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RESUMEN 
La insulina secretada por las células P pancreáticas juega un papel 

importru1te en la home.ostasis de la glucosa. Este monosacárido es el 
secretagcigo más impm1ante en la seereción de iusulina y participa también 
en la reguladón ·'de biosiÍÚesis de la hormona. Además de la glucosa, 
existen otros secreiagogos que estimulan la secreción de insulina, entre los 
que se encuentriií1 él agonista nmscarínico carbacol (CCh) y el mensajero 
intracelular AMPé: '• . 

Eri bas'fa r~sÚJÍ~do~ previos realizados en células p adultas (Hiriart 
y Ramírez-Mcdelcs, 1~91 y 1993), el propósito de este trabajo füé 
caracterizarlá;res¡);;csta a la glucosa y CCh de las células p fetales 
aisladas 'de' raías de 18. días de vida intrauterina (v.i.). 

sé observó que la respuesta de las células p fetales a la glucosa es 
heterogénea:· En la concentración de glucosa basal (5.6 mM) se observaron 
2 subpoblaeiones de. células P con diferente tasa de secreción de insulina, 
sin embargó cuando las células fueron estimuladas con concentraciones de· 
glucosa alta (20.6 mM) se encontró además una tercera subpoblación . 

. El CCh potenció la secreción de insulina en las células fetales al 
igual q1Íc en las células adultas (Hiriart y Ramírez-Meclelcs 1993) este 
efecto dependió de la concentración cxtracclular de glucosa. 

Un dato interesante obtenido en este trabajo, es que el análogo db­
AMPc aumentó la secreción de insulina únicamente en presencia de CCh. 

En conclusión se puede decir que las células p letales exhiben una 
extraordinaria plasticidad para responder a los diferentes estímulos a los 
que son expuestas, de manera similar a las células p adultas. 
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JNTRODUCCJON 

m pá1icreas de los mamiferos . . 

El páncreas es iina glúndu.la mixt~; de secreción tanto exocrina, 

como endocrina'. Lafundón exocrina la realiza el tejido acinar que elabora 

y secreta el jugo p~;creálico l;acia el duodeno. El jugo pancrc;ític~ és rico 

en· enzi111as colno tripsilrn, lipa~a; ;milrisa ·etc:, fas du.ale~ 'pariicÍpan en el 

catabolismo de proteínas b'Tas'~s y c~rbM1id~alos .. La foncióii. e'r~docrina la 

llevan a cab~ los islotes de Cai1g~rlmi1s, ;los 'e:u;I~~ cóntrolán el 

metabolismo ele losnÍllriente~ a través ele hormonas como la i~sulina /el 

glucagon, que se. sec~etanhacia el Íó1i-c1;te sa11guíneo. 

- .. ' 

Estructi1ra {te/ isláte¡Jll11éreático: 

Los islotcsse' e~cti~ntran separados del resto del tejido panc~eático 
por una fir;a lncJ;brán~ basal y constituyen del 1 al 3 ro del total del peso . . . -

del páncreas . encontrándose en una densidad mayor er;' Já cola .de la 

glándula (Hellman, 1970). 

Los islotes de Lang¿;hans varían considerabkmente en tamaño (50 a 

500 µm de diámetro) yc~~l nirmero de células q;ielos compon~n (Stevens 

y Lowe, 19,92) . .Ü~n~ralri1dntc los islotes ~stán co"riipucstos por al menos 4 
tipos de células é1;d~c;i1ias:Jas célul~s P .que secretan ins;tlina; las células 

ª· que secretan: glucagoú; las células ¡¡ que secretan somatostátina y las 

cél uf as·. pp o . r-_~qu(_s~~l~ta_r~ p_olipéptido . pancreático .. También .. están 
e---- -,-- -·•, ·.,-- .. ·-·,,•, • ., ,• 

presentes células endoteliales, nerviosas y fibroblastos. . , . 

En el islote las células endocrinas se encuentran en coínunidades 

celulares organizadas (Orci ét al., 1975), donde en la rata las células p se 
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distribuyen en la parte centrnl del islote y constituyen el 80 % de la 

población celular del. islote, las células· a y las células o se distribuyen 

hacia la región. periferiea del islote y forman el 15 % y 5 % 

respectivamente. de la población totál del islote (ver figura 1 ); 

La organizaciór1 de las células pennite que los productos secretados 

por un det~~nin~do ~tipo~~lular iút.eraccionen paracrinamente sobre las 

otras célúl;s ~;1d~crin.as (Samols, et. al, l 986; Lcmmark y Hcllman, 1970; 

Waldhausl,ci a( fos2): ;\ . . . 
Las céi;1lasenddcrinas iritercambian iones y moléculas de bajó peso 

molecular (como ¡uslr~ios ~Je~~bólicos) a través de urrioncs. comunicantes. 

Las uniones ~m~llni~~nte~ conducen las señales bioléctricas y és posible 
:.·:,_,·.. ' .. .' .: .· ', ·, 

que participen a~L en el control de la sccreciór! honnonal (Meda et al 

1983). 

Histologla y ultraestmctura de las células p. 
. .·.: ';'. ,.: 

Las céllila~·~ s¿n de fonna poligonal y tienen un diámetro de 1 O a 15 

µm. La membraná plasmáíica de las células presenta algunos signos de 

polaridad. en sri ()r!lariización (Orci et al, 1989). Se encuentran agrupadas 

de 8 a 1 O c
0

é!Úlas' afredcdor de un capilar, con su polo apical o secretor 

orientado haCia la luz del mismo (Bonncr-Weir 1988). 

Ultrae~t~11cturalmente las . células poseen un citoplasma con un 
·--. --;.-; .· -

nucleo prominente, retículo cndoplásmicorugoso y liso, aparato de Golgi, 

mitocondrias, , rÍlicrotúbulos, micro filamentos (Hedeskov, 1980) y 

numerosos gránulos Se~retores ~e i~JSUJir~aCtl~O ta!JlailO_~S de _250 ¡¡_275 

nm (Cook y 1'aborsky; 1990). Los gr~nulos de irisulináson opacos a los 

electrones y se tiñer1 de color pú~ttra con ~ldel;ido~fllcsii1a. 



L-t"l.ltl,'1.-' Q (Z:) lol l.i'4<.>0N 

1:11:1.0l.4Jo110-'jJ!'C4fU•l-'llN'I. 

1·~1 llJ.4<; C1 0 l!'i~VUNA 

Figura J. Analomía del islolc pancreático de rala.-En Ja figura 
se rcprescnllln las principales células que ~º- hllcgran. Nótese 
Ja prcdomin;111cia de cClulas f\ y su disrribliCión en el ccnrro 
del islo1e (modificada de Orci y Ungcr, 1975) 

Origen embriológico del pdncreas 

Todavía se debate CI origen embriológico de las células endoc1inas 

pancreáticas. El punto de vista tradiciorial e~tablece que :derivrui del 

endoclenno, del mismo~ modo c¡Í1c las -céÍulas ~-cinares -y co~ductós 
pancreáticos procedentes del intestino primitivo (Pictéty Rutter 1972). 
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Hipótesis endodérmica dPI desarrollo del páncreas endocrino. 

Por medio de observaciones bioquímicas y ultraestnicturales, Pictet 

l' Rutler ( 1972), sugirieron que el p:Íncrcas de varias especies, incluyendo 

la rata se desarrolla en dos fases: 

a) En la primera f~se ~ estádo p~otodifcrcnciado •se fo'n1!a .el divertículo 

pancreático .. yse·iniciala síntesis de protéínas del. tejido cxoc~ino. l.as 

célulasmcsencjuim~tosas se acun1ulan alrededor: del intesti1i() primitivo y 
":.': . .. - .. - .. -. ,-. .-

fonnan una· especie de cubierta sobre el div~rtículo pancreático. 

b) En la segunda fase o estado diferenciado las cél~1las ~ ~é.cliferencian y 

aumenta la síntesis de insulina y de proteínas exoerinas.•Ainhas fases se 

describen a continuación: 
. . . 

- . ., 

e i) Fomwción del clivertic11lo ¡i~nc~edÍí~o. e • 

El páncreas de rata se fo~~ alos 1 i días de g~sta~ión (20 somitas) 

a partir delas evagin;cion6s'de la.pared.dors~l y'vél1tral del intestino 

primitivo,·~~eal p~olife~~fr()fi11a~1a ~;be;;;; )' la cota'. del ptlncr~as. 
A los 1 Í-12 dí~~ ele g6st~~ió11'se /Órm~·el .divcrÚ6ulopancreático 

• ' • • • ' ' - .~ • ,- • • < •• 

primordial a parti~_de¡~«Íiv!.~ión de las cel_ulas endodérn1icas .en .el lumen 

intestinal. La proliferaCiÓn •celular posterior da lugar a la fornia~ión del 

brote pancrcáti~¿ (:io~Ú d6~itJ~);. g~{ dm1de ¡~or. dÍviiión y crccimÍent~ 
celular se fonnan lbs prl~lC;OS islotes'~ a~ii10s pancreáticos.• En csia etapa 

temprana d~I desÍi;;oll~. (20-22.> somitas) las células endo~~inas se 

encuentran. int~!,.'T¡d~s ; aun . en . la matriz exociina, después se. aisl~n ·.y. se 

vascularizan independientemente del tejido exocrino. __ 

Sólo hasta los 14-15 días de gestación en la rata; los islotes fommn 

una estmctura._en fonna de cordones situadas en uno o varios acinos y a los 

20-21 'días, se observan islotes maduros, con su fonna redonda típica y 
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rodeados de libras de colágena. 

Los islotes aumentan de tamaño posnatalrnente en una relación 

proporcional al peso corporal. Al parecer, gran parte del crecimiento ele los 

islotes es. debido, al ;~mc!\io de t~mañb de los islotes ¡ircéxistcntcs y no a 

la fom1aciónde i1;16vds is!6tes (P6r1~ y Halter,. l 9SS). 

;;¡ ne,OJ¡, J, ,;,;J;.,., <hdoc~~~ 
En el 'c;i~;u~ :de', Ío-22 smnit~s· Cdí~ ', l l) lás ~éluÍ~~ endocrinas 

dispersas ~.ní6dcib1 b~;;te ~.anc;~:Ít~2p s~tift~ron.·co.n ~~;d de·m~tileno y 

con· el análisis de ~ic.r~scopía 'de~ircíl1ic~. se obscivÓ ¡Jbr prÍmera ve7. la. 

presenci~ de dám1i,()~~~ in~uÍina (~i~tet 19;2). . . 

E1i d estadící de _Í8:3Ó.son'iÚas Iris islotes son peq~elios y contienen --- . '~· -----·_,:;- ~-- -·- - _, ___ - ---- -·- . ' ..... -- : -

al menÓs ~n~ doce1ía ·de cÓlulás: .Po;tcric:li'ffi~í;tc·a'~ln~1Íta el 'númerc> de 

células• éiÍdocririiis.~~t~~i;iri~i1to 110 .é~ a ~~usf de laprCJlircración celular, 

sin en1bargo es posi~le,que sede~a ª.lafiÍsiÓn d~ isibtcs pcq;!C!iicis; lo c:_ual ·., 

fonnaría ¡'~¡¿te~ li1ás0w~nd~¿-6'bien a'.11'dífcrer1~ia~ló1;de al~¡;¡1as ce lulas. 

endocrinas ~n ·•1~ inatriz·=~~o~rin~/yri)¡~c durnrue'•·la· mitosis,.•ci•·cje de . 

división d~ Í~s ~él~·l;s aci11~;~s es. pc~endiCiílar al. lwn~n, por lo cual es · · 

posible que ·algúii~ ;dé1t1Ú•11Ú~ ~e~• lib~rada
0

e inco~oratla a los ;islot~s. 
(Pictct 1912r 1976).' 0 

Las' clllul~s 13 son de las. últimas que se dilCrenci~n en el Í~lote; 
Aparece~ ap~oxÍ1~ada~cnÍe en el día 16 de gestación y llegan a ser eÍ tipo 

celular preclomüiante por el día 18-19 de gestación;' siú embargo, ~on 
ftmcionalmente in~aduras para'secrctar insulina (Amrnon, 1989; llo~sman -
1989), mi~ntras éji1c la~s céíuias (,t y 1i han sido detectadas poco imtes del 

día 15 (Pictet, 1972). 
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Hip<Jtesis ectodérmica del origen áel ptíncreas e11docri110. 

En hase a cstlldios citoquímicos y ultraestr11cll1ralcs se ha propuesto 

que las células de Ja cresta ncural contribuyen al dcsarroUo de Jos islotes 

pancreáticos. Pearse (1969} consideró por primera· vez a las células 

endocrinas secretoras de polipéptidos dentro del esquema del sistema 

APUO (Amine coutent and/or amine precursor · 'üpÍake and 

dcscarboxilation) en base. a una caracteristica enzimática comilú y que 

consiste en la capacidad de captación y descarboxilación de 'precursores de 
. . . 

aminoácidos .de monoaminas · 11uorogénicas (3, 4-dihidroxifcnilalanina para 

catecolan~ii1as o S~hidroxitri~tofano ~ara serot~i1ina) y 1ÍiiaL-aminoacido 

descarboxilasa, (AADC): P~arse (l 968l sugirió que las células que 

presenten dicl1a pr~piedad d~rivan ele la crésta nei1ial. . 

Marcadores ncuronalc.s 

Los islotes pancrriáti~()s com1iái"ten con fas células del sistema 

APUD algunos' nia~Úd¿res : n~~~;011;1'1~s >~on;{) son: la expresión de 

antígenos neurCJ~~t~dórrni~ósfrh~;npson et al.,• 1983), cliolasa específica 

de ne11ronas (~cl¡m~ci;~Iei. al; 1978), ~inapioÍl~ina~ (Weid~nmann et 1ÍI ., - ., . ·, ,. . - '-. ' -· 

1986), · 1a tirosina hidroxilasa (TI I) (TciÍ~hrían yfee 1987), receptores para. 

Ja toxina del tétano/aríticucil>os1Úonoclonales para A2B5 (Eisenbarth et 

al., 1982): . fenii~~t~61 ~;Í1ina ~N:mctil tran~ferasa (Teitelman y Evinger 

1988), expresión de prot&ínas .. d~ Jos· frlaméntos intcnnedios (NF-L). y 

periíerinas (Escu¡at;et a1~~91), y un alto contenido deG¡\BA (Reetz; et al 

1991; Xiaó-=Hoiig'Gu·, e(iil 1992; Gilóii, et al, J 991 ). Una caracteristica 

observad~a en las ~él11las fl: es.que so11 eléctricame11te excitables (Dean, y 

Matthew~, 1968; rcvisadÓ porüzawa y Sand, ]986)y n:spo1Íden a los 

estímulos pÓr d~spolarización y exoCitosis de Ja ii1sulina a través· de un 
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procesó análogo a la liberación de nenrotransmisorcs. 

Otra característica que apoya un posible origen ncuroectodénnico, es 

que las células~ cxti~ndcÍ1pr~cescís pa~ccidos a los neuronales de manc;a 

cspontánca,:cuando se. cultiv~r; u¡n vitrn'' Cl'éiteh~an, 1990). Además las 

células p poscc1~l~capacidad.dc rcs~or\1Í~r~l. facÍor de cr~cimicnto.ncural 
cambiando su morfologfü'redondá á[;l)a nluypaicdda 'a.la ;uf;rronal (Vidal-

'"' ' . - ·, ., -· . ' . ~ .. - : : , .. ·... - ' ' 

Tamayo eta!., ciÍprcp~radón)i ; · 
:<·;,:';:;_:·· 

1 - ,- :~'-

Bvidel1cias.e11contr.a ,delm:ig~11 ectodermico tle~páiicreas. 

Pictct (i 9;{;) observó el ddsarrollo d~Í ~ár'lcr~~s y de lás .celulas p en 

embriones de rat~ cnculti~oá l~s q11!!'Jr~vt1í1i~;11ii~ rg!i10VÍ6'.elpre6~r~or 
ectodérinico dblri'crc~{a:~c~~aL~ .. ·.·.· >i. .. .~ .. • 

Por otro.la~6 pa?~ c~1~probar si la~ ééluhis é~<lrichn~ssc deriv~n a 

partir de precurso~cs 1i~uro~~Íodérmi~~s qJ¿ rTii~~~~Í~ ~¡.gí1dodcn~o ~1Ítes. :-._·-,:, -·:, ,_. > __ · .. ·'. ::;>_;·_·_,_:- _ _:_; -">--:-' .. ---.~:·_-.·.~--'.·~->'-'_·'","-._~--~_;·,-,·.·::{·'.'.'. '.:< ·' .< 
de que se forme lá'c~e~Ía 1i~ur~f Fo~taine et:al,.(1977) y :Le' ÍJóuarin, 

: ~··"'..;i-~::_.-~:-:'--.;·,.-_i,;:;--.:_:-':-:_-:::·j·-."-· .. ~:,.-_. ·':~.:'--.··,:,-:;. -i<'-~·: -. : .. -.:· ._'_::-· .: .. ~ J 

( 1988) contmyeron embrio~es qui~1éricos ".in vitro'' :ien el. e.stado .de 

neurula, asociando el rÍellrcieetodebno ele co~ol11iz coíi el en~oniesoderÍno 
de pollo. En el análisis dé.lo~ e~phintes desarrollados st':obseNÍl que los 

ganglios ·entéricos .se origi1idro:~.a pÍlrt¡;~i1~1 ~¿;gcl~h~~ ··de c~dorniz 
mientras que el epitelio intc~iüial, el ¡Íáncre~s y'.1~écélul~s ~.i~01:ri1ias ~é 
originaron del endoden110 d~ pollo; eón e~to~ rcsu1Íaci6~. dcséartáron la 
posibilidad de que los 

ectodém1ico. 

