrecion de insulina de las células f fetales con respecto al
tiempo y a la concentracion de glucosa extrucelular

Se estudio la respuesta scerefora de msullm de las uelulas B fetales,
incubandolas-a dlstmms hunpm (lLad horas) tumu en 5. 6 como en 20, 6
mM de blucom :

Ll [JOICBHH_)E dc u.lulds smuomq de lmuhna dumutc los’ dxk,rum.\ :
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tiempos ‘de incubacion. en 5.6 .y 20.6 mM de glucma se‘ mucsira enla
Figura 10. En > 6 mM de glucosa el porcentaje de cdul xs quc sccruaron

08 h()rds de -

lllSlllllld dumcmo sngmhcanvmnemc en un 32 %"

’mcubauon y en un 41 % a las 4 lioras de mcubacnon con’ rcspv.c(o a una

sccrecwn aumcmo en ambas conccnrracxoncq de glucosa durante los

dmmtos tncmp c mcubaclon Como se muestra en la Figura 12,¢n 5.6

mM de glucosa ‘el mdu.c dc secrccnon aumullo en-un 63 % a 2 horas de. -

mcubacmn yenin | 17 %a las 4 horas con respecto a 1 hora.
" En 20 0 mM de blucosa el mdnce de secrecion aumentd en un 40 %

a las 2 horas y enun 75v % alas 4 horas, respecto a | hora.
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TIEMPO (HORAS)

Figura 10. Respuesta de las células B fetales a I glucoss con

respecto al tiempo, evaluada por el porcentaje de células que

forman inmunoplaca. Cada barra representa ¢l promedio + ¢l error
dar de 3-4 experi independi

* denota el nivel de significancia cstadistica (p<0.05) con respecto a |

hr y con respecto a cada concentracion de glicosa.
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AREA DE INMUNOPLACA (um?)

1 GLUCOSA 5.6 M

3000 -
‘ &R GLUCOSA 20.6 mM
; ”
2000 -
|
1000 -
!
|
0k

TIEMPO (HORAS)

Figura 11, Analisis de Ia secrecion de insulina evaluada-por el
tamaiio del drea pr dio de i taca. Cada barra cor |
al prontedio £ el error estandar de 3-4 experimentos independicntes.

* denota las diferencias cstadisticamente significativas (p< 0.05) con -
respecto a 5.6 mM de glicosa ) k

** denota la diferencia estadistica (p< 0.05) con respecto a | liora.
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INDICE DE SECRECION

2500 1 - GLUGOSA 5 6 mM
0 GLUCOSA 20.6 mM

1250 - N

TIEMPO (HORAS)

Figura 12. Cantidad total de insulina evaluada por el producto
del factor de secrecién por el drea promedio de inmunoplaca. Cada
barra corresponde al promedio & ¢l error estandar de 3-4 upenmen(cs '
por separado.

* denota las difcrencias estadisticamente sngmﬁcanvas (p 0. 05) con
respecto a 5.6 mM de glucosa. .
** denota la diferencia estadistica (p 0.05) con rcspcctu al ham B
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Podemos concluir que las células P fetales pueden discriminar entre
diferentes conccntracioneq de ‘glicosa. ‘Por; cjémploxch"20 6 mM de

glucosa, la secrecion dc msuhnd aummlo en: un IO‘) % en rc.lduon a 5 6 ‘

4'3



15) aumentd en un 84 % con rcspccto '1! lesngo Fn |'lS cclulas [ adultas
‘al‘:hd'm Hlndrl y Ramxru M, dcks ()‘)93) observaron que el CCh

aumemo e) mdlce de :ecrccton n
cide: cdulas ecretoms’ (3" %)'como en cl

ammnlo t'mlo ene porcull

area dc Ias nmunopldca (5

44
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1600 - |=3GLUCOSA 5.6 mM
" R GLUCOSA 20.6 mM
1200 ~
=4
o]
2
&
& 800 -
W
Q
g .
a - i
=
400 ~ i
i
|
i
0.- SO W o emm
Figura 13, Efecto estimulatorio de la gl ¢ sobre la cantidad

total  de’ insulina . secretnda, evaluada “como el "resultado . del -
producto del factor de secrecién por el drea de ias inmunoplacas
formadas, Cada barra representa o promcdlo t Ll error cslandv de9-
10 experimentos independientes. i

