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1.- INTRODUCCION 

Las poUamlnas son cationes orgánicos de bajo peso molecular, que se encuentran en 
forma de bases alifáticas Ubres asl como conjugadas con carbohldratos, esteroldes, 
fosfollpldos y péptldos, y también como unidades su,bestructurales de numerosas fa. 
mWas de alcaloides. 

El grupo de poUamlnas que más se ha estuc!Jado lo constituyen la putresclna, la 
espermldlna y la eapermlna. 

Existe Información acerca de los efectos biológicos de las pollamlnas, éstas actúan 
como factores de crecimiento en microorganismos y células de mamlferos: estabilizan 
membranas subcelulares: tienen efectos sobre la sintesJs de proteínas y afectan reac· 
clones metabólicas. 

Los Islotes de Langerhans desempeñan un papel Importante en el control del meta­
bolismo. El uso de métodos de lluorescencla cltoqu!rnlca ha permitido locallzar polla­
minas en el tejido endocrino del páncreas y se ha demostrado que las pollamlnas están 
restringidas al citoplasma de las células beta productoras de Insulina, principalmente 
asociadas con los gránulos secretores ( 16). 

La aparición de cantidades elevadas de pollamlnas en las células beta asociadas con 
los gránulos •ecretores condujo a Led Hougaard y colaboradores a sugerir que estas 
sustancias pueden ejercer un papel en la liberación de Insulina estimulada por glucosa 
funcionando como mensajeros Intracelulares (42). 

Las pollamlnas se requieren para la blos!ntesls de prote!nas y para la c!Jvlslón celular, 
pero estas moléculas también son sustratos para las transglutamlnasas y se ha postu­
lado que tienen una función Importante en la liberación de la hormona (42). 

Se ha observado que la putrescJna y la espermfd.Jna son necesarias para mantener la 
blos!ntesls normal de Insulina y prote!nas que la espermlna puede ejercer un papel en 
otros procesos celulares como la replicación de DNAy la transcripción de RNA. además 
de participar en la llberaclón de Insulina estimulada por glucosa (422). Estos hallazgos 
apoyan el punto de vista de que las pollamlnas pueden actuar como factores que per­
miten o estimulan la producción de Insulina In vltro. 

La Insulina es la principal hormona secretada por los Islotes pancreáticos que controla 
el almacenamiento y movilización de nutrimentos, tiene un efecto antlc!Jabetógeno, es 



decir disminuye la glucosa en sangre, de aW la relevancia que puede representar dicho 
estudJo, por un lado para entender cómo se regula la blosfntesis y secreción hormonal 
as( como desde el punto de vista del problema salud, teniendo en cuenta el alto Indice 
de diabetes existente en México que ocupa el cuarto lugar entre las causas de morta!Jdad 
general. En 1897 este padecimiento provocó 23 mll 500 muertes, con mayor Incidencia 
en Coahulla, Baja California y el D.F., calculándose que el 10 por ciento de la población 
de 25 años en adelante tiene diabetes. 

A pesar de la serle de lnvesugaclones que se han llevado a cabo al respecto, se conoce 
poco acerca del metabolismo de las diferentes pollamlnas durante el cultivo In vltro y 
su relación con la función de las células beta de los Islotes, por lo que en la presente 
lnvesugactón se pretende explorar el efecto de las poUamlnas sobre la función de las 
células beta pancrcáttcas, con partJcular atención a su papel en la secreción de Insulina. 
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11.- ANTECEDENTES 

A.- Cronologla de Algunos Hechos Importantes en 
el Estudio de la Diabetes y la Insulina 

1500 ac 
10 dC 

20dC 
1000 

Papiro de Ebers describe una enfermedad caracterizada por poliuria. 
Descripción cllnlca. Celso 
Se acufta el nombre de 11d.Jabetes 11

• Areteo 
Se describen las compUcactones AvJcenna 
de lo que se conoce actualmente 
como d.Jabetes sacarina. 

1679 Se observa el sabor dtúce de la orina T. W1111s 
en "el mal de la meadaº. 

1788 Descripción de alteraciones pancrcátJ­
cas en los dlabétlcos. 

1850 Se empieza a tratar la diabetes con 
regímenes diversos. 

1869 Se descubren los Islotes pancreáticos. 
1870 Se descubre la función glucogénJca 

del hJgado (conejo) y la hlpergluce· 
mla del dlabétlco. 