VascularizaciÓ11 <leÍ páncr~af 
El páncreas ei irrigado ~(Jr la¡¡rjcria c~líaeiensi1 par1e dorsal y por 

la arteria mcscntéri~a Sll~~rior en ~u región vé .. 1tral. El; ¡)ánc~cas recibe 
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ramas de la arteria celíaca a través de la arteria pancreático duoderml y 

esplénica y tambié11 recibe pequeñas ramas de la m1eria hepática. El 

drenaje venoso lo llevan a cabo las venas esplénica imcséntérica 

Las arteriolas afcrcnl~s sc-ranlifiean -en -el -isl~1~·cn. ;111a. red de 

capilares fcncstraclos para .. fonnar- un: glonlérulb capilrir (~cin~cr~Wcir y 
. , .. ·. ,·,·,, ,. 

Orci, .1982). El ·¡O al 20 % ele la sangre que et1t-ra· al páncreas es dirigida a 
·. ., ' . , ·'·-·:, 

estos glomérnlos. En la rata-_ los glon;él'lil§s c~pil~rcs _~e locÍtlizaiÍ _en la 

parte central del islote y sl)n drenados por cá11il-~res erercrüés'é¡úé corren a 

través del mantodel isl~;c. El:tlujodd~ang~e pasa~ la: p~rt~ ée;1traldel 

islote, se bifurca_en·los capila'rcsYrcgresa aia periferia ele! islote (Holst, 

1992). 

Las célulás clidocfir~as'. estár1 separadás _del ··compm1 imie11to vascular 

por 1in. espacio-· inte_rsticial ye por, céli1ias eridoieliálcs'. fcncstradas, que 

facilitan el inte;c~mbio cidpe~11eiÍas mblc!cúlas ~,i;r~ el es~~ci~ inÍe·;~ticial 
y vascular(Bear¿r yÓrciI9H5) 

;-:, 

Rcgulació~ IJ~niio~a d~ lasccrecióll<lc irÍsuliha 
• • < -- , - '· ~ • \ ) ' • ~' •• ' • • - • 

Inervación del pdí1crl!as. < • ~--_ •• •._ < ./ 
Caja! (1891); M;;lle; (1&92) (citad~.~ por Coupland 1958) füeron 

los primeros cri e~ttidiar la·. inei-Vación d_~l páncre~~. ellos obse
0

rvaron 

aferencias y. célulai multipolares _en el islote. Estas. fibnl~ procedentes de 

los sistémas sin1patico y parasimpático (De Castro.1923ffomian unplexo 

con la pared de los vasos san¡.,'llíneos .y están asociados con, el tejido acinar 

(Coupland 1958; Porte, et al, 1981 ). 

Las fibras nerviosas no fonnan sinapsis clásicas coi! las céluias del 

islote, pero aún así, liberan su neurotransmi~or. en sitios esp,cciali~ados. 

Los nervios terrninan abruptamente a unos 20-30 nm de la cclula 
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endocrina, por lo que. el neurotransmisor difimde a travcs del espacio 

cxtriicclular afectando asi a varias células (Porte, 1981 ). 

La. fibras catccohiminérgicas del simp:ítico provienen del nervio 

esplacnico·y cmtra~,·aL,islot~ .vía el ganglio celíaco (ver figura 2). La 

eslimulación dc).stas fibras iiihibc la secreción de insulina y estimula la 

secreción de gl;icagon. 

Las fib'rai post-ganglionar'cs del parasimpático en su mayor parle son 

colinér~icas '<ve/fi¡,~ra 2) y lá cstimulación de esta fibras awncnla la 

scc1 cción d~ it!suÜna. ·Sin embargo algunas de . estas fibr~s son 

peptider~icas (F~mcss y Costa 1 CJ80). 

Alguii~s de los. péptidos que se han idi11Íilicado en los nervios 

pancreáticos de mamífero Son. Jos siguÍentCs: p6ptid(JS opi.oidcs: ptlptido 

vasoactivo intcstin~l <Y lP), col~ci¿tocini1ia (CC~), péptido liberador de 

gastrina (GRP o b~mbcsi~;dc ;1;amifcr0), péptido inhihidorgástrico (GIP), ·. . '· . ' . . •, -~ ,-· .. -- - . . -

nenropéptido Y, p¿ptido rclaciotÍ~do al g~11 de_8;Icitoni11a (CGRP); p¿ptido 

histidina-isolcllcinrunida-(PHI); galanina, sustancia 1> y ciíccfalina (Smith y .- '· . . .--. -~ . - ·. . 

Porte; 1976; 'Al~cn?et al, 1986; Reiifcld; et al 1980). Los ncttropéptiilos 

podÍ'ian ser liber~clos de .. los neryios p~11crcátic6s en.· paialclb ~cií1: el 

neurotransmis~r' cÍásico:(H~lst, 1992). S~;descon~~e eleredo de estos 

péptidos sobre la liberació1i l1onno11Ji del islote. pancrcáti~o aui1;¡¡1e, es 

posible que module11 la s!!,crcción honnonaL . 

. Con .ayuda. <le··· técnicas ·histoq~imicás ·Y ultraestructurales ··se han 

podido obsérvár g~1~ii6s 'pJsitivos a acetllcolinesterasa ei1 ex~lantcs de 

páncreas f~ta1 d~ ra1a~Xsj1.:is v.i.).~u11ivados por 6 c1fas (nrin c1·d1 1911>: 

Estcis .·gaiigfio¿~stá11•· rodeado~ por .cclulas d~ Schwann Y .. axo;1es no 
. . 

mielinizados en la pcrifcriadcl islote. Asi1íiismo cori análisis químicos y 

con microscopía de fluorescencia se han observado nervios simpáticos en 



el páncreas de rata de 21 días de v.i. (Gasparo, et al 1978). Estas 

observaciones sugieren que el páncreas fetal presenta una inervación 

simpática y parasimpática intrínseca específica del islote. 

El sistema nervioso central modula faliberación de.las honnonas en 

las célula~ ~. a través d~ la unión de los neurotr;nsmisores a los receptores 

membranales espeCíficos como son: receptores muscarinicos del subtipo 

M3, para acetilcolina (ACh) (Henquin y Ncnquin J 988); receptores ci.2 

adrenérgicos (inhibitorios) paraepincfrina (Schuit y Pipeleers, 1986) y PI 
y fl2 adrcnérgicos (estimulatorios) para norcpincfrina (Ahrén et al, 1986). 

Se han descrito también receptores (Al) para adenosi1la (iphibitorios) .. -

(Hillaire Buys 1994). 

Es posible que el hipotálamo modifiqúc de una maileni,indirecta la 

actividád de los neryios del sistema i1cÍ\-ioso 'autónomo en el ;áncrcas. Por 
- O: • ··-,-, ···--·- o_-- ..• --. .-- - -- '-~, - ~=-- - . - -

ejemplo la estin~olación del núcleo liip~talánÍic; ~ent~ome<lial aumcnía los 

niveles de glucagon, si;1 ~fc~tar lá secreción de instilina y la estimulación 

del nticleo-ve1;trolal~ral au111e1Úa los ni\;elcs de i1is11lit\~ sin afectar el nivel 

de glucagon (St~flei1s et ~l., i9s 1 y 1984). 
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Figura 2. H.cprcsc11UJció11 csqucm:\lic.1 de Ja incrYnción por el sistcm1 ncr.ioso 
au1ónomo del islote pancre.i1ico {nu:.'-füicada de Pone et al., 1990) 

Receptores muscarbÍil'ol: 

Existen nÍúltipJCs receptores mu:;earínicos para ACh qi1e difieren en 
. . . 

la acción cclúlar y fisiológica de la ACh. Hasta ahora se. han.clonado y 
- . . - . 

secuenciado 5 genes de receptores muscarínicos de diverso.s tejidos de 

humano (Bonner et al 1987, Hulmc et al., 1990 y 1993). Todos los. 

receptores muscarínicos fonnan una estructura genérica . común qlÍe . 

consiste de 7 dominios trru1smembranalcs hidrofóbicos, con un secuencia 

N-tenninal extracelular y una C-tcnninal intracelular {l lulme .. et al., 1993). 

Los receptores muscarínicos conti_cnen varios residuos .de ácido· 

aspáítico muy bien conservados, los cuales es posible estén involucrados 

en la unión del grupo catiónico del ligando (agonista o antag01lista) (Hulme 

et al., 1989). 

Por medio de estudios de farmacología se observó que en los islotes 
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pancreáticos se encuen.tra el subtipo M3 de receptores rnuscarínicos 

(Ilcnquin y Nenquin. 1988 Verspohl el al., 1990), el. cual también se 

cncuclllra cu el páncreas exocrino (Dchayc. d al., 1983 );. en vista de la 

inhibición específica Ctc csle receplor con él an1ágonis1a ~ila;;tetil sulfato 

hcxociclo (Sil!C) (Vcrspohl é1 al., 1990). 

Sistema· de trunsducciófl de' los receptore.1· l1111'.1·curlnicos. 

El sistema de trruisdui:ci~n¿dc 165 re6ep16/es n1i1scarínicos involucra 

la activación de una d~,~~nii;ad;t pro1éi11l1 a: ¡Í()r Cjcirnpl() los reéeptores 

MI y MJ implica la acti~iiL6ri de una ~otcirm Gs (cstimulatoria), a partir 

de la activación de una fosfolipa~a C, e~ia fosfolipasa hidroliza 

fosfoinosUidos n1~mbranales (fosf.~tidil inosÍtol (5 hisfosfato) (Wollheirn, 

et al·J986; Morg~n. 61al1985; Besty Malaisse 1983a) fomiando a su vez, 
.. . 

dos moléculas importa1ites en la sei:reción de ilisulina: el inositol trisfosfato 
•', . . ~ 

(IP,) y el diacilgliccrol (DAG) (Eason, eta! 1990). 

Ltis receptores MI y MJ, ~eper1dicndo del tipo celular, también 

pueden producir un aumento en. el AMPc por la activación de la adenilato 

ciclasa, lo cual es mediado por una p;oteina Os. 

Los recepto.res ,M2 y ~4 a~luan~b. a)ravés de. una proteína Gi 

(inhibitoria), iÍÍhiben I~ acÍiviClad de a<l~nHat.o detasa ó(cstimulim la 

hidrólisis de fosfoinosiÍidCJ~ ~é~brnriale;(Hul~e ét al., 1990):· 

Papel del nmio vágo eí/iasecrecióll de b1su/i11á. 
. . ' _,-;. --'·- ' .. '· "'~ ,- . ·•' - .... ·. . . -- ·. . " 

La secr~c'ión .de ins111ina' aumenta cüiu1dÓ~se piens~ en conier •o 

simplcmcr;I~ ~o:i ~~olordc lá coniid~: La t~sc•ceÍaHca de la secreción o 

respuesta anti~ipat~ria a una coi1lida, cmiiic1.mi antes d~ la absorción de 

glucosa y pennanece IJrevcmente ( 1 minuto) después de la ingestión de 
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alimentos. Esta respuesta temprana de secreción de insulina no se ha 

observado en ratas vagotomizadas y perfundidas con lllropina (Bcrthond, et 

al, 1980; Rasmussen, et al, 1990), locual apoya el papel del parásimpático 

en 1í1edü1r l~fa~e ceÚlica d~ la secreción de insulina. 

D~anle la lhsc lnt~;tinál de la di~~stión, la secreción de insulina es 

potenciada ¡1~r lio~i1~11a~ d~I .• tr.i¿tó . gastrointestinal··. y. finalmente la 

absorción de gluco"sa ~11 el inte~tií1J esti;;1ula directamÍ!Ílte la secreción de 
-· ,-.- : ; ·' 

insulina (Buchan; 1989): 

Estructura de I~ 1 ~s~Ú~11 
La ilisulii;a (PM 6000 Clahonés) •.· fué la primera proteína cuya 

, . - '-::_ . - ~ _. -. -_ ,,,_ _, ,._, ~ 

secuencia de· aminoáéidos ·· fué di!Uddada (Sanger, 1957): Este autor 
' --- _., - . -. . -

encontró que la moÍécúla déinsúli~a c¿taba fom1áda•¡)(Jr dos cadenas ... 

peptídicas: .• ··una cadém/. A·. (21 ;;~m·il)oácidos); y, una ·~;cÍ~na . B (30 

aminoácidos) unidas por 2 p1Íentb~di¿11lfur~ (ei; posi~iói1cs 7 y 20 de la 

cadena A y 7 y 19 de la cadena B). :r;ui;Í>iénhay un• pllentc dÍsulf~ro 
intracatenario (qu~ une los restos ¿'y 11. de la cadena A). 

r ,a estructura de· la· insulina• ic. cí;cuentra • i~uy. c~ns:rvad~ desde u~ 
punto de vista evolntiv~.·por ejcmpÍolli~ªd~na a,%1~in~uliná hu~m.na 
difiere en.soloun aminoácido de la horínona porcina (Ashéioft yAshcroft 

.'. '• .. ., · .. ' "'· ' 

1992). Las caractC~sticas invariables inclu)•cÍl: la pósición ·¿e· los 3 ·enlaces· 

disulfuro, las regiones N-tenninal y C-tel'JnÍ1ial ge J; c~dená A Y los 

residuos IÍidrofóbiCos en. la regÍÓn C~t~~ninal de la cadena. B (Baiyles et 

al., 1992). 
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Es1mct11m del gen de im11/i11a 

El gen de la insulina humana está localizado en el brazo corto del 

cromosoma 11 y parece ser homólogo al cromosoma 7 de rata. La 

cstmctura del gen de insulina consiste de 3 éxoncs y 2 inti·oncs. El exón _ I 

está localizado en la rcgióu 5' del gen. El c.xón 2 contiene· secuencias 
. . . . -

codificadoras del péptido señal, la cadena 13 y parte del pép'tidó C, el exón 

3 codifica el remanente del péptido C, la cadenaAy Íd r~gión 3'. La 

longitud y secuencia de los introncs son _altamente 'varÍ~ble~' entre las 

especies (Bell, et al 1980). 

El gen de ir;sulina es transcrito por w1aRN.A pcil'irner<lsa á RNAm, CI 

cual contiene los· exorlds .Y los i1;tróncs?EI ~N~i1 ~~ t~~nspb~ía al 

citoplasma _parala_t~adu~~iói1;;quc:da--1Jgarr1a'.~01él:u1aprci~~ri~ra -de 

insulina:la'prepr~Ínsuiin¡¡:(P~·l I_ 500). r:a preproinsuliila es sint~tizada 
como un pdJipéptidci'~oriitituido por l~s\~c;1e~:Cias corrcspo11dientes al 

péptido señal -N-terminal, las cadcrías .A y f3 y ~Í péptidó C (Ashcroft y 

Ashcroft 1992), 

Bioslntel'is de i11s11/i11a. 

La biosíntesis de insulina es regulada_ por diversos agentes 

incluyendo la glucosa, algunos aminoácidos, ncuro!rimsmiso~cs yhorinonas 

(Hedeskov, 1980, Pennutt 1981). 

La biosíntesis de insulina es independiente de-la .secreción de la 

hom1ona, ambos fenómenos pueden ser disociados bajo ciertas 

condiciones. Por ejemplo, en un medio sin calcio o eori la administración 

de somatostatina se inhibe- la -secreción de insulina estimulada por una 

concentración de glucosa alta (20 mM), pero no se afecta la biosíntesis. 

Asimismo algunos agentes como el glucagon y la tolbutamida incrementan 
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la secreción estimulada por glucosa sin afectar la biosintcsis (Pipelecrs et 

al., 197::!). El witbral para la activación de la secreción de insulina 

estimulada por glucosa es (4.2 a 5.6 mM) rmís alto que para la síntesis de 

insulina (2.5a3.91!1M) (Pipelecrs et al 1973; Schuit, et al 1991). 

Los efectos. de la glucosa son específicos sobre la biosíntcsis de 

insulina, ya que cuand~~ios:isl~tes se incuban con una concentración baja 

de gluco~a (2.8 inM) por' 9o minutos, cerca del 6 % de las proteínas 

sintetizadas sor1 ~/oirisuÍina ~ ii1sulina, n;ier;tras que en 15.5 rnM de 

glucósa, la. proporción 'c1c. estas. p~ot~ínas a;,,;1ciÚ al 22. % (l;ennutt y 

•La rcgulaC:J<i~; de __ Íiiosíntcsis_ dé/i.nsulina iÍ1ducida por glucosa se 

puede ejer~~r átr~s~iivei~s: l )}rari~cripci<fo2) p~ocesamiento del RNAm y 

su transpÓrte h~~iJ'.e1"--cit~pl~s1na y 3) • 1raducció11 del RNAm de 

prcproinsulina (Aschróft y.Aséhrofi 1992). 

No ~b~t~;lt~ ~I rr;ayo~punto'de control de la glucosa en la síntesis de 

insulina es;~cni~d delátr~du~~iÓn.'La.glucosa estimula la traducción del 

RN/\nl. de preproinsirÜna· en ~n lapso corto de tiempo (minutos), mientras 

que a ti<!mposniásla;gos la gliu;osá puede afectar la producción de RNAm 

nuevo de la insuli')ª ylá est~bilidad de este RNAm (Welsh et al., 1986). 

Prow.-"áilliento biosintético de insulina. 

La tradu~ción del R~Ani de preproinsulina comiermi ·en el citosol, 

con la unión de I~~ rib~s~ínas libres a la molécula. Durante' la traducción 

la preproinsulina es traslói:ailá al lunlen del retículo endoplásrnico y es 

removida la secuencia séñ~l (por imll peptidasa) con Jcicual se fonna la 
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proinsulina (PM. 9000) con los dos enlaces disulfuro. La estructura de la 

molécula de proinsulina es similar a la de la insulina, excepto por la 

presencia del péptidn C (i\shcroft y Ashcrnft 1992), La longitud de este 

péptidu C ~s de 26 a 38 residuos de aminoácidos (Gross et al., 1989) y 

tiene la función de cslabilidacl y plegamiento de las cadenas A y B ele la 

insulina (Bailyes et al, 1992) (Figura 3). 