* denota ¢l mvd de signifi c:mcm (p<0 Ol)con rcspcc(o al lcstrgo

45



INDICE DE SECRECION

1650 - .
)
N e l
1
U |
1100 - - L
550 -
0 h-p 7 ] IER T e
0.0 4. 1.0 100 -100.0 © 1000.0

CARBACOL (uM)

Figura 14, Efecto cstimulatorio de diferentes dosis de carbacol
sobre ia cantidad total de insulina seeretads, evaluada por el indice
de secrecidn. Cada punto representa el promedio * el error estandar
de 5 experimentos independientes. ’
* denota el nivel de significancia (p<0.05) con respecto al testigo.
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1600 3 [JTESTIGO

INDICE DE SECRECION '

EBICCh (10uM)
EFICCh + ATROPINA
3 g
1200 - ?
800 -
.
400 - i
i
!
1
i
|
0 -} i

GLUCOSA (imM)

Figura 15. Efecto del CCh y de lu atropina en presencia de dos
diferentes concentraciones de glucosa sobre la cantidad total de
insulina secretade evaluada por el {ndice de secrecién. Cada barra
representa ¢l promedio el error estandar de 9-10 - experimentos
independientes, a excepeion de las barras que representan ¢f cfecto de
CCh + atropina, las cuales son clf p dio de 5-6 cxperi
independientes. . o ST
* denota la diferencia cstadistica (p<0,01) 'y ** (p<0.05) con respecto al .
1estigo.
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Tabla 1. Secrecion de insuling & el crror estindar de las células (3 fenates y adultas, ané los

difercates tratamicntos.

Lan iodica el niwero de experimentos.,

% de

Glucosa - Células Area . de n

(mM) B placa (umz)‘ Eélul‘ajfl ‘
I} e sacrotoras.

5.6 etales s2E i 50,7 41,4 10 -
5.6 adulta ;'myzuw- 454452 5

cc fetade /44&104- 66414 y

L 2979242005 6042.8* 6

16084210 6642.7 9

: 5.12201‘15’.7- 59.0.47.0 4

)054’1530 39 0xine i

2.‘,’03 A5 12 +

46.16 6**

*(pU.01) v 2t (pdj 05) dcnnl.m la mymﬁcancm estadistica con rcspcc(o a

glucoss mspct.uv.uuculc

. (p<0 IKH) dcnola ta Slbmﬁc:mcm csndxsuc.l con respecio i l1s células l'cmlcs g

2 Subpoblacmnes funcumnles lle célulm ,B felales

celnlas que fonmn P

laca s grandcs (LP are

6 mM ) 2()6 mM de;

fonnan placas mc.d:anas (MP drea de placa entre 000 y 4000 pm7-) y i
de placa > 4000 pmz)

Con Ias obscwauones 1men0res resullo mtcrcsmlc cstudlar :l jas
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subpoblncionés funcionales, ‘sc expresan desde - etapas '{emprmms del

deqarrollu

una chra dll'crencxa, yd quc en el .estado aduho “la subpoblacxon Upo LB -

aumemo el12 % en 70 6 mM dc glucosa (vcr tabla 2)
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FRECUENCIA (% DEL TOTAL)

60

[ZZ)GLUCOSA 5.6 mM
B GLUCOSA 20.6 mM

40 -

20 -

Figura 16, Efecto de la concentracién de glucoss sobre In
expresidn de .las. subpoblaciones: funcionales. de- células fi
- fetales, SP indica las células quc forman placas pequéhas: MP las
" células que forman placas mudlanas y LP las que forman placas
des. Cada barra ref ta ¢l promedi el ertor cstandar dc»
+9-10) expefimentos independiente B
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Tabla 2. Subpoblaciones de céhidas B aistadas. Se compars ¢l porcentitie del lotal de-las
us formadoras de placas. tanto en glucosa 5.6 conto on 20.6 mM.

células fetales v adul

Subpobl 5.6 mM +cch 20.6 mM scch
acion’ Glucosa Glucosa 1B ‘
sp | SP fotal 49119, 47221 | 47iqp:t

sp adulta : aoaind o |ireuas

MPrelal L i R

MP adulta

Lp félal »

LP adulta :

11.842.3"

©]/3.610.78

-« denota cf nn cl de clgmrmncn (p<0 01) con rcspcclo as6 mM de ;,lucosa
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60 -

2 1GLUCOSA 5.6 mM
CCh(10puM)
@ WRCCh + ATROPINA
i
|
g
=
@0 40
3
2
pur]
w
O
w
o
®
<
8 20
z
w B
2
O
o
©
s
[ - _. e B

Figura 17, Estimulacitn de fas células MP, por CCh en 5.6 mM de
glucosa e inhibicion por atropina. ada barra rcprcscma cl promedio
* el crror cstindar de  9-10 experi con
excepcitn de las barras negras, las cuales representan cl promedio de §
experimentos independientes.

* denota ¢l aumento significativo (p<0.01) con respecto al testigo.
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in la Fi;,um 18:s¢ observael clbcto 'dcl CCh‘cnb 20.6 mM glucosa

sobre la aulwdad bCLILIOTd de laq ﬂuhpoblacxoncs dc celulas B fetales. El

C,(.h dlsmmuyo chun 76 "/o Ll [)Ol'LenldJ ‘de. celuhs MP en paralelo a la

rado en la Mz,um 15) asi como
sc muestrd u) la tabla 2. i
M de glucos1 sobre el

porcent’uc dc Lelulas MP no fud’ rcvemdu con atropum (F u,um 18)

3 Eﬁzcto del d, cAMP bre.la re_spuesm a CCh.
Imercsndos c lulds B fetales I unién - del -
ag,omstd mubcanmco CCh u receptory conlleva camhum en cl mtema dc :
segundos memajeros como cl AMPc lds cdulas s¢ incubaron en prcsencla

del annlogo pem ‘ ablc db AMPc (5mM) y/o CChen'5.6 mM de g,lucoq'l ‘
‘ bucstm c,l deuo del db-AMPc y del CCh sobre

dords de pl.u,d El CCh (10 M) aumenlo en.

En la Fig ngura

el; porcemaje de'c
un-35 % el porcenl'ue de celuhs formadoras de placas, con reqpc(.to dl

‘ teqtlgo ElX db-AMPc no» aumcnlo sngmhcalwamenlc cl porccntaje de'

cclulas tom]adora Ade pl acas, EI CCh y db-AMPc Juntos au‘ ¥ 3

porccnlajc de cclulas fonnadoras de nnnunoplaca en'un 54 % con rcspccto

al tesngo, sm embargo este dumento no. dlf‘no sxglnﬁcatwamcnl(, dela

‘ mwbdcmu coil CCh
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FRECGUENCIA (% DEL TOTAL)

60 .
1 [ '] GLUGCOSA 206 mM

+ CCh (10 uM)
BRI CCh + ATHOPINA

a
o

nN
o

|
| @I o

Figura 18. Efecto de CCh y de :atropina en 206 mM “de glucosa
sobre las “subpoblaci ionales. ! Cada. barm representa "ol
promedio de 6-9 experi % ol error -

* denota el nivel de significancia (p<0. Ol) con rcspccto al (csugo
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% DE CELULAS QUE FORMAN PLACA

" . representa “ ¢l promedio * ¢l crror

100 [ 1TESTIGO
B+ CCh (10 pM)
+ db-AMPe (5 mM)

=¥ICCh + db-AMPe +

*

50 ~

GLUCORA 5.6 mM

Figurn 19. Efecto de CCh y de db-AMPc, ¢n 5.6 mM de glucosa
sobre el porcentaje de células que forman inmunoplaca. Cada barra
indar de 6 expeni

" independientes.
.* denota la diferencia estadistica (p<0.01) con respecto al testigo.
-+ denota fa diferencia estadistica (p<0.01) con respecto al db-AMPe.
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En la Figura 20 se muestra ef efecto del CCh y del db~AM.P¢ sobre .

el tamaflo de las dreas de inmunoplaca. Ef CCh'aumcmé en' un 88 % la

cantidad dc insulina secremda con xcspu.lo al icsugo mn.mms quc cl db-’*
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3000 -

ZITESTIGO
B3+ CCh (10uM)
%+ db-AMPe (5mM)
EZCCh + db-AMPe
&
E- 2000 -
<
(5]
3
@
[e]
=4
2
=
£ 1000
8
@
i
4
0 - —e PR