La molécula oxidada de proinsulina es transportada a través de los 

sáculos del aparato de Golgi pasando por las regiones cis, medial hasta la 

región trans, en vesículas cubiertas con clalrina (ricas en iones zinc), por 

ciclos repctidós de fonnación de vesículas y füsión. Este sistema de 

transporte de membranas requiere GTP y calcio (Bcckers y 13alch, 1989). 

Figura 3. Estructura de la 111olécul;1 de proinsulina human;1. 
Los .J aminoácidos b.ísicos <111c. se pierden durante Ja 
conrcrsión de proinsulina a insulina se ind1c;111 con asteriscos 
El nlimcro de aminoácidos se indica con las lc1rm1. tao;; dos 
cadenas de Ja insulina se sintetizan del extremo amino de Ja 
cadena O hacia el extremo carboxilo de la cadi:na A. pasaudo 
por el péplido e (modificad.1 de Kilbachi. CI. al 19!10) 
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Después de pasar por la región trans del aparato de Golgi, la 

proinsulina es escindida por enzimas con actividad. similar a tripsina y 

carboxipcptidasa B forlliando insulina y péptido C en cantidades 

equimolares: Durailte este proceso\ns <~síé{1las>dc pioinsulimi pierden sÚ 

cubie~a parcial d~ ci~t!"inii'y ~iconvierteñ en vesícula~ secr~lóras madurns 

(Orci et ~l., 19s9f 
En. el.· grá1;ii10 · inadiíro Ú insulin~ fomm dímcr6s db insulina y en 

presenciild~.zinc Y.·a p8'á~id;(1r~{d6 estos''.·dill'i~ros ru~nan .¿n~··.·uuidad 
• cristalina,hexaméíica, lo 'hiíai 

0

i1tic~··~·~la~i;olécula. rclativai~éntd·.insol1ible. 
Mi~r;tras q~e ~l:~é~ddo C.pe~rian~¿e solubl¿ en la ~criféria'del b'ftlnulo 

•• - - • - - >< ~ • • - -· ' • -'" • ' -

(Cook e_~ -al 1990). ~ .- · · · 

La insulinarecicÍn si1itetizaél~ se libera ¡Jref erei1Íelllcíi.te (Rhodes, et 
_. ·-.- ---_-,--:_·:-' ___ • -·ec-:.=o;-:-· -'"'--- _, __ -_ , __________ .. - .• ,. • _. __ , __ , ... -, • 

al, 1987;. Vai1 Schravendijl(,; e(al : 1992); micntds que· 1()s w:\.nulcís de 

insulina más ~cjo~ ~e a~ulllÚany; si Í1oso~ sccreiados se fü~ió~a11 C~ll los· 

lisosom~spara serdegr~daClos (R~ncÚl921)." "' 

Lo'.~'grfu111losn~;1d11~~~,~~ ;11u~~~11)1a~iala 111cmb;ana ·plasmática de 

Ja célula p y sé libera;1°h~~iael esp~'cio C~lra~elular'. E11 este n~bvimi~nto 
de exocitosis 'están in1plic~do~ •.los' Ínkrotúbulos: y· microÍilám~ntos . del 

citoesqi;eleto ~e la célula p (Malais~é el ~l.; ¡9''7i, Pilieie~rs et al 1976). . 

La glucosa regula la secrecidn.de in.vulina 
' '. - ~ , , ;., ·"" . - . , ' :. ' . - . " - . 

La secreción de insulina "in vi~o" 'es rcb'lllada principalmente por la ' . ·.' .. _:. ·,,~·· '.' ,;.,;· .•, : __ :.-::· <- -· 
concentracióri .. de 'glucosa . plasmática ·. y• es .. modulada por hormonas, 

1ícurotransmisores y ~Í~~~-~¡;¡;¡;rit;; (A~l1crofl ; Ashcroft 1992) .. Los 

principales agentes que 'afectan la.sé~redón de insulina (ver figura 4) se 

han agrupado en iniciadores, potcnciadorcs e inhibidores (Asheroft y 

Ashcroft 1992). 
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Los iniciadores, son agentes que por sí mismos estimulan la 

secreción de insulina por un mecanismo de ncción común: la 

despolarización de la membrana. Emre estos se encuentran sustratos 

metabólicos (D-gliicosa) y fánuacos (tolbutamida): 

Los potenciadorcs como ¡Íor. ejemplo. acctilcolina . y péptído 

vasoactiVO i1i1Jdtinai, son agc~tCS que por SÍ solos S~ll Íncfcdúvos, pér~ que 

áumentan ·la rcsp~csta ~~ere tora. a UIÍ . ini~i~dcir. ~muo I~ ··gluc6sa ; actllan 

clásicamente a .traves de i~ \•ía de segundos m¿nsajc;oi. · : •· 

Los inhíbidores ~rimo som~to~t~tina y ga1aui~~ son factores cúyo 

mecanisnio de acci.~n es variable. La ii1t~g;~ción de estos estímulos en las 

célnlas P y la cantidad de insulina secretada, refleja el balance entre los 

factores estimulatorios e inhibitorios (Ashcroll y Ashcroft, 1992). 

Figurn -'· En l;t figura se rcprcscnwn algunos de los 
difcrcntt.'S agentes que afccuin la secreción de insulina (modificuda 
de Pon1cn 1987) 
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l11 secreció11 de insulina es bifásica. 

La exposición de las células ~ a una co111.:cntración elevada y 

sostenida de glucosa causa una secreción bifásica de insulina (Taborsky, 

1989). Este patrón de secreción se ha demostrado mejor "in vitro", aunque 

también se ha observado "in vivo". 

La primera fase de secreción de insulina es rápiday tr.ansitoria y' no 

depende del nivel de glucosa ni se altera por blo~i1~~ de :·siníi:sis de 

insulina. La cantidad liberada en la primera fose e~ menor d~I 2 %del 

contenido de insulina pancreática y esta lib~ración ¡;ucd~ 'ser importante 

para el control glicémico como un cstinmlo de preparación ~11 el hígado y . 

en Jos sitios· periféricos. La segunda fase depc1id~ pari!i~l,;¡cnte de la 

síntesis de. ínsí;Jfna nuev~, es más lenta y sostenida;·"d~péí]diéndo del 

estímulo y del nlv~I de glucosa. Para explicar la secreción bifüsica de 

insulina, se ha propuesto que la insulina se libera de dos cofr1partim'i~ntos, 
con diferente sensibilidad a la glucosa. El primer compartimient~ libera la 

. . 

honnona más rápidamente dando la primera fase de secreción. El scgmido, 

en el que la mayor parte de la hormona está almacenada, libera 1.a insúlina . 

gradualmeme (Grodsky 1972). 

Es posible que el movimiento de los gránulos á lo la~go ~~.la red de 

microlúbulos juegue 1111 papel importante en la secrcció'n . bif.\sica. de. 

insulina (Malaisse et al., 1974). 

Hedeskov (1980) ha propuesto otro modelo limitado.por señales; en 

el cual después de la primernfasc un facto~· dit~rentc o~algi1~ tipo de 
"- -.-=o o-o ,,- •• 

inhibición por retroali1i1eníacióil · négaiiva en conjunción con un. factor de 

potenciación da lu~ar·ri·I~ segunda fase. 



Transporte tfe glucosa 

La glucosa entra a .liis células n pancreáticas por un mecanismo de 

difüsión focilitada. en el .cual una molé.cula de glucosa se .une a la protcírni 

acarreadoray ~s libera<fo.en el interior de la célula, (J\lbcrts et al., ,1994). 

Los transportador~~ .. de glucosa son p;oteí1u1~ integrales de la 

membrana coi1; • 1 i • domir;ios · tra~~c~brai1afcs /los. cu; les,· •. posibl~ménte, 
fonnan m.1 c~;1al l;idrofóbíco a tni1;és del c;ml ds t~aiisportada'. la ·glucosa 

(Gouldy Bell, 1990) .. 

E.~iste1! s 1ransporti1dorcs de glucosa y en las ~¿é1u1as pse eí1cuentra 

la isoforma GLUT<2 (Goiild y Bell 1990). Este transp;~ad;rse localiza 

preferentenient~ en las n1i~ro~~llo_s~dades ile las c61ulas fl(Orci ;t ~11989) 
y ticn~ una K~ para la gluéosa de 15-20 mM y ui1a yrpax alta,:· 

lleteroge11eitfutf f1111cio11af tfe tus células /J. 
Las célul~s p cxhibe11 diferencias en sus caracl~¡istiéas indivlduale~, 

como son: 

a) Variación en el contenido de insulina en las célul~~ p. Esto ha sido 

observado por estudios de microscopía d.e lui y dd Íliro;éscencÍa, ~n. los 

cuales se indicó que el núrncro de gránulo~ ctb in~~lii1~)kinte~sidad de 

fluorescencia CO;I all;ticucrpos -¿~ntra j~~ulind; varían~ entre
0 

las :cél;rJas: ¡3 
(Pipeleers 19B7): : ' . - /-- - . ·.· _.- • 

b) En ratas obesas s~ h~n descrito dos su~p~blacioncs cmi' difcrci1Íc . -<-·· . ·._:-_ :·::. ' ,,. : ·. ,. : ·: .. ;- -.. ' _:·-,.·_ ·. ~ . '_· ·-·: < 
sensibilidad a la glucosa: Úna'población queº re~pondc a ghrcosa con u~ altQ _ 

' .. ". -· ' "_- • • ·' • - - --- " _:__ _ _:-=-------- - ~ •• ·---------

transporte d~ glucosa y'irñ'i(no respor1si~a ~~~. Ui1 tr~nsport~ d~ gl~cosa 
bajo (Tominaga et al., J 986}. 

c) Las células P difieren en su actividad biosintética al ser estimuladas por 

glucosa (Schuit et al.,· 1988). 
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d) Por medio de cs1udios de clectrofisiología, Dcan y Malhcws, (1970) 

cnconlraron .que los islotes. pancreáticos de rata responden a una 

concenlración. de gluc~sa baj~_( ( mM) disparando polencialcs dl'· acción, 
' . - - . . -: '. -~ :, ,_. ' . . . ·: . ' , ' ' 

rnien1ras que otros islotes sola;ncntc disp<1ran 'polencialcs de acción en una 

conccntración'deglu~osi1~lt~Ú8~l]M): 
e) La respu6sta de J~s c'élul~s J3·individuales a la glucosa es heterogénea - .. ,· _ ... -- ·. -; -- . -~· -.. , ' ,·· 

(lliriart y Ran1írez~M~dele~ 199í). Eslos aut~res, ulili7.ando la técnica áel .. -. -,. ··. - :., ,·. ·- . 

ensayo hemolítico invér~o,''ileinósir~~~n qué las' células J3 secretan distintas 

canÚdades deins;1lina ffc1;í~' a·i;i;a ·,;is~1~cdnc~ntración dc.gluc;sa y de 

acue~do a ~si~. propu~i~;on\;na·~-l~sifi~~C:i~1i de las cél11ras J3. Ei1 S.6 mM 

de gl u.cosa observarán dos subp~bla~i¿n~s ~ec;~tora{ de.insulina: una que 

sec~eta una peq~~~ª cru1tid.1d d~.i1lsuiiua.'cciénon1inada .sr . .<:~2000~11112) y 
- - ·'-;e=_: - -- --- -- o - - ' -~- ·-- •,--- •• - -· .-_: , __ - : -,<. _,,. . . 

una que sccretaun~ cantiila<Í mc<li~ (MP,. 2000 a4boo µfi12). Mie11irasqi1e 

en 20.6 mM de ghicosa obscrvarnn ademtts mu1; t~~c~r~ ~~bpobl~Ción que 

secreta una gran canlidad de insu1iria (LP, :.iooo úmí): <' 
. ~ . -- - '- ,.,_ __, - -- ; -

- ,, := - ' 

Mec(mismoi di ~coplamie1úo elitre la .. estfmulnció11 de la 
célula p y In secrecidn dein.fufi1ia. · 

l;npel de lnglucos~. •. 

ÁJ ~ntrar ,; glucosaa la célula J3, es fosforilada a glucosa 6 fosfato 

por la enzirnai ~luc6ci1ia;a, al proseguir la glucólisis se transfon11a en 

pinrvaio y en co;1dici6nes'6xicl~ntes entra a las rnitocondrias para alimentar 

al ciclo.de Krebs ;g~nerm: AT~y C02 (lledeskov, 1980):) 
--·- --~:;;-·------ -· c·c=-- -- • 

Cuando las células J3 son estimuladas con glucosa se induce una 

despolarización de la membrana (Ashcroft et al., 1984; Rorsman y Trube 

1986; Mislcr el al J 986). La actividad eléctrica es importante en el 
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acoplamiento entre el estimulo inducido por glucosa y la secreción de 

insulina, ya que se ha observado mrn correlación entre el tiempo en el cual 
' ' . - . ·, _, 

la e.él u la se mantiene disparando trenes· de espigas durante la fase de 

meseta y la secreciÓnde insuli;m (Meissner y Prcisslcr 1979); En un nicdio 

sin glucosa el potencial de reposo ~S rclatÍva~c;1te negativo (de ~60 a ~ 70 

mV) y está d~te'~11inado p~r una pem1ci1bfüd,ad ált~ a"k~\11 auúientar la 

concentracio1i de glucosa·ª ·5.5 n1M.Íá célula .se dcs¡;c~l<lriza ( 10~15. mV). 

La cstimulación por gllicosa a lm~ conc~;11;aciói1 po~ ~rriba de 8r~M Ínicia 

la actividad.·eltlctrica que consiste én Osci!acÍ611cslei1ias.rcc1frrei1;es. entre 

Un potencial dé repos~ )' l;na fa~~ despdl~rÍ.;;ida en meseta COI! trenes de 
~ " ·.·e· » . -.·' . -· · .. - -• - • • - : - - , 

espigas rápidas superp11cstas (MCissner, 1974 y J 979):\~ 

En la respuesta eléctrica tl~ l~s-cé{,jl~sil parti~i~¡¡¡ diversos canales 
- - - - .- . -- -~---- -, .·o - -;-•. - '-~ . . • - ' -

iónicos, los cuales se han podidÓ identific'~L utilizru1dcí' la' té~nica de 

fijación de voltaje en microáreas de niemlmina (p~Ícli élal~p).·;E~tre los 

canales identificados . se encuentran': ca1ia1c~; dc.~k+- ·~ér\~iblcs'a i\TP 

(Ashcrofl, et al 1984) canales de Na·t--scnsibl~; a,volt~je y dos tipos de 

canales de calcio conocidos corno SD /FO o: tipo.i·;.y L (Hiriart y 

Matteson 1987, Rorsrnan ét al., t988)'quc difi~~dn i~n ;ti ci~~Úca de 

activación e inactivacióri y eí1su~1;~bili~adp~~a'fran~portarcri1iÓnes, 
La· apertura de. los canal~~ ·d~ ~ak!ici.dc dbs;~ti~ici~n teiita. (SD) . 

podrían contribuir al inicio: de• Ía. d~~p()l~riz~ciÓn )' I~ a;~rtura. de los 

canales de desactivaciónrápida (f.o)podrí~n contrÍbuir ;a. la ~cncr~cióri de 

las espigas en la f.1se en meseta (Hiriar(y Matt~S()n, 198ª)_ 

diva fon tes 
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Insulina 

~glucosa 

glucosa 

Figura 5. ,\1 c111rar la 1•,lucos.1 n la célula :Y 111c1abolil't1rsc. J;1 
rclaculn ATPIADP Cíllllbia. m .A.TI' cü:rr;1 Cílllillc~ tic f\T·ATP 
tlcpc11dic111cs )' J;i mc111brn1111 se dc . .,pol;¡rLn1. cou In cual s1.• ;1hrcn 
c.111.1Jcs de C;1++·scns1blcs de \llllaJc El m1111cn10 en 1:1 concc111ració11 
de Ca++ ('JI e/ Cllt1p/i1!illlll th.,paril la C\'O..:i!OSiS de ins11li11;1 (ll10dlÍ1Cad:I 

de Ashcroíl y Ashcroli / 11'J2). 

El mecanismo de acopla111i~1110 cutre d estimulo y la sccrcció11 de 

i11s11li11a 110 cslú bien c111e11dido, si11 embargo se ha s11gcrido que el cambio 

cu la relación J\Tl'/AIW (producido por el merabolismode la glucosa), es 

importante en el inicio de la despo~1rizaciónde lamcmbrnna de las éélúlas 

[\. En csre esc¡mmrn se cu11sidcra qíic el 1Üf' ciCJTa cn!Íalcsdc K+-s{11sibks 

a A TP con lo cual dis111i11uye la pc~n~<1bilidad n pnrasio y la mc1;1brana se 
. . -·. ·. ,_ . '· 

despolariza (Ashcroti et ni., 198,1 ); csró acrivn canales de Na+); cmialcs de 

Ca'' dcpendienres de voll¡1jc y cnlra calcio a la célu~1JRíl1~!;¡nm1 el~ al 

1988). El aumento en }¡¡ concenrra'l:fón imracelular. de C<Jkio es importanlc 

en el mecanismo de exocitosis ( vcrFigura 5Y 
El aumento en la concentrnción de calcio intracelular ha sido 



registrado por medio de marcadores fluorescentes como furn-2 y quin-2 en 

las células p de animales adultos (l'rentki y Wollheim, 1984), Por otro lado 

en células del islote fetal no se han detectado cambios en' la concentración 

de calcio ct;ando las células son estimuladas con ghicosa (Ammon, 1985), 

Papel tlel AMPc en el acaplt1miei110 s~~re;ió11.:.eI11mulo. ·• 
El sistema· AMPc-adenilato · ciclasa es uno de 1ci~ rirc~dnisnio~ de 

transducción de la seílal que se activa ;or 1a\nió11 de ciertos ligandos a 
, ' - . ~ .· ' 

receptores membranáJés, el compl'<io rcceptor~ligando activa a una 

proteína -G que activa -o inhibe a la adcnilato ciclasa aumentando o 

disminuyendo la conccn_tración intracelular de AMPc (Albcrts et al., 1994 ). 