GLUCOSA 5.6 mM

Figura 20. Efecto de! CCh y.de db-AMPc sobre la secrecion - de
insulina evaluada por ¢} tamafio de las dreas de inmunoplacas. °
Cada barra representa cl promcdlo + cl error csl:mdar dc 6 uvpenmunos .
independientes.. ¥
* denota la diferencia t,SladIs(lCd (p<0 05) con rupt.cm al testigo.
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INDICE DE SECRECION

2000 4 [ITESTIGO
CCh (10p:M)
I+ db-AMPC (5tni)
CZACChH + db-AMPe
1500 ~
1000
i
500 - | L
|
;
0 - e -

GLUCOSA 5.6 mM

Figura 21, Estimulacién de lu secrecién de insulina por CCh y db-
AMPc evaluada por el indice de secrecion de insuline.  Cada batra’
representa ¢l promedio £ ¢l cror cstandar de 6 experi
independicntes. ‘ ) ’

* denota la diferencia estadistica (p<0.01) con respecto al testigo.
+denota la diferencia estadistica (p<0.01) con respecto al db-AMPe,
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En llgura 22 se mucstra el pou.ent:gc de celuhq fonuadoras “de

placa de insulina dz. las células pxclmladas y 10 pletmtadas (.Oll db-AMPc:

El CCh' aumentd en un 24.% cl porccntmc de celulaﬁ quc forman pldCiN :

con respecto al tcsngo (dnto en: lns (. lulas® ;ruramdms‘ como L.ll las’

pretratadas con db-AMPc Cn prcsuncla de CCh mis'db ,MPc se observo
que el porccmme de celuhs ' :

cn lz_zs células no tratadaS’

respecto al téStigo iFiél’uf’x 22)
El'CCh y cl ‘db-AMPc aumcmar n l

anuddd de lmulma $ ecretadn, k

de mancm snmlar, lo en las celulda pretratddds como en Ias celulas no g

pretratadas como se muestra ‘cn Ia Flgura 2? bn las cclulas no pretratadas B

eI CCh aumemo i 28 % el arca de mmunoplaca con respecto al testigo

tanto de las celulas pretra(adds como no pretraladds con db-AMPc En las . '

células prctraladas el CCH aumenté (56 %) Ia secrecnon con rcspcclo a Ias :

celulas no pretrdtadas lmenlrae que cl C(,h mas db-AMPc aumemaron la_

secreclon dc, una m'mera similar en ambos grupm de celulas, asi como se g

aprecia en la tabla 3



% DE CELULAS QUE FORMAN PLACA

NO PRETRATADAS PRETRATADAS CON
CON dh-AMPc db-AMPc

Figura 22. Efecto del CCh y del db-AMPc sobre Ia secrecitn de
insulina evaluada como- factor de secrecién tanto de las células .
tratadas como de las no tratadas durante el culnvo con db-AMPc.
Cada bara’ representa : ct promedio’
experimentos indcpendicntes.
* denota la diferencia cstadistica (p<0. OI) con re pcclo E
glucosa,

** . denota la diferencia LSL’!dISlICﬂ (p<0 05) cnlre las ct.lulas
pretratadas y no pretratadas. :
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AREA DE INMUNOPLACA (nm?)

1500 - CITESTIGO

&+ CCh
£ICCHh + db-AMPe
.
;
* I
1000 +
A i
| ! ‘
o i
0 o b ol

NO PRETRATADAS PRETRATADAS CON
CON db-AMPC db-AMPc

Figura 23, Efecto del CCh y del db-AMPc sobre la sccrccmn de’
- insuling, estimada por ¢l tamaiio del ‘drea de inmunoplaca,” de
“células pretratadas 'y no prelrn!ndns con "db-AMP¢, Cada barra
representa’ el promedlo * cl error cstd -de 4-1 cxperi
- independicntes - B
L. dmol-l la dnfurcncm LSdeSllC:l (p<0 ()5) con respecto al ksugo
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INDICE DE SECRECION

500 -

CLIGLUCOSAS 6 mM
B8+ CCh (10 M)
&5 + CCh + db-AMP. +

@ »