EI nivcldc AMPc es controlado ya sea por la activación de la 

ade1iilato ciclasa''él bien mediante la actividad de fosfodicsterasas del 

AMPc (Henquin y Meissner, 1984; Pipcleers, et al.,1985). 

In vivo, la adenilato ciclasa puede ser estimulada por honnonas 

como glucagon incrementando los niveles de AMPc en la célula ¡3, (Figura 

6) y esto da como resultado un incremento en la secreción de insulina, 

Los agentes que se han utilizado para estudiar el efoctó del AMPc 

sobre los islotes pancreáticos incluyen el glucagon, toxina del cólera, mctil 

xantinas y forskolina (Wiedenkeller ySharp, 1983). 

El aumento en el AMPc esÚmuladii por glucagon u olros agentes 

amplifica la respuesta a iniciadores dcht s~6redón como la gh1cosa, -por lo 

cual es posible que el AMPc aun1ent;'1ar~spuestade las células ~ ala 

glucosa (Malaisse y Malaisse~Lagáe,}§if4)~Se ¡,;ob~e~ad~ que;, A-MPc 

aumenta la secreción de ins'itlitm,~n ~!islote pancreático únicamente en 

concentracion de glucosa alt~, sin embargo ~I AMJ>c no estimula la 

secreción de insulina en - conce1itraciones de . glucosa baja (Christie y 
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Ashcroft 19811; Wollhcim y Sharp, 1981). 

La potenciación de secreción de insulina por AMPc involucra 

posiblemente la regulación de distribución de calcio en las células I~ y 

fosforilación de protcimis cspecílicas. 
. . 

El AMPc activa a la proteína cinasa A (PKA) que transfiere el grupo 

fosfato tcnninal del ATP a residuos de scrina o trconina.cte·\~sº proteíni1s 

sustrato corno \;is proteínas contníctiles de microfilm11¿11tos y mÍC:;oilrbulos 

(tubuliria) (Chnstie y Ashcroll 1984 y 1985; Pipelc'ers. ~t al, '1<J76). J;a 

tubulina interactlm con los gránulos ·secretores ·para llevar a ·cabo la 

exocitosis de la honnona (Si1prc~ant y Dcntler i 982). 
. - : . . 

Entre las proteínas· cinasas ílct.ivndns por calcio-calmodulina en el 

islote pancreático (Ashcroft y Ashcnifi, 1992; llarrison et al., 1984), se 

encuentra la cinasa de las cadci1as ligeras de miosina (MLCK) (Ashcroíl y 

Ashcroft 1992): Es posible que la proteína cinasa activada por calcio­

calmodulina, sen importan!~. en la interacción de los ¡,'!'ánulos de insulina 

con el citoesquclefo, durante la exocitosis de la honnona (Harrison et _al., 

1984). 

El AMPc fosforila cmiales de calcio tipo L en la membrana de las 

células p. Estafosforilación aumenta la probabilidad de apertura del carral 

(Reuter 1983) y promueve un aumento en la concentración intrncelular del 

catión estimulando la cxocitosis de los ¡,'!'ánulos de insulina. 

Co11trol de la secreció11 <le i11s111iiw. 

Los factores que co11t~ola11 la secreciÓ1~dc insulina y qucc-ya h~n sido 

mencionados anteriormente se esquematizan en la Figura 6: 

La activación de la PKC por DAG (producto de la .hidrólisis de 
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fosfoinositidos membranales, estimulada por neurolrans111isorcs) potencia 

la secreción de. instilina (Persaud, 1989). La activación de la PKC podría 

ser importante en la iÍ1t~b'Tación el~ la via celul~ qui! P~!1nitc la rc~puesta 
máxima de secreción frente a la cstiniulación si1nultánca con . calcio,. 

neurotransmisor. (ACh) y nuirier:tes (gh;cos~) (WoJÚ~eiri1) R~gazzi: 1990, 

Terbush, et al 1988). 

No ~e ha observado la pres~it~i~ el¿ i~ PKC ;~.~ clislot~fetal (20-21 

días), sin crnbargci i;J1~1lad~~~bilf~~bol: 1 :l-acbtatri'crPA), ri la ~rolactina · · 
exógena en· ur1a co~1centradon dé gl;1c6sa alia (B~s~~ero: et ar 1993) · 
inducen wlU pequeña SCCJ'CCÍÓn,de iris~;¡¡;¡¡¡ po"sibJ~;nClll~ a trávés í:le \U; 
mccanismomcdi;do po~_'Ja;~ti~~iióii'.~/o ;!ia(¡;;rmÜÓn iüdil¿ida por 

prnlactina delsist~1na PKC CJ\1clÍ, et iil 1987) .. ) 
. º?~--- -~~ -

El n>.i. otro de fos';'prCícilíC:íos de ·hidrólisis ae .fosfoinositidos .· 
' ·' .. "',-e:- _; .. - ·- ,-.e:. ·.: ;,_ .. ;. ¡.;·:·"", <' .-__ '>~··' ::,o 

membranales, libera caléio del retículo endoplásmico (Mikoshiba 1993) y .. '·-·· ., . . ,, ' - -.. · :_,, - ·. . . -, 

aumenta la co1icenfraéión int;aceil1lar de c~lcio> ·. 

La conc6~trriiióii' .iúlr~~~l;1'1~rdi' c~l€io;'tam6i~n ·~~· aufric1}i~cla por 
. ' .. .. ,,. •' '• -· ·.. i''· ·.' -. 

drogas como. sulfonilureas y. agentes lllelabolizablcs com'o la glÚcosa, los 

cuales al despolari7.ar la11lémbrana p~nnit~n la e~tr-J<lá <ldcal~to a ia ~éli11a 
a través de· ~analés·.··dep~ndierites·.de'.•~oit~je: El au111cnto en···la 

concentración intracelular del calcio estimula la exocitosis de: insulina 

(Figura 6). 
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Figura 6. El csc111cma muestra las posible!. \'Üt~ mvolucrndas 
en 1;1 secreción de 111.~ulina. La \'ia iniciadora y cons1dcrmia 
como principal implica la acllvación de la cimis.1 
dcpcndicnlc de calcio-calmoduhna, que fosforil.1 prolcfnas 
del citocsquclclo (modificada de A!ohcrofl y Ashcroft l 'J92) 

Efecto de A Ch sobre la secreción ele i11suli11a. 

La ACh aumenta la secreción de insulina. El efecto de la ACh sobre 

la secreción de insulina depende de calcio, de sodio (Henquin y Ncnquin, 

1984) y de glucosa extracelular, por lo que el mecanismo de acción del 

neurotransmisor resulta bastante complejo. La estimulación por ACh no 

cambia la concentración de AMPc y GMPc ((¡agenn_an et al.,_ 1978), por lo 

cual es posible que el mecanismo de transducción de A Ch. sea 

independiente del sistema AMPc en la secreción de insulina (Wollheim et 

al 1980). 

En estudios recientes en nuestro laboratorio se ha observado que el 
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agonisl:l colinérgico carbacol (CCh) en presencia de 5.6 mM de glucosa 

aumenta en un 100 % Ja cantidad total de insulina secretada, mientras que 

en 20.6 mM de glucosa el CCh inhibe en un 49 % Ja cantidad total de 

insulina secretada. El efocto del CCh es bloqueado espccificamente .con 

atropina (Hiriart y Ramircz-Medeles, 1993). 

U110 de los electos de la ACh es despolarizar Ja membrana de las 

células p mediante un incremento en la pcnncabilidad a sodio (Heí1quin, et 

al, 1988). Al parecer Ja activación de los canales de sodio son párcialmentc· 

responsables de despolari7,1r Ja membrana de las ·células f3, ya que la 

secreción de insulina estimulada con··concentraciones de glucosa mayores 

de 1 O mM fhé inhibida por Ja tetrodoioxina· (TFX) (Hiriart y Matteson, 

1987). 
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HIPOTES/S Y OBJETIVOS 

L:1 respuesta sc1:re10rn de insulina de las células ll pancreáticas en la 

etapa tCtal, es controversia!. Los csll1dios en el islote completo refieren 

que las células f~ forales no secretan insuli1rn (Ammon; et al.,, 1985; 

Ammon, el al 1989; Espinoza, 1970), o bien quc_sccrclan pobrcn1entc 

(Rhoten, 1980; Otonkoskí er al, 1988; Flctcher, et al 1989; Tud1; et al 

1990, 1992) cuando son esti111nladas por glucosa y otros agenlcs;' Si1·; 

embargo no existe infonnación sobre el comportan;icnto secretó~ de_ las 

células ~ fetales aisladas y se desconoce la rc&'lllación de· su respiiesta 

secretora y su modulación por agonistas muscarínicos. 
. -· ~ 

En las células ~ adultas individuales, el CCh potencia lá sccrcciów 

de insulina y su efecto depende de la concentracióll extrac'elülar de -
-· ·.-·-. ,-... "· 

glucosa. Por ejemplo el CCh a I~ concentración fisiológica d~ glü~o;a (5.6 

mM), induce un aumento máximo en la sccrcéión dc'iinsulina (Hiriarty 

Ramírez-Medeles, 1993). 

La respuesta de las células adultas aisladas a la glucosa Y' al 

carbacol es heterogénea y se han descrito subpoblaciones funcionales de 

células p; que difieren en a) la tasa de secreción de insulina, b) en el 

umbral a la glucosa (Hiriart y Ramircz-medclcs, 1991) y e) en la respÚesta 

al CCh (Hiriart y Ramírcz-Medelcs J 993). 

Con los antecedentes anteriores nos planteamos las siguientes 

hipótesis y objetivos de trabajo: 

Hipótesis: 

i) Si la secreción de insulina por los islotes fetales es nula o muy 

pobre, postulamos entonces que en las células f3 fctales aisladas la 

secreción de insulina esté detemíinada por I~ actividad de. las células que 
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secretan una canlidacl ele insulina pcque1)a (SP). 

ii) Si las células fl fetales secretan insulina postulamos entonces c¡uc 

la actividad secretora de las células podría ser modulada por agonis1as 

muscarínicos como el CCh. 

Objetivo general 

Caracterizar la respuesta secretora de las células fl fc1ales aisladas a 

la glucosa y carbacol, con el fin de comparar esta respuesta con las células 

fl adultas aisladas .. 

. . 

Objeti~os cspecífiros 

a) Eshidíaf las Carn~terísticas secretoras de las células fl fetales 

individuales en ci1ltivo. 

b) lnv~stigar la posible modulación colinérgica por el CCh sobre la 

respuesta secretora basal (glucosa 5.6 mM) y esti1n11ladacmia1'ta gl;1cosa 

(20.6 mM) de las células fetales. . : . . . . . 
e) Investigar si las subpoblacicines funcionales de célulasJl existen 

desde la etapa fetal. 

d) Investigar si en la respuesta de las céÍulas f\ fetales al CCh está 

involucrada otra vía di! segundos mensajeros cÓÍno es la del AMJ>c: 
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Material y métodos 

Los reactivos fueron obtenidos de las siguientes flientcs: Ancstesal 

(Pcntobarbital sódico) de Smith Klinc (Norden de México); Colagenasa 

tipo IV de Worthington (Frechold, NJ, USA); Solución balanceada de 

Hanks (J-H3SS), medio.RPMI 1Íí40; suero bo_viÍmfctal (SBF) gentamicina, 
- '" .. '; ' 

glutamina, solución dispersantc _·sal de · Spinncr-Eaglc, penicilina-
: .. .':" .. :·_ :·: :·. :'. 

estreptomicina (PE),• a1itibiótié:O-anti1i1iéótico• (PEF) y complemento de 

cobayo de Gibco (Gr~nd {¡;i~~.·¡ NJ; USA); suero anti-insulina de 

Diodesing lniern"ati~~~j [Ken\;6liui1kport; ME, USA); Albúmina sérica 

boviná-(BSA), cl~r1U"~}d~}r~111~, prntcína A (stalilococcus aureus), 3-

isobutil~(--níetÚ~ál1tiÍí~; he¡1es; poli-L-lisina (p.m. 380 · 000), tri psi na, 

dibutirild~enosin1:3·:s;·¡~(J~-bfosfato cíclico y trizma de Sigma Chemicals -
.· . '.,·::·-. 

Co; (St Luis MO USA). 

- . -

l)CuÍt!vo'd~ células fl pancreáticas fetales - -

Se titiÍizardn r~ta~ Wistar (pes~ 300-400 g) de 18 a. 19 dias de 

gestación ma'11tenidas en condiciones nommles de 1;1z y oscuridad y libre 

acc~so ·a. aliní~nto convencional. •Los. islotes se aislarón y la~ célul~s se­

dispersaro;1 y culiivaron • como se describió previamente (Hiriart y 

Ramírez'.Medelés · ¡ 99 ¡ ). 

i) Obtención de los islotes pancreáticos. 

-Las ratas gestantes se anestesiaron con pcntobarbital-sódieo (O.os· 

mg/g de peso) aplicado por via intraperitoneal. 

~Los fetos fueron extraídos. Para romper el tejido a.ciriar y visualizar 

mejor el páncreas fetal facilitando su digestiórí con colagen;sa, se inyectó 

el páncreas con HBSS suplementada con l O ~1g/ml de g~Í1ta111icina y 0.1 % 
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de BSI\, pH 7 .35. 

-Los páncreas se lavaron, se co11aron con tijeras y se pusieron en 

colagenasa a una concentración final de 2.5 mg/ml, incubando 1 O minutos 

en nn baiio a 3 7º C en agitación constante.· 

-El tejido digerido se lavó 5 veces con lfüSS frící y se pasó a través 

de una malla (Sigma; pmo t;úmcro 60) estél"Ú:L~s islo;es se scicccioiiaron 

del tejido acinar. con. unÍi pi¡1eta Lang Í..cvY: en una>~aja .de ,Petri negra 

siliconizada; y bajoet.•· 1úicros?6pio. pma .~vitar<que 'las .enzimas 

pr~teolíticas. pres~;ltes en el tejido exocrino' digirieran· d t~jfdo endocrino, 

fué imp6rtm1lc ;~parar lo~ Islote~ del t~jido aci1inr. por I~ cu~I los. islbtcs se 

selcccionarm1 d~svcccs. No obitanÍe, como e1i la etapá fetal la cÓps1;la ele 

los islotes a¿n no. está hi~n f~rtn~d~. r~iutio dificil .• t~ncr una ~oblación 
pura de is lotes. 1

• 

ii) Disociación de lascélulas insu larcs 

Los islotes· stil1d1ib~ro~ a· 37°c durante 1 O minutos con tripsina 

diluida (0.5 g /JOOml) e11,~~;u~ión Spinner sin calcio, enriquecida con l S.6 
mM de. glu~osa;y0.5 %de BSA. Despucs de la incubación el tejido se 

dispersó mecánican;cnte con una pipeta Pasteur siliconizada de punta 

angulada, h~~icndo entrar y salir el tejido de la pipeta de 10 a 15 veces. La 

suspensión. cdular, se lavó 3 veces con medio completo, consiste1;te en 

RPMI 1640,supl~mc11tad~ con 1 O% de Sl3F, 200 U/mi de penicilina, 200 

µg/ml de estrepibmicin~ y 0.05 ¡tg/ml de timgizona (PEF) y 2 mM de 

glutrunina. 

iii) Cultivo de las células endocrinas 

Las células se resuspcndicron en el RPMI · 1640 y se sembraron en 
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cajas Petri. Las células fueron nrnntenidas.c11 una i11c11badora húmeda (5 % 

C02 en 95 % de aire). Al día siguiente se les cambió el medio y se 

utilizuron en el· ensayo h.cmolítico ·inverso (RHPA) al segundo día de 

cultivo. 

. :.<. ·: .. · ... '_· ·. 
11) Ensay~ hernolíticó inverso (RHPA) 

Las céÍula~ se~'re{oras de ins11lina :Se identificaron con la técnica del 

RHPA (NeHy)r~~ley, J9S3; SalomÓn y Meda, 1986; 1-liriart y Mattcson 

1988); con el. clial es posible identifícar una célula dentro de una población 

celula_r mixta; ~egúu la honnona que secreta. En dicho erlsayo se explota el 

fenómeno -de· hemólisis mediada por complemento, en presencia de un 

complejo ~1Hg~no~anticuerpo. Ver figura 7. " 

· En.-ei RHPA se utilizaron cámaras.:dc Cunniúgliám cliales se 
construyeron sobre· un portaobjetos previamente tratado con• púli l~lisina · -

(0.5 mglníl .cu birfTcrTris, pH_8.2) para facilitarla aclhésiÓn d~ las céhdas. 

Se adliirici·on i ~int~s de dobl~ engomado a l.os'p¿;rta "objctos' /s~ c~l6có 
encima un cubre~bjcitos (ver ti gura 8). 

i) A~oplami~;1to de la protel11a A a la membrana delos 

eritrocitos. 
_-_ ~- .-. . - .- . -_ 

La prótcína_ Aofué .conjugada a la membrana de Jos critro'citos de 

borrego (eritrocitos-pro! A) para que unan el anticuerpoa ~u·rTiembrana, en 

presencia del agente acoplan te clonrro de cromo. h!1' este. p~ceso _ s~ __ 
-- -- -'~-'-C:-~~ -

aprovecl.ra _ la_ alta afinidad que presenta e la jliiitClr1a A , para 'unir 

inmunoglobulinas G (Neil y Frawley J 983, Saloníóri .y. Meda .1986). 

Brevemente, el protocolo consistió en lo siguiente: 

Se tomaron 0.5 mi de los eritrocitos previamente lavados _en 
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solución salina al 0.9 %, se ·incubaron 1 ·hora a 30 ºC en presencia de la 

proteína A (0.5 mg/1111) y de cloniro de cromo. 
" :: ·. . . 

ii) Pre¡i11ració~1 tle. Ías, d/;1/aspa;11 el e11sayO hemolltico 

im•erso 

Antes de er~pczar el. 6~sayo: las ~él;;¡¡¡s (!;; c~ftivó ke despegaron de 
·, : · : .• 1 -.'; ',. ; ~' · '. _ • • ' ·, •• · - • -, ; · 1 • ,_- , · « · : •. : -··. , ·· ':__e ~- _ • _ , -

la caja de .Petii iiicubruÍdolas a:J7ºC d1lrantc. IO;mimitos ci:m solución 

Spinner sin calcio.:1~as c~luli1ss~diso'di<lf¿;1~orr~nd'J1ipii'~P~st~ur.' 
·.Las cél;lias .di~o~iadas se ,;1ezclt1roii'c~n los critr~eitus-pr~·A y se 

. ,_ ; . " .. · .. . - - -. .,_ . - ' '" .. ' : . -- ·' ' .. ~ 

a¡,,rrcgaron por capilaridad. a. 11110 de Úos cxircmJ:s· de~ las. cániaras de 
; -_;_ .. :·· .. ,_,,.·. ' 

se i11cubai-on·;durante 45 ~iimÍlos para pcnñitir la 

Cunningham. 

Las · célÚlas 

fonnaeión de una monocapa, se l~varbr(co'ií HBSS §;se i11~Í;biiroi/1 hora 

con el anticuerpo contra insulina ( 1 :30) y en su caso IÓs ~~crctiiiogos CCh 

(carbamilcolina, análogo muscarínico', 1 o'~,~) y:_db:-;\M,P{ (dibútiril 

monofosfato cíclico de adenosina, análogo penl1eablc a la· mcmb~ana, 5 

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

(1 :40), (ver figura 8) 

Figura 7 Es..¡u,mn que r\!p1c~11ta el fc11ú111c110 i.k hcmúh~1:. mt:J1.11la rm 
comrlemcnlo cu 11rcscni:in del compk10 cmll~cnti..1111tict11!fJl\1 (mni.1ific,1tla de Sm11h. el íll . 
19K6). ·. 
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La insulina liberada füé revelada por la presencin de las placas 

hemolíticas fonnadas alrededor de las células endocrinas, resultado de la 

lisis de los clitrocitos mediada por complemento. 

F1~urn 8. M~1t01.lo u11li1.ado en el ens.i.y11 hcmolitu:o 111\'Ctso ildru cuuu111icm lu 
~c;1«i611 de insulina cu una poblaciñn mhln de ri!lnlns insulores (111cxlificmla tlc Smith, 
el al., 1986). 

h) Análisis de la secreción de insulina 

El tamaño de las inmunoplacas_ es proporcional a la_ cantidad· de 

insulina secretada p6r la~ ~é1/.1as;:cistc 0parámetro se detenninó al proyectar 

la image~ de la inmun~~laca .-fonnacta-· en ·un monitor de -una cám~rá de 

video unida- a_ ,;n ~icro~copio ·_invertido (Nikon, Axiophot) y se midió el 

diámetr~ dci laimn~noplaca con el programa JAVA (J;i;ulcl Scientific), el 

cual se expresó_ como área. Para el análisis sólo se consideraron. a las 
' - ' '. . ; ~ ' - :- " 

células aisladas y no a los acúmulos, aim curu1do formaron inmiinoplactis: 

Se contaron las células que fonnaron inmunoplaca y el núrlii:ro ·se 

expresó como el porcentaje de células secretoras de insulina. La actividad 

secretora de las células -J3 bajo una condición. expcirimcntal !le~¿.xprcsó 
como indice de secreción y se estimó al ~uhiplicár e1'~;ca promedio delas 

inmunoplacas por el porcentaje de células fo'nnadoras de placa. e 
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Se calculó la distribución de frecuendas del área de· inmunoplaca 

para identificar. las subpoblaciones foncionalcs de las células p y 
• • :e 

detenninar si estas subpo_blaciones fueron difcrc11ciahí1cntc afectadas por 

los sccretagogos. · 

IV} ilmílisis ~stacllstico. 
L~signrnJan~i;~stidi~ticá de los distintos tratamientos füé evaluada 

con el aná!Ísis de ~~ri~nL1 ANOVA, la prueba de t de Student para datos 
·"·'·· ~' ': "\ - -~~- _.• ·::- ---. . : , 

no pareadosy lá pnieba· d.e · Fisher; considerando· como cstadí,sticaínéntc 

si¡,'llificativa una p<O:o1 y p<0.0.05,con el programa NCSS (4.i Dr. Jerry .. -·· ... '· _. . .·. ' .: ._. 

L. Hintze, Kays~illc; UT, USA, 1983). T~dos los resultados se expresaron 

como promedio ± el .error estándar. 

37 



RESVl.TAIJOS 

l.-Secreció11 de i11sulin11 de la.~ eél11/11s ¡J fetales "isflldas 

En líl Figura 9 se 111ucstra 111w 111011ocapa de eritrocitos marcados l:on 

la proteína /\ y células f3. Las celulas li1crn11 incubadas con 5.6 mM de 

glucosa en presencia del anticm.:rpo contra insulina. 1.a zona oscura 

alrededor de la cdula indica la hcmólisis desencadenada al adicionar el 

complemento. 

¡:lj!lll<I 11 !\1ÍH\lt'.fat\,t ¡Ji: ~·eJul,I\ /1 k\,1k• 11.kull/it;tt).1~ U\L\ l'\ ;;/.I~ 
!{!\!';\ 1;!1n11·1o~r;!lia 111~ hm1.1tl.1 J u11.1 am••hl1-.:<K111n <le ..;u, ! it' 
~duk1.., ~· 1l1Lt1b.1rn11 1 lwr.1 ú\1\ d .wu1..1h.:fJ\\~ t11u1r.1 111-.11!111.1 1e1l "!• 
mM Je ¡:lt1u1"11 \ pmh:riornwnh! W mi1m\ll:-. ~011 t1•m¡ikuu..·11~t1 ,k 
1:11ha\11 ),,1 ri:¡.uou 1k hl'11mlb1• .1l1L·1.h:1lo1 1k l.t 'ch1\.1 !ne 1..''.Pl".;.1da 

Secrecitl11 de i11s111i11a de l"s célula.\· fJ fetales con respecto 11/ 

tiempo y r1 la cm1ce11tració11 tle ¡.:luco.;·11 extrucelular 

St: estudió la respuesta sccrclllrn de insulina de las células ftfotalcs, 

incubándolas a distintos ticrllpns ( 1 a 4 horns) taillo en 5.6 como en 10.6 

mM de glucosa.' 

El porcentaje de células secretoras de insulina durante los diforcntcs · 
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tiempos de incubación en 5.6 y 20.6 mM de glucosa se muestra en la 

Figura 1 O. En 5.6 mM de glucosa el porcentaje de células· que secretaron 

insulina aumentó signiiieativamente en un 32 % a.· lás 'dos· horas ele 

incubación y en un .41 % a las 4 horas de incubación con respecto a una 

hora, mientras ·que en 20.6 mM de glucosa el:. porcentaje d~.:células 

secretoras aumentó significativamente en. un 28 % sól6 .lüist~ )as 4 líoras 

con respecto a una hora de incubación. Esto iiidicaqlie ~ste ¡)ore~ntaj~ de 

células tienen una tasa de secreción más baJa.Jpbic;;1~·tarcl;i..okA 11.en. 
' e- --· -. . ,_ 

·reclutarse: 
- -_ .:,- ' 

La cantidad de in~ulina secretada cvaluáda c61;1Ó 'área promedio ·de 

las inmuno~lacas fué 1Aáxi1m1 ª· las ,2'h de incubación e;¡· ambas 

concentrac.iolles de gluc~sa,. como)e p11ed.e observa~ en Ja Figura 11. ·En . 

s:6 mM de glüc;sa7e1 área promedio de 1~s placas aumentó en un 31· o;. a 
:-.:,- -··.-- - ·:·.-_-, ... -_ 

las 2 horas de incubación, respecto a 1 hora. La secreción de insulina aún 

cuando co;uinuóa~liientandé) a las 4 h (57%) no fué estadísticamente 

diferente de 2 11:. 

En .20.6 · · n!M. de·· glucosa· se observó que el . tamailo de las 

inmunoplacas aumeniaro~ ~n un 29 % a las 2 horas y en un J9 % a las 4 

horas de incubación, con respecto a, 1 hora. 

La cantidad total de insulina secretada, evaluada por el índice de 

secreción aumentó en' ambas concentraciones de glucosa durante los 

distintos tiempos° ele incub.ación. Ccimo se muestra en la Figura 12, en 5 .6 

mM de glucosa el íii~icc de se~reción aumentó en un 63 % a 2 horas de 

incubación ycntliiI 17 o/~a las4hóras con respecto a 1 hora. 

En 20.6mM de glucosa el indice de secreción aumentó en un 40 % 

a las 2 horas y en un 7 5 % a las 4 horas, respecto a 1 hora. 
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Figura 10. Respue~ifa de las c~lul.as J3 fetales a In glucosa con 
respCctO al tiempo, evaluada por el porcentaje de células que 
forman inmunoplaca. Cad1 barra representa el promedio ± el error 
estándar de 3-4 experimentos independientes. 
•denota el nivel de significancia C.'\tadistica (p<0.05) con respecto a 1 
hr y con respecto a cada concentración de glucosa. 
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Figura 11. Análisis de le secreción de insulina evaluada por el 
tamaño del área promedio de inmunoplaca. Cada barra corresponde 
al prontcdio ±el error estándar de 3-4 cxpcrimrntos independientes. 
• denota las diferencias cstadisticamcnte significativas (p< 0.05) con 
respecto a 5.6 mM de glucosa 
0 denota la difcrcnci1t estadística (p< 0.05) con rcs~~(Q a_ I h~ra. 
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Figura J 2. Cantidad total de insulina evaluada por el producto 
del factor de secreción por el área promedio de· inmunoplacn. Cad.i 
barra corresponde al promedio± cJ error estándar dc.34 c.xperimenros 
por separado. 
• denota las diferencias csladislicamcnlc significalivas (p< 0.05) con 
respecto a 5.6 mM de gluco<a. 
•• dcnot.1 la diferencia cstadistica (p< 0.05) _con _r~~cCto_'1: 1 hora. 
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Podemos concluir que las células J3 fetales pueden discri1liinar cutre 

diferentes concentraciones de glucosa. Por ejemplo -en 20 .6 mM de 

glucosa, la secreción de insulina aumentó en un 109 % en relación _a 5.6 . . . 
mM de glucosa durante la incubaciónp~ir 1 hora(Figura i 

estudiada en ~r~s~n~ia el~ 5.~: mM ;íe 'glu~o~a, , ' /? .. -.. _ .-._ •. _.-. . 
En la Figura 14 '.se mues;ia ~1-~fe~t~ d~ difer~n¡Js cfosis d~l. CCh 

sobre la cantidad total.de insuliíía secretada (i11dice de secreción). A.la 

concentración de J ,0 ~M de -cefo ~I ilJdi~c d~ sc~re~lé>1!' a1i1\JeíÍtÓe1! 1111 

60% con respecto al t~stigo y dste aunientofüé cbnsc).j;do'ii d~~is ·,iuís 

altas del fünnaco. · · · -· 

Como el efecto· del CCh ~obre' la secreción de insu!Íi\a 1;0 varió 

estadísticamente_ entre las dosis de 1.0, JO ylOOÓ µM, en í<Js expcrimcÍ;tos 

subsiguientes estudiam~s el efecto deL agónista colinérgico . a la 

concentración de JOJ-lM. 

e) La respuesta de las células /l fetales al cb1 depemle de la 

concentración tlegl11ctJl'f1_ey1racelula;: ._-. 

.. El CCh a_ la cóiice1itración basal'd~ ~lucosa (5,6 'íi!Mfaumentó el 
- - - ' '. ·: . -. ·- - . ' ·- . ~ . - . ; -··. ~ -- - . 

porcentaje de células' fonhailoras' de placa en un 21.·· % y el --área· clc las 

inmunoplacás en un 51 %, por Ío tanto ~I i~dic~clc s~creción (ver Figura 
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15) aumentó en un 8•1 % con respecto al testigo. Enlas células !l adultas 

aisladas, fliriart y RamírczcMedclcs, (1993) observaron que el CCh 

aumen~ó el índice de 'secreción;' en prí fOO %, locual resulta también de un 

aumento tanto ¿~ el pÚrcentrije d~ ~éltllas sccieforas c32 %) ~01110 en el 

área de las inmu~~pla~as (SS.%). E~to~ dat~s se'r~sumen en la tabla 1. 

La respuesta ilc lá's é~lula~ ll f~ta16s al CCh/~1 iguai qu~ en las 

células .•. ·. adi1ltas, it;¿\ d~pc~cÚc1\·¡~· <li: .• I~ cÓ11~eni'rricióildé gluc~sa 
extracelula;, yi·c¡ue ~l11;1ia Jg;icei1'ira~ÍÓ11 •· d~ glu

0

cosa• alt~ (20:6 i11M) el 

CCh diimiimyó en ;1;; 42\v.• glh1clice ele ·sccr~ció1; (l::¡~l1rd i 5), lo cual 

reflejó· tant~ lá dismf;1uciói1 en. el· po1•centaje de células · fori1{adoras ·de 

placa. (l 0f %); C(irno ~n ~lár~a de . las inmÜÍtoplacas' fiJ~m~d'af (34. %). 
- - ------ - --·-.. ·- - -- ' -- .- . ·- . ,.· ..... . _,_-_ 

Resultados muy similares.se o~servaronen .las .. céll1lasaduhas, en lasque 

el CCh en 20.6 \nM de. glucosa;lisn;i1111yó ei por~entaje de células 

fonnadoras de placa en un 22 %, el área de inniu;i~pla~á dü;1~i1i~yó en un 
·. . .... · .. · ~.. .~ 

34 %y en ~ónsccuencia··el .• indice.de.seércción disrliinuyóen·i.11149 %··· 

(l !irim1 y Ramirez-Me~clcs, J 99°J). 
El efecto estimulmlle .dcl·cchsobre la sccrcdóndc i~~ufüia, cn.5.6 

mM de glucosa,rú6 inhibido co~·~I áiltagonÍsta Ínu~bhrii1iéoatropina ( 100 

µM), sin embargo no se lo¡,'Tó revertir ~riteéto irlhibit~~Üdel,CChcn 20.6 

mM de glucosa con átropina cm~() se observa en la °Fi&'llr~' 15. 
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f<"igurn 13. Efecto eslirnulalorio de la glucosa sobre la caJ1tidad 
total _de insulina sfcreuda, evaluada como el resultado del 
producto del factor de secreción por el área de las inmunOpJacas 
formadas. Cada barra rcpresC:nta 'el prómidio ± el ~rror cslUndar de 9· 
JO experimentos independientes. 
'denola el nivel de signifieancia (p<0.01) con respecto al testigo. 
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Fia¡:ura 14. Efecto cstimulatorio de diferentes dosis de carbacol 
sobre la cantidad total de insulina sct:retade, evaluada por el indke 
de secreción. Ca.da punto rcprestmta el promedio ± el error cst&indar 
de 5 experimentos independientes. 
• denota eJ ni\'el de significancia (p<0.05} con respecto al testigo. 
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Figura 15. Erecto del CCh y de I• atropina en presencia de dos 
diferentes concentraciones de glucosa sobre Ja cantidac.J total de 
insulina secretada evaluada por el lndirt de secreción. Cada barra 
representa el promedio ± el error est:inda.r de 9 .. JO experimentos 
independientes. a excepción de las barras que representan el efecto de 
CCh + atropina, las cuales son el promedio de 5·6 experimentos 
independientes. __ _ __ 
•denota la diferencia estadística (p<0.01) 5· "(p<0.05) con respecto al 
testigo. 
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Tabla l. Secreción dl' im;ulina ! el error cst:imfar de las céhll;1s (1 li:.talcs y adultas. bajo los 

diferentes tmtamicntos. La n rndic:i el niuucrn de c:\perimcntos. 

Glucosa Celulas Are a de 'lo efe n 

(mM) 11 pisca (J1m2) célula·s 

secretoras. 

5.6 fctu/c.1· 952 :t 73 S./, 7 ±1.4 JO 
.. • . 

5.6 adulta /892J:/9}.o . .. ./5 • ./J5.2 6 

+e Ch iciU1é.~:' ·. /.l./.i:t/O./' 66././ . ./' 

. .; á~IJ11~· . . 2979±20./'• 6012.H' 6 

20.6 Jfifl8:f2/ll 66:tl.7 9 

20.6 .12211±.15,I• 59.0.t-7.11 

+(:Ch /05./:iSJ" 59.0:t.1*' 6 . 
.. 

+cch adulta •· 220.J.ts.12• ./616.6*' • ;¡ 
• (p<U.01) r .. ~~ (p<fJ.05) <le.noum la si~~mficancia estndisrica con rcs~cto a -~:6 n!~ y 20.6 m~1 de 
glucosa rcspcc1iva~1\entc. · - - - · · 

• Cp<11.lKH) denota 1:1'signilicancia cstadistic:1 con rCS[X.'tlO n lns células fetales. -.. 
~ . - - -- . . ' - . 

2.-Subpoblacionesfuncionales cle.célul11s.Pfetalei ' . . . ' ~ . . ' . . . ,. .. . 