NO PRETRATADAS PRETRATADAS CON
CON db-AMPc db AMPc

Figura 24, Estimulacién de Ia secrecién de insulina por CCh y db-
AMPc evalundn por el indice de secrecion cn las células tratadas y
no tratadas con el db-AMl’c Cadn barn rcprcscnla cl promcdm el
crror estandar de 4-5 cxperi

* denota la diferencia cs
glucosa.-

+ denota la diferencia csludxsnca (p<0 Ol) con rcspccto a las no
pretratadas. .

sum (p<() (Jl) con rcspccto a 5 6 mM | de.
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Tabla 3. C.mhd i de insuliu seeretida por‘ins cdlulas b fetales y porcentaje de células
formadoras de placa,’ tanto de células uo prcxraladas como dc célulns prelnmdas con db-AMPc
durante el cultivo. g 3

Factbr'de B I

secrecién

Células ;i

no:’’

Trétédps_ o

:Cél;ilas

10281104%

CCh+db-
‘AMPC

tadas 1000171

'dcnola el nhcl de sxgmf C'mcm (pe.05), con respecto al Lestigo. ;
4 dcnm'l cl nivel de su,mﬁcancm {p<.0$) con respecto a las células no Prtlml.lddb
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DISCUSION

Respuesta de las células B fetales.a la glucosa

l-n cste traba_;o s estudio la secrecion de insulina dc la% cclu}a% B

se puedcn dlfcrencnm‘ facilmente del rcsto del

celulaq (} ﬁleron identificadas con la tccmca del'e

cual es el Hecar

experimentos.
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Otros grupos: (Rholul 1980, l'reml\el u all 1984 Swenne, 1)85

Omukmkn et al.; 1988) obscrvaron unu se(.recmn dc msuhna pcqucﬂa en

culllvan duranlc 7

1sloles f’ctalcs (2[ 2? dldS v1) pcro umcanu.mc sn l‘

dias én prcsencna de H 1 mM de’ “glucos Sin. embalgd estos resulladox. :

fucron alnbuldos

cuannﬁcar el el‘cclo de dlversas sustancias sobre una cclula cspt.clf' ca:

La secrecion; de msulma por las células fetales en respue:la ala

;,lucosa, sug1ere que as cclulas se cncuentran no solo morf logcamemc

dlferencladas (Plctet ykRutter 1972), sino tambxén l’uncnondlmcntc para'

llevar '1 cabo la ﬁmcxén seurelora

La secrccnén dc msulma por las células B felalcs 'aumcmo al doble uf :




formadoras de placa entre las cclulds B 1elal<.s y adultas.

Por otro lado sc sabe qm h I,Iucos.n regula ldlllO la bxoﬁmtwls como

la secrecion de mquhna cn las cclulds B adul(as ¥ que ambos mccamqmos

son mdcpcndlentes La tasa’de secrecion dc insulina menor, obscrvadd cn :




cantidad de insulina sccrc('xda por fas células [S fclalcs asi mdlcado por el

mdlce de secrccmn

En conc.uslon s pucdc dccnr que- la secreclon dc mqulma por las'

'al hcmpo pero; que ].1 rcspuesta es

células fcla]cs no cs lmeal con respcct

de que la sccrccxon de msu]ma por las cclulas B fetales puede ser. actlvada

a través de una mcrvacnon colmcr;_.,lca mmnseca del pancre
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Por otro lado, en cstudlos con 1slote° complctos d(. dnlmalcs adullos

existen dxscrt.panctm en cuamo d| efecto emmulanlc del CCh,cuando la

(Hughes et al 1987) y por otra partc a uvga 'supresié)lréx)'lé via de -
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activacion de la proteina” cinasa C: (PKC), ya que en islotes
dusens:bllwados se obscrvo una pcrdld'x en la respucsta 4. la cst:mulacnon
_de I I’KC por 'I'PA o (.slaurosponm (Bohﬂ' et d] I99l) '