Resultádós · p~c\~~s ciei lab·~~atorio. dcm~straron que la secreción de 

insulina de la~ cdlula~ I} ~d1Úta~ ~islada~ es l1etcrogénca (Hirinrt y 

Ramirá-Medcles,fl991), debid~ •a lo·. cual se sugiri? la .~xistencia de 

distintas Sl;bp~bl~~i~n~i d~'·Eéiti1as :p, q~~ p~clri~ll sel' dasifi~~das de 

acu~rdo co11 la cantid~d de Ínsuli1la ~ecrctada}~n ~~ª. lwra, cmnci; células 

que forman pl~caspcqueñas(SPáre~ de pl~ca < 2o00•1í~2), célulasque 

fonnan pl~ca~~1n~dirui;s>(~P área M placa ~1;trd 2000 )'4000' µl1i2)y­

células que f;~nai; pla~fls gr~nd~s (LI' áreddc placa >4000 µm2). 
·-: - .. _- .· ·. -_, '' •' ... - - -

Con las obsc1vaciones anteriores, resultó interesante estudiar si las 
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subpoblacioues funcionales, se expresan desde etapas temprnnas del 

desarrollo. 

Los·. resullados obtcnidost m~strnron . que las subpoblacioues 

obscr~adas en l~s c¿l~la~l aclulias está~l J)iesJnt°es desde esta etapa. del 

desarrouo, pero 'en dii{rc~tci~ ilr~rürbiou~s. ~sí como~¿ obsc!Va en 1a 1a1i1a 
- . . l ._,.. ;•;: 

. 

2

" En •. 1: •.• FigJra. • )6 .• sc;rn11estr~1: •• las. •.s'.;li¡m~l~ciones .. funcio11al~s de· 

celulas p fetales.En 5.6mM .d~ glucosa,seobservóque el 49% de cclulas 

fonnaron plac~s pec¡i;cfiiis/sP)}uri 1-o/o [oni1~;011 pldc~s medianas (MP). 

En esta cmÍdi~Íó;J.~¡ p~~~~Í1taje de células fetal.es tipo SP, fué 50 % más 

alto que en las_ células adulta~ (Hiriah. y Ramí;e~-M~del~s. 1991 ). 

• 6ia~1cÍ~ 1all,~él11l~s se.inc11~iiro~ e~ 20.6 lnM ele glucosa el 4 7 % 

fonnaroii.ptaéas·peq11e1)ri~ y Cl¡)orccútajé de céhilas fonnadoras de placas 

medianas ·iwci;ntó 4 vcc~s.: S~la~1en~~ d 3; o/o de ~éit;l~s.forJ11.ar()!1 pla~as· 
¡,rrandes, como se 'aprecfa en la •ri¡,'Í1r:t1 ii.c CompárruÍdo .dos· resúltados 

' • : ~ '.• :• "' ' • : -r 0•• -_o_. ' _., - - • '· -. - ' 

con ~I compcirt¡;rn¡c~toºsccreiord~ las\!élt1las p ~dultasºpÚdÍmos.observar 
una cl~ra .. diferencia, y}Cjuc &;1eJ·estacl~ aduiid;i~;ubp~bla~ión·tipo LP 

aumentó el 12 % eu2o.6 mM ele ghÍcosa (ver tabla 2): 
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Figura 16. F.íecto de la concentración de glucosa sobre la 
erpresión de las subpoblaciones funcionales. de células ~ 
retales. SP indica las células que forman placas p0quéñas; MP las 
células que fom1an placas.medianas y LP las que forman placa< 
grandes. Cada barra representa el promedio ± el error cStándar de -
~~_l_q e_xperi~ento~ indcpC~dicntc~.-~--~- ' 
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T:ibl:t 2. Subpol.ilacioncs de c~lnlas f3 aislad:1s. Se comparn el porccmajc del 101:11 de h1s 
células fc:ralcs \' adullas formadoras de h1c.1s. tanio en •lucos.1 ~.6 como en 20.6 mM. 

Subpobl 

ación 

SP letal 

SP adulta 

5.6mM 

Glucosa 

49J.1.9 

+CCh 20.6 mM 

Glucosa 

47±2.1 47±4.0 

. • dcnora el 1t!\'Cl de sig1~ificancia (pdJ.OJ) co~1 rcspcclo. a S.<1 n~M de g~ucosa. 
ID denota el n.h-cl de significa~1c!a (p . .j}.OJ) con rcspcc10 a 20.6 mM de glucos.1 

.. ',-- .:·::·,', ; .. '-~. 

+CCh 

El . 2ch; ·,/o~llid: Íii. ·¡/ecre~ión . de insulina·2 e11· las· 

suhpobladf!~e.1'./uíié:ionaÚs.· .. ·. 
En la i.igura _17, ~e muest~a el '.~fccio del CCll, en s'.6 mM ~e glúc9sa 

sobre la acti~idad ~ecr~l§ra~~ la~'poilacio;~e~dc ~it[11~t~ f~j~I~~· El. CCI] 

aumentó 4' vccbs • ~J • p¿~¿~~taJe\!~ cé1"ulas •. MP y·. 2 . ~cc~s ·el pordc!1t~jc de 
' '· '., ' ... ' '.• '·- .• '. ""' ··.·. .. . . ' 

células LP. ~n cambió, en la\cél~las adult~s, _el CChaumentó (2.4 veces) 

el porcentáje d~ célulá; LP:(Hiri~ i ~a~n'irez-MecÍeles,' l ~9{). .. 
La atr~pÍnii~ revÍ~ió d c'r~ctÓ' estimul~t¿rio d~I CCh sobre el 

porcentaje de células MP, como se muestra en J~ Figi1ra _ 17. 
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Figura 17. Eslimulación de las células MP, 11or CCh en 5,6 mM de 
glucosa e inhibición por atropina. Cada barra representa el promedio 
± el error cstindar de 9-10 c:-.:perimcnlos indcpcmficn1cs, con 
excepción de las barras negras, Jas cuales representan el promedio de 5 
experimentos independientes. 
•denota el aumento significativo (p<0.01) con respecto al testigo. 

52 



En la Figura 18 _se obsmva _el e!Ccto del CCh en 20.6 mM glucosa 

sobre la actividad secretma de las subpoblacioncs de cclulas fl li:talcs. El 
' " .· . ' ' 

CCh disminuyó en un 76 _%'el pórcenlaje de células MP, en paralelo a la -. .. ·-· .. 
disminucióii en el tndicc de secreción (ín6~1radó en'la Figura 15), así como 

en el peque11o porcentaJ~ de célulasLP,C6~10 se muestra eÍl la tabla 2. 

El ~fectJ inÍ1ibÍd~r ~~t~2h ~~;i 20.6 •· mM de· glucosa sobre el 

porcentaje de ~é!lul~~ MP:1iJ fl1é r~vertiil~ ~011 ~tropina (Figura 18). 
-'".<· -: .. ·­

~ ·«,. _-- ~·:,-_· 

3.- Efdct'! deÍdfLc,4,~fJ''s~bf~la~espuestf1 a CClt. 

lntercsad~s gn ~¡,,;¿~;![si g~ las células fl fetales la unión del 

agonista nillscarínico ccií ¡¡ su-r'eceplÓ-r, conlleva cambios en el sistema de 

segt11idos mensi]cro~:coi;ó e( ÁMPc, las células se incubaron en presencia 

del análogo p~;.;'1icable_ db'.AMPc (SmM) y/o CCh en 5.6 rnM de glucosa. 

En la _Figura l.? se mu~stra el efecto del db-AMPc y del CCh sobre 

el porcentaje M céll1las fo~lidoras de placÍl. El CCh (JO ~1M) aumentó en 

un 35 % el, pri;~enta]e dd células formadoras de placas, con respecto al 
.,, -. ., ' 

testigo. El db-AMPc nó aumentó significativamente el porcentaje _de 

c~lulas formadoras de. placas. El CCh y db-AMPc juntos aumentaron el 

porcentaje de cé.lulas fonnadoras de imnunopl-aca en w1 54% ~611 rc~pccto 
al_ testigo, siu en~ba~go este aumento no difirió si¡,~1ificati~amcntc de la 

incubación conCCh: 
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Fi¡:ura 18. Efecto de CCh y de alropina en 20.6 mM de ¡:lucosa 
sobre las · subpohlaciones funcionales. Cada ba"rra rcprcscnL'.l el 
prómcdio de 6-9 experimentos± el error estándar. 
•denota el nivel de significancia (p<O.CJI) con respeclo al tes1igo. 
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Figuro 19. Efecto de CCh y de db-AMPc, en 5.6 rnM de glucosa 
sobre el pOrcentajc de células que forman inmunoplaca. Cada barra 
representa el promcdi? ± el error estándar de 6 experimentos 
independientes. 
•denota Ja diferencia cstadistica (p<0.01) con respecto al testigo. 
+denota Ja diferencia estadistica (p<0.01 J con respecto al db-AMl'c. 
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En la Figura 20 se muestra el efecto del CCh y del db-AM.Pc sobre 

el tamaño de las áreas de inmunoplaca. El CCh ·aumentó en un 88 % la 

cantidad de insulina secretada, con respecto al testigo, mi.entras que el. dh­

AMJ>c no amplificó de. manera significativa este p~rámeÍr~. ,E11 presenéia 

de db-AMPc más CCh, el área promedio de inn;unoplaca ai~menÍÓ enün ,. . - .,., . 

1 17 %, sin embargo este amúcnto 1ic) fué. estadisticáni~Ítte: diferente de 

CCh y db-AMPc. 
r:'::''-

En.la Figur~21 •. se mú~str~~Í i:redod~l tch}dél.db-AMP~ sobre 
··.. '." .. ··::·: .. · ... ·-.. _-.=. __ .... ·,,_:_::. - .. ':· ·.:-- :· ,' ., -. '. -

la cantidad total d~ instil[na ~eci~i:id~. El CCh ~u~entó én t;n 149 % la 

cantidad total el~ ins~li~~: se"gi~tad~; JC>n r~sp~~tii al testigo. El db:AMPc 
.. :,·-,--. - __ --,_· ... ·;".'.-.: , ... --.-;-· .. , - ,-, . -- -·· -, - .. 

no aumentó significadvame11tc la:, cantidad de insulina secretada. fa1 

presencia de db~A~Pc iúás tCJ1,'se ;~bservó que el indice de secreción 

aumentó. enun 222,0/ó c6i1 résp~ctÓ al testigo, no obstante esteai1111ento no 

fué sib'llificativ~ con ·;:~.~pe~íci a{ CCh aim • cum;do füé .. shiniricativo 

estadísticamente, con respecto a db'.AM l'c. 

-- .. --

4.- SecreCió11 de i11su1ji,11 delaicél11tá:f c11/tivdda.r con db-cÁM~ 
En experirrientos pre\~cis (Sánchcz, 1994) s~'<ibsei\,ó que en las·. 

células p ~dulias é~1ltivnclas durante S~7 clía~ có~ dh~AMPc (5 111M) la 

secreción de i11s~li1;a alln1cntÓ·~~'~n :ho.%. D~ci;Ú;1~;~·estiidiai1si.estc 
efecto se preseni~ t¿1~biéil en,las célul~~ P Í~tal~~n;·~1lt'e11iclas durante dos 

días de ctiltivo ~un db-J\MP~. 6espu~s de est~ preiraÍa;niei1io cbn ~b­
AMPc, las· células/~c i~~ub~m; i hora con 's.6'. mM de glucosa, en 

presencia de CCh y/o ~b-A?vf.Pc~ .. 
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GIUCOSA 5.6 mM 

Figura 20. Efecto del CCh y de db-A_MPc sobre la secreción de 
insUlina evaJUada pOr el tamano de las áreas de inmunoplacas. 
Cada barra representa el promedio ±_el error estándar de 6 "-'perimcntos -
independientes. · 
•denota. fa diferencia estadística (p<0.05) con respecto al tcstigó. 
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Figura 21. Estimuladón de la secreción de insulina por CCh y db­
AMPc evaluada por el indice de secreción de insulina. Cí\da barra 
representa el promedio ± el error estándar de 6 experimentos 
indcpendicnlcs. 
•denota la diferencia estadística (p<0.01) con respecto al lcstigo. 
+ dcnola la diferencia csladistica (p<0.01) con respecto al db-AMPc. 
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En la Figura 22 se muestra el porcentaje de células fonnadoras de 

placa de insulina de las células prelraladus y no pretratadas con db-AMl'c. 

El CCh aumentó en un 24 % el porcentaj~ de células·q1ic,fomian placas 

con respecto al testigo, tanto en las 6éJ;1las nb prctrat~das;~omtJ én las 

pretratadas con db;AMPc. En prcsenCia d~ CCh rí1'ás'cill2AMPc se observó 

que el porcentaje de células quef~r111,aninll1~1ici~Ja~ri~:a;111icnt¿ ellün 48 % 

en las células.no tratadas·y,en 1;11 % %>cnlas~¿11J1riiprctratadas .c~n 
respecto al testigo (Figura22), 

El CCh Y el dbcAMPcaul11~11tarcm la cantidad de insulhm s.icreiada 

de manera similar, t~to c11 I;~ ~élulas ~r~;ratadas como en las células no. 

preÍratadas, etJI~O se mJ~str~'~n la Figura 23. En las células no prcfratadas 
, - ' ' ··1' -; . ,,, 

el CCh aumentó.'en lin 38% el área de innmnoplaca con respecto al testigo 
•••• ''• - • L ·, , :·; 

y cn ... pres.encia __ d~.,cc,i1•.n1ás db-AMPc aumentó en. un··s1 ... %>Estos 

resultadosfueron~imilares a los ~btenidos en las células pretr~ta,d~s eón el 

nucleótido cíclico, como iambién se puede apreciar en la Figura 23 , . 

En ¡~ Fi~:1ra ;4 s~ muestra Ja cantidad rotal de insulini1 secretada 

tanto de las cél~l~s ~;~tratadas, como no pretratadas con db-AMPc. En las 

células prct~at~d~s el CCh aumentó (56 %) la secreción con rcspec.to a las 
. . 

células ~o pretratadas, mientras que el CCh más db-AMPc aumentaron la 

secreción de una manera similar en ambos gmpos de células, así como se 

aprecia en la tabla 3. 
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Figura 22. Efeclo del CCh y del db-AMPc sobre la secreción de 
insulina evaluada como ractor de secreción tanto de las .c~Julas 
tratadas como de las no traladas durante el cultivo con dh·AMPc. 
Cada barra r~prcsenta el promedio ± el .•rf()r ºcstáiidar_ de •4;7 
experimentos indcpcndicntCS. - - - - · - - ., -__ · -
• denota la diferencia estadística (p<O.O 1) con respecto ÍÍ 5:6 mM de 
glucosa. 
•• dcnola la diferencia estadística (p<0.05) cnirc las células 
prctraladas y no prctraladas. 
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Fieura 23, Eíecto del CCh y del db-AMPc sobre la ·secreción de 
insulina, estimada Po:r. el "ama~.ó de~ -á_rea de _ inmunOplaca, de 
células prctratados y· no. pretratadas con _db-AMPc. Cada barra 
representa el (lro_medio · ± el_ er~C:u Cstáridar-dc. 4-5 experimentos 

-- indcpcndicíltcs. - --
•denota la diferencia estadística (p<0.05) con respecto al testigo. 
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Figura 24. Estimulación de Ja secreción de insulina por CCh y db­
AMPc evalu~d~ por, el índice de sec~eció.~ «'." las célu.las tratadas y 
no tratadas c_on el dh~AMPr. Cada barra representa el promedio ± el 
error estilridar'dc 4-:5 cxpcrimc1~tos indcpen.dicntes. 
•denota Ja diferencia estadística (p<0.01) con respecto a 5.6 mMdc 
glucosa.--.-- - · - :- - - - ---- - ·-" 

+ denota la diferencia cstadistica (p<0.01) con respecto a las no 
prctratadas. 
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Tabla J. Caulid:1d de insuli11:1 secretada pof las célula.s j\ fetales }' Porcentaje de t:Clulas 
formadoras de plilca, tamo de célultts no prclratadas como de células prctrauu1:1s con db·AMPc 
durante el cullh·o. ' 

Glucosa~. de Factor de n 

Células 

no 

Tratadas 

ladas 

•denota el nivel de-signUicancitl (p<0.05). t1>11 rcspcclo :ti 1cs1ign. 
4 denota el nivel de significancia (p<0.05) con rcspcclo a las células 110 prctrnl:idas. 
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DJSCUSION 

Respuesta de las células {J /etales a la glucosa 

En este trabajo se estudió la secreción de insulina de las células P 
fotales-aisladas en rcspucsla a la glucosa y al carbacol. Fué posible áislar-a 

' ' ' 

las células endocrinas pancreáticas a pesar de_ la dilicuHad que<esto 

representó ya que en esta etapa del desarrollo (18 días dcv.i)losisloies lió 
- . - - . . . . 

tienen bien fonnada la cápsula de fibras reticulares qu~ los 6nJt1:clvc ·y no 
" . '. i\, •. -·-· • í 

se pueden diferenciar fácilmente del resto del Jcjido pan.creálico:~Las 
células p füeron identificadas con la técnica del errn~yo l11i.iibÜtico iilv~rso 
(RHPA) con la cual es posible diferenciar tÍn~.célt;la -di~tr~ d~una 
población celular mixta d~ acuerdo con.la hllnnoi{a ~t~c ~~áict~ (Ne'it y -

Frawley 1983; Sál~món y Meda, l 9S~). t.losotrothe111É~-~bse[Y~ciÜ{por . 
- • • - -·- - ~· - - -·-- - - ·-,- µ h • - - -

primera vez,qt1e cn'esia'etaP,{dél cÍe~arrollo lllséélulas p aisladass~creÍan·-
insullna ·-~11 resp1;esta ~ I~.- esti111ula~ión ¡Íor·glucosa~~lo)cÍl~(re~Últa-_. 

observado que• las c?luias 13 no secr~tan insulina -aLser csti1li¡1ladas por 

glucosa (Espinoza de 1oiMont~ros; 1970;:.Am~1ÓÍ1 d; ai.)Í9s~; Animon et 

a1 t989; ru101en 19'80: 'f~ch cia1.; 1987: ruci/e1~C1991; oíol1koski et 
_ .. - , .. 

al., 1988). 

Entré atit1l1a~·)J;C>~1JC:ií~~ p~~ ~xplic~r, la [att~ _dercs¡)ucsta. en las 

células feíales (21 df~s d~ liTj, l~s-gnipcis de TucÍ1 (1990), de Rorsman 
• ~· • - .. - ' é . - - ' " . • • / . . . , ' • ' • ' .· .' ' ' 

(1989) y Aínnmn (19ssf~ugiri~ro~ que en)as ~titulas ~ del i~lcite lbtal 

existe un metabolisrdÜ ~xidaai~ d'e la ~luc3~~ 0i1~a;í';iro _- (i~idic~do_ con Ja 

medición del coiiténldci dc'A TP): siil.e11Jbargo estos autores no se explican 
·_,·_ - - ,. ' .·,' ._-,_ ·- -· - -

cual es ~l ~1ecanismodelafalta·de ~cspÜest~~tdglucosa observáda en sus 

experimentos. 
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Otros grupos (Rhotcn; 1980; Freinkel, etal ·J984; Swcnne, 1985; 

Otonkoski et al., 1988) observaron ilna secreción de insulina pcquella, en 

islotes fetales (21-Ú. día~' v_i.), pero ;·1nicamc1;;c si los cultivan duranlc 7 

días én presencia de 11.1 mM d~ glucosa: SÚ1embargo estos r~sultados 
fueron atribuid~s a'üri~··.nad'uraci6~ el~ lás cié1¿1;s p ·durante el ti(!mpo de 

. . . -,.,,- .. , - ' '' . ' . - ,;-· :•c.. •. ····~ .·'-···- ...• ~ -º ·- ----
cultivo,. posiblc1Í~c1ité inclu~id}'¡i6~· 1~ ~o.;cent~áéión ,cJc ·glu~osh 'hita. En 

·-·- ·-', •• ,_,. .. _.-,-" ... ··--.,.-.' -· '· ,- .,, ··'- ... - <-'" .. , ·, 

cambio, _n;1estro· est~diri·fü~ ,r~aÍi~ado ho,; .a11iiííale~"iná~· íícquciñ~~ y. _las 

células fueron cultivadas úí1icá1ncnte durante 2 dias. 'e. 

La difer~,;~iá de ni{esfr~s reimltados coi1 IÓs de la lit~r~i'iir~:µ¡,cli~ra · 
debers~ a dife~e11~ia~ t~c11i~~s;~~ (¡uC todos los trabajos prci~io~sé'hl¿iero11 
en islrite~ completos, n1ieritr~s.·q~e en este trabajo se ~studió l~scdrcCión 
de insulina ·en' céh;Ik p hídÍviduales. En nuestro modelo p~d~mos 
cuantificar eI~fcc;~ ~e diversas sustancias sobre una célula cspc~ífiÓa .. 

La seireciói1 ele •i;;sulina por las células fetales e;1 re~pue~ta a la 

glucosa;srigier¿que~ las células se encuentran no sólo mÜrr~)¡{gíc<J:Oellte 
diferenciadas (Pictet y Rutter, 1972), sino también funciOúahncnte, pal'a 

llevará cab~ la fünciÓ11 secretora. 

La se~r6ci¿n de insulina por las ~élulas p fetales amnentia1 doble en 

20.6 mM de ~lucosa e~ comparación a 5 .6 mM de glu~osa, 1(Fig{1ia 12). N~ 
obstante, I~ s.ecrcciÓ1i de insulii1a de 1,as cél~las fetide~ fué ·~iendr que I~ de 

células pad~ltas.Por ejemplo en5.6 m:Mde glu~~sa f1ié 6.9 o/oye;; 20.6· 

mM de gluco'sa 5~~% lllá~· baja quc'la ~e~rccÍón Ó~s~rVadá ~n las cél~las · 
adultas. (Hiria;t y RaI~írez:r0_édel~~, J g9J): Ladifé~cin~l~ :•1' l¡ cim~Íd;cl d~ 
insulina s~er~tad~ ~n .las· céi~l~s'.fetales._y aduitás 11odria deben;~·ª que• las 

:~~::::11:!:,~;,~i'~efil~~~~\;~:*,;1;-:~;~: 
que no se enco~Í~~ •clifer<!1i~i~ éstadistica en el por~entaje ele células 



fomrndorns de placa entre las células f3 folales y adullas. 

Por otro lado se sabe que la glucosa regula tanto la biosíntesis como 
--\_ ' • r 

la secreción de insulina en las célülas f3 adultas y que ambos mecanismos 

son indepc~diéntcs. La t~sa · ;ltseci~ecÍÓnd~ 'insÜli~a ,;1enor, observad!' .en 

las células fetales podría clebcrse <ri qú;c las ¿élui~s pr~sci;tén ·ciicrto ·grado 

de inmadurez cl1 Cl mccanisirio' asodado a 1~·~;_:0Cit~;is'dc la honnona y no 

al de biosiÍ11bsis, TuclJy ~()1~~~rád~r~~·(1991) <ld;11o~ira;611 biosíntesis de 

proinsulina c1i la~ célula~ 'ci~1 i~l~t~ f~t~I ~0111pl~to. 
- _·. - .' -'... ; . ~ --· ' ,- ',.,. . ·' 

Respuest~ temporal de lti.r~tlÚas p fetalesa.·la glucosa. 

Ei1 la ciinbÚcia\ic r~s;Ü~sta a'¡¡¡ ~~li;t~s~ de las ~élulasp fet;1l~s. se 

observó un re~IÜÍa~1i6~téÚi6cél1\ia;¡¡ la actividad s~cretOr; corirespecto al 

tiempo.y a hi cJ,\'cen;r~6i6n de gfoi:osa:>A 2 horas de inci1ba~ión en 5.6 

mM de gludosa/~1-70 % d~·.las células fom1aron·.in;nun~plaáa . .Yestc 

aumentofué simÍl;~aJ~~1~1ento observado a las 4 h (75 %) (Fig. 9). 
En 1 hora d!: incubación en 20.6 mM de glucosa el 60 % de células 

secretaron ii1suli~a y sólo hasta las 4 h de incubación ~e observó un 

aumento signifid~tivo (80 %) en el porcentaje de cél;1l~s secre'to~as. Esto 

quiere decir que entre 1 y 4h se reclutaron a 1m ,ÍO % de ias ~élula~. las 

cuales tienen u;ia tasa de secreción baja, porque tardarari 4 h~n ;e~lut~rse: 
Podríamos. decir_ que ·fue posible deté~inar. el j~or~~11tajc ~áximo 

- ·- . ¡ i. . ·,~-; ~, . ,. ' .. ·- . ·.:.' .. 

(80 %) de células ~apaccs dcJcn1nar placa de\,insulina;',dcÍl!ro)de la 

sensibilidad deI c'íísayo, ya qile'e1!' la ratai'd 8() %de Ii poÍila~ión total del· 

islote, está cdnstituídapor'~é.lúl~~: flyes!~:~sH p~·~¿~~t~~oG~~~ad~ a 4 11 

de incubación en 1a co1lcent~ación. d~ h1cosa a1íaT · 
,, .~ •• · •. 1- - , . • • • 

También pudimos obsé~ar qÜe a w1 mayor ti~mpo de incubación (1 

a 4 h) y a uím mayor ~oncéntracióri de gluch~a (S.6 ;s 20.6 mM) mayor 
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cantidad de insulina secretada por las células B fetales, así indicado por el 

indice de secreción. -- - ' 

En conclusión se puede decir que la secreción de insulina por las 

células fetales no es lineal co11 resp.écto al tiempo dc~o que la ~cspuesta es 

constante con re~pe~t? Üiticiribo )'~.·1~c01Í~~i1t~~ciÓ11.de~luco~a. 

Efecto _dé1{:~11 :jdb;~'.1d.~~cr;~ió~ d~J~~'k;ina .·. 
En cstudi?s pre\'i~s s~;l\~';Jib~~,:YWo '(¡~e:iel CCh potericia la 

secreción d~ i1]s;Ílina en. las .células p adult!1s (Hirian y R:imírc;:~Medeles, 

1993; H~rrrians el •ai:. i'9s1/i-ie;1qúin dt ';1: J 98S). sitrembargo iío se 
::-,_ -- ·.: - .-· ·- - ,--- -~, ---::~ . . . . . ' -i ~ -- '-_ : . _, : '; , .- . .-, .- ~ -- . ' ,' . - , _: __ -__ . - -

conoce el efecto del CCh sobre la' secreciÓiJde ¡¡.;5~¡¡;¡ª por las células. B. 
,., _,_,._ --- --~:-,_-.-. _>--~ - -.----- _- __ .o ___ - -- __ .,_ .- .-·-- -· ··, • - • ·-.-- _- •• ,,- ·- -. 