La mlnblcxon de Ia seerceion de insulina qut. noso(ros obﬁcrvamos en

muscanmcos f obre la“secrecion de:insulina. esta mediado’p obablénwnté,

kpor la- esumulacmn de:la” ludrohsu ,dc fosfoinositidos | ‘nunbranales,

[,cncrando dlacﬂghcerol (DAG) (. mosnto] lmfosfato (IP ) (Wollhenn et al;
1986) '
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El DAG y c,l C'IICIO esnmulnn a la PKC. F IP hbcru Ca*' del

reticulo cndopldsmlco Tanm Id PKC como el Ca” son lmportdmcq

'obscrvaron Que en lo 1slotes lclales (20 21 dms) hay una xnhlbmon dc h'v

secrecnon de msulma esumulada por ‘Ca** con los anlal.,onmtus de cannles

de Ca‘* sensnbles a volmje verapamll y mfcdlpma

70



Subpoblacwnes funuormles' de ‘células ﬂ
En este estudlo sc obscrvo la prcscnua de dmnmas subpoblduoncs

de células B fcla)es s' i a: las que sc dcscnbleron en las celulas B

adullas (I Iln.m'

1 hna (H art ct al l99l y !993'

ce]ulas Esta obscrvacmn es lmponame‘porquc en las cclulas ddultas csta

Sq1



subpoblacion cs la’ que determina principatmente la cantidad dc insulina
secretada y. la quc es modulada por los secretagogos (Hiriart y Rannre7- ’

Mcdeles, 19)1) En camblo cn las células fetales la subpoblauon MP (,s la

que. delenmné-lk v.antxdad total de insulina secretada umndo Ias cc.lulas

fueron mcubada e um conccmr'luon de glucosa alta.:

Sena |ntcrcsante csludmr las proplcdadcs Llcctrof' snologxcas d(, las o

células B fc't;iyl isladas. COITC!Z]CIOI]AI’]:N con el arc dc inm 1opldca con, L

uc'es posnbh, que en las cclulas que sccrelau una

la técmca de ’RHP , ya

mayor. t:'mtldad de insulina; exista una mayor. densidad dc canales dc calcno

scns:b]cs n volla ¢

Efecm‘del CC/I sobre las subpnblnciones func:onales.

afecto pnnclpdlmenlc ala subpoblac:on LP (Hman Ramnrez Mcdeh.s

9‘)3), pero como en las células fetales esta suby b i o' LP solo fué del 3

% del total no cs sorprendente que eI farmaco tuvnera un efecto sobre Ia

celulas MP que es la que tiene la tasa de secrecnon mas alm en las celulas

fela]es

No. sabemos- porque el ~CCh ‘bayféCta “preferentemente a una

g2l : .



subpoblacion, cs poslble que se deba aqueen-la mumbmnd dc las. células

MP e\mn un numcro mayor'dc recep(ores muscarmlcm

EI Lfecto de AMPc ). CCh wbre la '.secrec:én de msulma

lransduccmn como. Ia dcl AM'Pc -asi éomo se ha propucslo en eritrocitos de’
raii y en"elula: PCIZ (Paulssen et al., 1992 McNicol y Schulman 1992)

en las que existe un mecanismo de intercomunicacion ("cross-talk”) u)tre el

snstema AMPc ademlato cmlasa y la PKC. In(eresados en conocer 51 ex1slc

de msulma [ lea via’ dependneme ydel snstema dc transduccnon del

AMPc al menos en Ias celn]a% B fetales Estos resullados Loncucrdan con -
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los observados por uagcmnn ¥ colaboradoree (1978) en los que se

propuso que ¢f AMPc no parece ser un scgundo 0 tcnccr mensajcro en Ia

con db-AMPc

rccluto a un mayor nimero’ dc cclulas a la actividad su,ruom Asxmxsmo

aumcnto la canndad lOldl de msu ma s cretada en las celuhs mcubadas por

B



! h con CCh. Lstos resulladm sugloren qut. aun (,uando el AMPc aumenle

de traba_]o como s

-Estudiar e

cl a;,omsla LCh en ausencna de glucosa

-Estudlar las propledzideﬁ electrof snoglcas de las celulas B fetales ‘

,-Explorar si cn Ta subpoblauon de células MP e\lste una mayor dcnsxdad

de canales de calcno ylo de sodio.

-Estudlar si en Id subpoblacnou de celulas MP cx1stc un mayor numcro de

receplores muscanmcos

-Caractenzacnén fmmacolégnca del receptor muscarhuco c.n las celulas
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fetales,
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