fetales aisladas; En el• prcsei1te (~abajo, se estt;'dió el• efecto del' CCh a 

distintas. d~sis, . en· preser;Cia de 5.6 ·mM. d~ gluC~~a. •La (:~'/1ticla'cl ;oÍal de 

~~~:i~ª1~:.rt~ª·ª:~~~~~~~~ifaª:~~¡lt;;;~;~'~,~~~ ~~c:t~:t1c~i~i1:~ 
secretoras así COlllO en'el área pro1nedio•c1e I~~ inm;moplác~s. . .· •·••· 

La inhi~ici¿;¡ del;cf¿~to ~e tt:;ii s~b;.é la ~e~:;~ciÓnd¿ü;s:rJÍna cÓn el 
. - ' . . - . - . ,~ . 

antagonista atropina ~11·· 5 .6.111M de ghÍéo~a (figurá '12) indicó qlíe el. ef~cto . . ----- ·-···' ---.- -·-· . ' - . '' .. - ·, - ·--·-

del CCh es a trav6s de su uniól1 a rcccplores ml1sc;¡-riniclJs. . .. 

Estos·.: restllt~do~ e s~;;· l IJ(e~~~aniés • yá · ~;;¿ flsiolÓgic~~ente la 

estimulacióll de tll~ ·' reci~tór~s, 11iu~~~IÍic~~ . p~r ia'CACh ,atirnerita la 

secreción de h{sulina''.i~'.vivo",duranl~ 1~,fa~e ~~fáÍi~a.d.~la digestión, áflte's ·· 

de que aÜiilenlc'íl ¡;;5~1JíJi:I;;~·¡;¡;~~¡;¡~~cl~~1~~~~r(5.Ór~M) .. > · · 
El. efecto delcCJ;sobr~I~ ~b~redión;de .• irisuli~;¡j~;1·5~6···mM, de 

" . .. --- - . ' . . . . . . ·.~(-,-·,_-e . • . 

glucosa (Fig. 12) apoya la especlllaciórl de Brfrrll y colatiorádorcs ( 1977), 

de que lasccrcclónde.insul{nap~r I~~ ~élÚl~s p•r~t¡lcs'~iied~se~activada 
a través de una inervación colinÚgic~ intrínseca del páncreas; 
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Por otro lado, en estudios con islotes completos de animales adultos 

existen discrepancias en cuanto al efecto estimul~1te del. CCh cuando la 

concentración de glucosa es alta. El griíp_o ,de Wollheim ( 1980) observó. 
- .. ·-- ' ' ·º·'··- - . ·-· - -,- - - , .. ·1--·-

que la ACh en presencia de i-20 mM de glucosa; aumentó la seéreciónde 

insulina, mientras que Sharp. y 'col~bonidorns (1974Ú~ncor;tr~ro~ que· la 

ACli aumentó.· ligcran1~nte la sec;~cióri ele 'i,;~~li~~ íinié~/;1e1~te. en·· una 

concentración . de glucCJsa ··~Ita .. En el·. pres~n;{ trabaj~ ~e ~bsc~ó qu~. CI 

CCh en·presenciade20.6·ntM deilucos~di~min;uyÓla ca\;iid~d totiil de 
.•. :"'· ,·· ... , ..• ,·· - - .- •• ,.-·- -;: ·. ·-"t :_·_.¿:, __ ·.··-:;_. __ ._ 

insulina secretada _(43 %), Endondc seobservó la'disntinució~'.lanto.del 
porcentaje de,céluÍ~~ fo~n~aoras de plac~ ( 11,,%), coi~~·del<.área p~~1;edio 

- ._ .. -. ""·. ·'' . ,- . ,• ........... · ,.·,- .. _ ·;-' ·:.-,·-· '-,'>·' -;·': 

de las placas fori11ada((J4'%), Estos résuÍiados fi.ierÓn silliilafes.a'.los .· 
- -~- -- : -'- ---·;-:: - - .: - • - • ' • ,- •• , , •.'.;--:- --- ,, ' - : ' ' • ' .,;~ ;··· • - --~-. • ' • < ' --. - , 

encontrados .~n las células paclultasaisladas'.(1-Iiriárt y R~Írc~;Medeles,. · 
1993), .. . .j ) ,- ' ... ·.· '" .. ' ·'. ~-., - •\'>: 

No co~oc~;n~s I~ ·r~ón de ~ste efecto del .CÓ1, sin,embargo es 
' . ' '-" . - ' . . '--· ... •'•" . -- ' --- .. - ·- ·-

posible que s~ deba a_. una des~_risibilizaCi6n\;de •• I~ resppcst~. En'~lgunos · ... 

::;:~!:: ;::; ::.rm~f j:n~~~:~e'1r'·b·t}ii~;nª:~º{tsc~d~1~i1~cti11dfi1::·· 
(Nagam~isu ~Í.aI:;'l 987), Ó.bie'n• cu~ri;do.'l~s células'se ~rci1!~{í1\cl;ban'con 
colccistocÍnina (30~120 ini1;)y/~n ·dcg;1i~a,,cb1;gl~~()~~ (Z~\valiclí, ~;-al,, 
1989), 

El fcnónÍérío .de descmiibili~ackm; 'ál parecer; afécta al mccaÍÍismo 

de secreción y n!l al dd biosÍ~tesÚ d~ il1s~liiia fo1tga\v~ra et ·al., 1993), sin 

embargo, . cxisten'di~c~~~ari~i~~ 'accrna _<ld la r~gula~lói1· del. ~~nÓ~cn'ri .·de 
-- ._~::.~~-=--::::____-_.o __ _;___.__.;_,_.-=-~'"-:C_,--':0-~ ·--'--·-"-""-¡o--;--;-_.:_ -- ; ___ ,,_,___=_ ~:;-'-. ~-='"· __ , ---. 

desensibilizaCiólt ....• Por .. , uit '/lado, se ••.. pr~ponc q~c ·:el ••.• ' fenórnenci .. •de 

desé~sibilización se. p~ede d~ber a.cámbiÓsc~Ia di~trih1iciónintracelular. 
de calcio o ~ una .disl11illu~ión im liÍ s~;;~ibilidad ceh;laraÍ i6n calcio 

(Hughes . et al:, 1987) y por otra parte a una iupres!Ón ·· ~n la vf~ . d~ 
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activación de la proteína cinasa C (PKC), ya que en islotes 

desensibilizados se observó una pérdida en la iespuesta a .la estimulación 

de la PKC porTPA o cstaurosporina (Bolaffi et <il., 1991). 

La inhibición dé la sc~reción de insulina que nosotros observamos en 

las .célulris fctales~con .cch•enyresenci~ 'ci{20.6~r0 de ~lucosa J.bdria 

deberse ·.al 'renÓ1;1éno de dcs~11~ihili:i~~iÓn . de las células. frente. a ·la 

combinación ele I~~ se~i~iiii~~t~} ' ;}. 
· Po~ citrk parte 'C'o1i~;¡_~;!tio1; et ;'al.,: (l 9~i) ~6se~aron . que, en 

sinapto1Íeurosómas'del. t~Uo'~ercbrnl;la déspol~ri~1ciÓi{ induce 'conversión 

=~:j~~~J~~¡~f.~trF~~~f $.¡~~l"tt~Jf t~'.~ 
despolarizadá es posible qllec~-mbié. la afinidad del receptar al ágonista 

c'olinérgiC.~·c.~i1J~·f- .:::·- ~:~1-;:·_->"' .. r:.- · :f:; · · - · 

En· el •presente ~st~clio se obs~rJ¿ que 1á·:~t~bpi;~;(100· µlvf) 1i~ 
revirtió C1 efoct~ i11JiibidoÍ'clei;cc11·en 2o.6 'ínM de g]u;;osa.'Fle~éhcr y 
colaboradores o9~9).~rico'1ici-~r'on~;,~ en' islotes ele rata postl1~t~l o y) . ._.· - .,. ,. ''"'"" ····;·:. ' .... '· . ,:- ·-'. 

días postparto); ~~a itlayo<con;;e~tiaciión.de· atropin{(200 ~M) inhibió la 

secreció1Í de insuii1ia. inducid~ p~r C.Ch en) 6: 7 "mM ele glúcO';a. En l1~16stro 
modelo ele célula~ ~isi~élas; hacé fali¡\ e'st~dlar I~ 6oí\~e1itra~Íon d~ atropiÍla 

a la cu~!· se inltlbe ~I ~fccÍo del CCh b~ Í0'.6 íriM d~ gÍ~cd~a, ~ iJliiiiar un 
' , ... , . ··., . -.-,, .. ,. ·,_ ·.··· ·' 'I .;, ··e, .e 

inhibidor más específi~(} pa,ra d rebéptornJÚS~~lliCO. > • 
-~- Et1 islotes'"de ~rata ~adulta;'\iilo de los· efectosc'de "los· agonistas 

,- .•· .• -. -•._ ,-. ,-•. -·.' ·.·,>·.:,.-,-·, ..• ······.-- '· -.o···. ;._- ·--

muscarínico~. sobre· 1a sc~~~¡;iÓ11 de Íl1s~Íi_~a esia rr;~diado. probablemente, 

por la estimulación ·de Iá hidrólisis de·' fosfoii~osític!os mcmbranales; 

generando diacilgHceml cDAG)e inositol tri~fosfato (IP,) (\\'.ollheim~t al., 

1986). 
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El DAG y el calcio estimulan a la PI<.C. El IP, libera Ca+> del 

retículo. cn<loplásmico. Tanto la .. PKC .: como el Ca•' son importantes 

mensajeros e11 la respuesta secrctorn de insulina <le la·s c6hilas 13 adultas; 

En las células fetales es ~l1coJ<) qüc se con~cc aé~rc~ del papel de estos 

mensajeros. Sin embarg~ aúri cimrldo ,;o s~ ha e~tiniado 1'a. conccntraciÓ11 

intracelula~ tle ~al~io;~n)~s ~~hilas·. Údales · ~sti;nul~d::~ con: agmlistas 

muscarinico1; se~ia posible is¡Íe~trlar 1íue. ei mccai1i~n'1b de acción dél 

agonistás CCh en lasecr~ci~n "d~ ins;11in~ es ~ t.~a~·és;dc ui1 ámnen;o en la 

concentración int~ácel~laric 'caJéi{;_indncido~ por.!P, ·(Wo
0

IÍÍ;ei;11 y Aidcn, .. 
, . "~ .. ·.. _.. . .. - ' ~ ,., -- - .. . . . ' . -

1986), ya que e;1 ~I islote fetal ~e ha propuesto qne laVía de ~ciivaCión de 

la PKC p~r DAG, es ik1i1ad.ur; (Tuéh' et ~1 · ¡ 9g()), ·. 

Seria interesante ni~di1' Ja" concentración intracelular de calcio en las 

células 13 fetales aisladas' ~~tirriuladas con glu~osa y CCh para aclarar el 

papel de este ióne11 la sedreci6n de irisulina. 

La sc~~e~fo;j Úi~sÜlina ~ri las células fetales parece ~cpc11der de la 

presencia de calcio extracelular, se ha observado una pequeña secreción .de 

insulina en ~I islotefo/a1 d~ Ínm;ano~ al ser perfundidos con 10 mM d~ Ca+.• 

o c011 los i~íi<Íforbs: iciriomocina y A23 l 87 (1\;ch et al 1990) ~ que esta 
-. e ,•. •,:·- ' '···· •• ', '"" '.,_ ••• ' .,_ -•·- •• , 

secreción se inhib~ eri auser1cia'd~ c~Icio extrace1u1ar:La enirada de cáicio 

a través dc:ian~lcsde 2a++ sensibles de 'l~H~j¿cs ,;e~c~ariapar~, I~ 
secreciÓn de i~s~lina ~·,; la~ ~élulasadultas, es pó~ible que enlas células 

fetales los can~Iesde(~a'r~~an "tambi.én" iJ11portant~s en el 11Íec~ni~1~0 dé. 

secreción de· Í11slilina:i.os grup~s ·de 'l:~ch. "(199~) y Wcinhau~_(l 995) . •. 
• . __ , _ --"--=.-•,--,-----!"""-=-----oo. •r --- '-- - - • 

obscrvarorÍ que en los isloies fetales (_20~21 días) hay una inhibición de I~ 

secreción de insulina esiimulada por Ca'"' con los antagonistas de canales 

de Ca'+ sensibles a voltaje: verapaÍnil y nifcdipina. 
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Subpob/11cio11es funcio11a/es de células /J 
En este estudio se observó la presencia de distintas subpoblaciones 

de células fl fetal~s, similaresa las que se deseribicíon en las células fl 
adultas (Hiriart y Rar~írez~Medel~s/I99t) que clÍtiercn en la tasa de 

secreción de ii1suliria. Esre es el primer trabajo en el q1Íe' se muestra que la 

secreción de in~iilir\a d~ ¡;¡ ~éJÚas fotales aisladas es IÍetcrogénca. 

Las sib'llfe11t~s :~cm , b~~~rJacioí1es que apoyan la. l;eterogeneidad 

funciorial enla~ célÍ1I~s·i{adulta~a) vari~bilidad en el transporté de.glucosa 

(TomÍnaga ~Í al 19sci), bren la actividad de biosiinesis. y. conteniclo•de 

insulina iriéiu'cid~ por~gluci~a (¡;ipcleers, et al 1987; Scl~uit, ér al., 1988); c) 

en la secreció1i
0
cle ins"~lii1~(H'inart et al., .1991 y .1993; Van S~hrav~ndijk'. 

et al., 1992; Va!Í~e:Win~CI y Pipeleers, 1983; Boséoy Mécl~~:l991) y d) 

diferentes propi~dades e!~étr()fisiológi~~s cntrcJas cÓlulas~.\Hiriart •y 
Mattcson (t98s)','6b'~riiva;Ó·n un~ difcrci1t~ d~~~idad dd'.é();ri~ntes de'~aléio 

. - ., .. -- : .··; . '· . . . - . .,, •;····e_ - . 

en las células p adultas aisladas, así como' m;a ~·densidad 'nuis' alta de . 
- ' - - ". •'' -- ,. - . . ., : , . -- - . ¡. --

canales cie sodio en las' subpoblaCiÓr~~s de clllula~TP r M.? (Hiriart et al., 
- - •"'" -, '·' - ' . \"·,-' _,__.,-.,,_; --·-·,-o-·o;.- ·, ----·-··--, ,';," 

1994 ). Es probábl~\'¡ile (Ía ·• r~ipue~t~ •·.'.;in .. ~ivo;, •···de···· Jas cé:Jula's 13 •• esté 

detennin~da por;~~ 116icrÓgc~1~id~d funcional en ;1~ iJ?b1a#i~;<de1 ·¡;lote 

(Pipclecrs et al, l 9?2f · · · 
Cuand~ las célu°ias fc:talc{ftici61i f~~ub~das' tantb crl s:6 rllM como 

en 20.6 mM de glubsa alredcclordel .50)~ dél. tcít~I d6° c61;1las fonnaron 
'" . 

placas de il1s1;lina '~éqi;cñ~s; csie' po~ce~tajé fu{ só % m~s hiio. q11c en·· las' 

células· adultas· (Hiri~¡·y~Ramírez-MeÍleles; l991J···E~ 20.6 'riiM de 

glucos~ •. ·~u~entó. {y~~:sC~1~ ~~~~c¿~j_€' ~:·,s~Iul~~· ~~.cri.' ~aralelo·• al.· 

aumenfo ci1'Ci"índici: 'dcsccrec:ión (100 %) .. Eri. las •céllllás ¡f feialés,. la 

subpoblació~ ·de cé·l~las LP·~~1a·~~nÍ~~~o1;~tituyó el :i o/. del iot~I ·.de las 

células. Esta observación es i;nportaiitc porqu~' en las c6Íulas adultas esta 
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subpoblnción es la que detcnnina principalmente la cantidad de insulina 

secretada y la que es modulada por los secretagogos (Hiriart y Ramirez­

McdeÍes, 1993 ). En cambio en las células fetales la subpoblación MP es la 

que detenninó la: cantidad total de insulina secretada cuando las células 

fueron incub'a.das ~n una concentración de glucosa alta. 

Seria· interesanie estudiar las propiedades clectrofisiológicasde ·las 

células Jl fetales'.aisladas.yco~clacionarlas con el área de inmu;iopl~ca con 
·-··-· ·. -· . . . ., .<::_;.. .. .• 

la técnica de RHPA; ya c¡lle es p_osiblc que en las células'quc secretan una 
~~. -. . ... ' ,: ' - .· - .. 

mayor cantidad dé i1isuli~a; exista una máyor densidad de c<malés de calcio 

sensibles a ~oliaj~: 

_L.·-, . -

Efecto de/CCll Sf!?relas'sybpoblaclohesfifill:ió11alei ,. ~ 
Las células fetales tiel1~ii unaactÍvidacl.sécrc(oiá de'iJ!sulina menor 

que las_ células adultas; yaé¡ue ell la~priílleras, Jasubpo_blación _MPfueron 

las células con la tasa de secreciónmayor y las c¡u: fuel"on plincÍpalmente 

afectadas por el ago1iÍsta CCh(Figura .14). EÍCÓ1 en 5.6¡iiM d~ giucosa 

aumentó 4 v~ces ei p~rcen;aje de células MP, ell ~a~al~10 al '
0

a1li1Í~1itb:en. el . 
. . , ,_ ·- -- -. . .. ,, - ·:· . " ·-·· ···e 

índice de secreción (86 %). De la misma nmnera,'cuando. las éé.lulas s.e •. 

incubaron en :W.6~mM de glucosa, CI CCh dis~1i1u~yó',d1.'.p~¡cen'tajc dé 
céhilas MP en un76 % en paralelo a la disminuclÓ1i (4]%j'.~ií ~l'í~dicc de 

'·. : . ;',i,-· ,., ·• ..• 

secreción. En. contraste a estos resultados, en las célul,a; aduU~s; el CC!i 

afectó pri1icipálm~111e a la subpoblación LP (Hiriart y Rairií~ci¡ Mcdclcs; 

1993 ),¡ie~o como en las células fetales esta subJoblaciÓn LPsolCÍ ft1é d~I 3 

% del total, no es sorprendente que el fánnacb úiviera un ~fcct.o sobre la 

células MP que es la que tiene la tasa de secreCÍó;1 más alti1 en las células 

fetales. 

No sabemos porque el CCh afecta preferentemente a una 
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subpoblación, es posible qtie se deba a que en la membrana de las células 

MP exista un número mayor de receptores muscarínicos. 

El efecto deA.MPcy Cthsoh;b ¡(l !.:~~reció11 de insulina. 

Como se mencio1i~ ant~~, 'ds pr~bablc cr~c i/~;¡;¡ de t~al;sducción del 

CCh sea. mediáda'\iof m1ri · fostOiiJ~sa' C q;1e al ~~,:<acli~ada por una 
.·_ .. '::· -.. : .. '. :'. :'.;.; :.·., -::;~::·;·'· .. ::·,_ )' ':.:~ ~-.... -,-.;<'.:¿:,' .~-,·-< '.·-::·i' .. ;.· ~- ! '' -. 

proteína G formé IP3 y DAG j· los éúalCs' .spn'agcnles ii11portánlcs en la 

secreciónde i1;suÍi11a, al ii!JJ~~(6~1cí~:de p~7Á~~ ínirriccli1larc~ y ~ctivar a la 

PKC, resp~ctiv<fil!e~le;sin ernb~g~ n¿ se .~oí1oce sí esta vía, activada por 

CCh, és indepe1ídierite o dependí: en algún punto de otra vía de 

lransdücdÓn 'c~ino·Í~ d61 AMPc, así como se ha propuesto en eritrocitos de 

rana y e1í,célulasPCJ 2 (Pmilssen el al., 1992; McNicol y Schnhnan 1992) 

en las q~e· exi~t~ un mecanismo de intercomunicación ("cross-talk") entre el 

sistema AMPc~adenilato ciclasa y la PKC. Interesados en conocer si existe 

ún 1rieca~ismo parecido en las células 13 fetales, en el presente trabajo se 

estudió· el efecto de db-AMPc sobre la secreción de insulina estimulada 

con CCh en 5.6 mM.de glucosa. 

Se observó que el CCh aumentó la secreción de insulin~yque el 'db­

AMPc por sí sólo .. no afoctó la secr~ción, I~ ~1.1al COllCII~;da .COI! las 

observaciones de HellnÍan et al.: ( l 9~j} e~ isl
0

ot~és co1~pletos de ariiínales . 
·. ' ... - ' ·, •' ,·.- . ,:· - ' - ' 

adultos. Asimismo observarnos Cj~e en presencia de CCh y db-AMPc, la . 

secreción d~ i~s~lin~ ¡w~e~i6 2.2 ~ce.es como resultado del aumento tanto 

e11 el área~e. iI~wJ9pJa:C~ CO,n.~ en el 'porcentaje.de 'células·.~c~reforas:cSin - .. 

embargo est~ ·a~~mto' no fué .estadísticamente'· diferent~·del aumento 

inducido ~or CCh, '16 :~ual podrla su~erir que el CCh actúa en la secreción ,' 

de insuli~a, en . w1~ ~¡~ 'i11de~endiente .•del . sistema• de lr~sduc~ión ~el 
AMPc, al menos en las cé,lul~; ¡r fetales .. Éstos resultados con~ucrd~n con 
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los observados por Gagemrnn y colaboradores (1978), en los que se 

propuso que el AMPc no parece_sér un s~guudo o tercer mensajero en la 

acción secretora _de insulina por agentes colinér!licos. 

Es posible que en cÍ estado fotal, la vía de t~ansducción AMPc­

adenilato ciclasa,'. sea i1imadura; así co1110 s~ ha propuesto 'para: lá VÍª ·de 

activación de la l'KC cfi1~he1,ai., Í990)y, por eso no ob~erv~mos efecto 

del AMPc s~bre la s~c~eci6ú dcin~l1lina'; ~u1~qúe'~ci dÚ11di~o~ su efecto 
. . . . . .. -· ·~- . 

en una conce11tración de glucosá alta, ya (i:1e- al par~cér~l ~:MPcpoiei1cia 

la secreci6n' de insUIÚia_ úniC:an';énte en• é~néc1itrri¿ibn~k dé glucosa -altas 

(Wiedenk,Cllef et ~l., 1~8~).\ . · 
Con los presentes resultadós 1io es posible póstular'tí11 papel preciso 

. . . .. -· ,:--._::- -~_u_:.-··• -~ -~,.,o~· ,. • - --"~--- -=¡_~-~----" ·'"'-'"=- -- '-• •· - ' 

del AMPc co1no 1!1cdiador é11 el 1;1ecai1ismo' de-ira1isducCiól!'de las señitlcs 

por los receptores mu~~aríniéo;, ni des~~rta: ;111 pi;~Íbl~ J~~el élel AMPc 
,· . ' .• : - ,r'• r''" .,. - . ··.:· •·t- . . ·-- ·-·-·. ·-

SObre la secr~ción •de insulina, ClJalldO la conce11traCión 'de. lllU.COSa es alta. 

Habría que háécr los <!xpe~i~ientÓs p'é.rtin~~té~ par~\i~~t~la~ ~ dés~ártar ·el 

papel dd AMPc eti Ia s~crc~ión. d~ i;1sulin~. 

Efecto de cuÚivar a las células en prese11Cia de dh-AMPc 
.,. .·- .· .·, :-. ,-_, 

sobre la secreció11 de insulina. 

Algunos estudios del l~bo~atorio (S~nche; l 9rJ4) d~mostmron que la 

secreción de insulina de las célulai (3 adulÚls c!1ltl~~das con dth.\MI~ 
durante 5-7 días, áumenta en t;~ 29Ó.% ~n ~~;i,li~i6nc~ ~iú1~ufatori~~ de 

"oco- ~--~~-~ ~-co.;.~-:___,,~-oc~-.:--o+..,- - .-'---=·-·-';---.7--~'--;: ~·-o · 

glucosa,. respecto al testigo, por lo cuaLrestiltó: int~resa~te estudiar si el 

AMPc afecta de· mai1era. similar la. ¿ccreció1i -de_ ií1su1iiia de las cél;1las 

fetales. Bajo e~tas condiciCJ~es; el_ p~eÍrnt~;11ié11to' C!~ 48 I; ;~¿n db-~MPc 
reclutó a 1111 m~yor núm~r~ de células a I~ adi\/id~d ~~~~étci;~. A~i~ismo 
aumentó la cantidad total de ills;1Íina ~~~retada en las células incubadas por 
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1 h con CCh. Estos resultados sugieren que aun cuando el AMPc aumente 

la secreción estimulada con CCh, el AMPc .no es un potenciador de la 
. . . 

secreción de insulina de las células· fotales, ni e.n 1 h ni:en'48 h de 

incubación coh dÍchomiál~go. 
En resumen las·~oi1cl11siones de este trabajo son las siguientes: ·· 

a) Las células ·p· fetales ai~lhdas i~cr:.t.an:i11~~1Ú~ae11rcsp1;es;;1alaglucosa 

~)alL~c~~tidad to;~,d~.insú!iña se~;et~~a se ?¿plicó en .. 2.0.6.mM·de · 

glucosa con iespc~fo ~5. 6 l11M.> / • · .. •·•···· 
e) El CCh am~entó la s~éreéiórÍ d~ irisulin~cn ).6 riiM db glilcosa .. 

d) El efecto rle cch 'f~é atra~~s clci ;u:t1;i¿;¡ '/~ece~t6res mi1scarínieos 

presentes enla1ne1i1bra1la'delas.cé:lulasfetales,' ;\~ ¡; 
d) Las subpoblaciones funciouales d~ céhilas p aparec~n '.desde la etapa 

fetal: :•·, ··· · 

e) La subp~IÍlaciÓn _de~ ~.~1[1Í~~ e~~~ u11~: ta~~ de. secrédóii iil¡;dia · fué 

modulada por la ~l11~o~a·~'~1 C::c:h. t · ·· ··.•:.· '" 

f) El efecto del CCh po·d~~ ·s~r ;1;dependie~tc~cl ~eg1;~do mensajero 
AMPc. ,, ."·'-'· 

Los r~súl.t~~os ob~~~;d~~ eneste trabajo abrén 1iu~vas perspeciivas 

de trabajo cCJlllo ·¿otÍ: · 
-Estudiar el efecto dcl,ag~~i~ta CCh en ausencia de glucosa. 

-Estudiar las propiedades electrofisiób.jeas de las células p fetales 

-Explorar si Ell 1i~ubp_pbla1:ión_ de células MP existe ;in_;¡ 111ayor_clensidad. 

de canales de calcio y/o de sodio. 

-Estudiar si e11 lá subpoblación de células MP existe un mayor número de 

receptores muscarínicos. 

-Caracterización fünnacológica del receptor muscarlnico ·en las células 
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