1874 Se describe la hlperpnea de la aceto­
ncmta dlabétlca. 

1889 La pancreatcctomla en perro produce 
diabetes experimental. 

1895 Se menciona la naturaleza hereditaria 
de la diabetes: se dlstJnguen la dia­
betes juvenil y tardla. 

1900 Se descubren lesiones de Jos Islotes 
en Jos dlabétlcos. 

1909 Se da el nombre de "tnsullna 11 a una 
posible hormona de Jos Islotes. 

1910-20 Tras Ja ruta de Ja Insulina. 
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Cawley 

Bouchardet, 
Van Noorden, 
Naunyn, 
Allen, etc. 
Langerhans 

Bernard 

Kussmatú 

Van Merlng, 
Mlnkowsky. 
Naunyn. 

Opte, 
Welchselbaum 
Stangle. 
De Meyer 

Zuelzer, 
Knowlton, 



Scott, col. 
1921 Se descubre la Insulina. Bantlng, 

Bes t. 
1923 Mejora la c!Jabetes pancreática des- Houssay 

después de la hlpollsectomla. 
1925 Se estuc!Jan c!Jversas vlas metabóU- Embdem, Cor! 

cas. Ochoa. Lynen 
Meyerhof, 
Krebs. 

1936 Mejora Ja c!Jabetes pancreática por Lukens, 
suprarrenalectomla. Long. 

1937 Se produce c!Jabetes permanente por Young. 
Inyección de extractos de hipófisis. 

1955 Se establece la estructura de la In- Sanger 
sullna. 

1967 Descubrimiento de la prolnsullna; es- Stelner, 
clareclmlento de su fórmula. Chance. 

1969 Nuevo papel del glucagon. Unger y col. 
Descubrtmlento de la estructura tri· Hodgldn. col 
dimensional de Ja Insulina. 

Modlftcado de Bes!, C. H., (39) 

La c!Jabetes es una enfermedad conocida desde Ja antigüedad. Los egipcios lamen­
cionan en el Papiro de Ebers ( 1500 aC J. En Ja época del lmperto romano Celso ( 10 dC J 
hace una descripción cllnlca de ésta. y con el nombre de "urlnae nimia profuslo" des­
cribe las modlílcaclones causadas en el organismo por c!Jcha eruermedad. El médJco 
griego Areteo de Cappadocla ( 20 dC J acuña el nombre de diabetes que slgnlflca "paso 
continuo ", " sifón ". para describir Ja poliuria (5J. El describe la eruermedad de Ja si­
guiente manera: 

"La diabetes es una eruermedad extrafta, afortunadamente no se presenta con fre­
cuencia. Consiste en que la carne y los huesos se convierten en orina. La eruermedad 
se desarrolla lentamente y termina con la muerte. Los pacientes son torturados con 
una Inmensa sed, continuamente beben agua y orinan. La cantidad de ortna sobrepasa 
a la de liquido que Ingieren. La enfermedad debe ser provocada por alguna mallgrudad 
que se queda en el organismo después de una eruermedad aguda ... " 

En las primeras descripciones de la c!Jabetes se hace éruasls en la abundancia de la 
ortna. Más tarde se reconoció la dulzura de ésta. No se sabe si las primeras referencias 
descrlben la Diabetes mellitus o no lnslplda. La descripción más antigua sobre Ja dul­
zura de la orina data del siglo VI y fue hecha por un escritor de la lnc!Ja, quien llamó 
a la enfermedad Madhumeha que slgnlllca orina de miel. El adjetivo mellitus Viene del 
grtego y slgnlllca miel. 



El estudJJ químico de la orina diabética fue Iniciado por Paracelso en el siglo XVI. 
Unos cien años después, en 1674, el médico Inglés Thomas WUUs (5) descubrió la dul­
zura en la orina de ciertos diabéticos. Dobson comprobó que se trataba de azúcar. 

Las primeras observacJones sobre los efectos de la pancreatectomfa se hJcJeron en 
una época en la que nadie Imaginaba la Interrelación entre el páncreas y la diabetes. 
Francisco SUvto en 1682 publicó " Experimentos nuevos sobre el páncreas " trabajo 
desarrollado durante 10 mios. En éste describe cómo los perros sobrevtvfan aparente­
mente sanos a la extirpación del páncreas. En 1687 Brunner describió los efectos pro­
ducidos por la extirpación del bazo donde los animales en su recuperación estaban 
sedJcntos y orinaban mucho, esto pod.rfa ser a que le extirparan también una parte del 
páncreas. (13). 

El trabajo de médicos como Bouchardat, Naunyn, Von Noorden, Allen y JosUn en 
1850 y siguientes tllo lugar a un Importante avance en el tratamiento de la dlabetes con 
el uso de la dleta. 

En 1869, Paul Langerhans en su trabajo de tests doctoral acerca de la anatomía mi­
croscópica del páncreas descubrió los Islotes pancreáticos. 

En 1870, Bcrnard descubre la función glucogénlca del hfgado (conejo) y la hlperglu­
cemla del tllabét1co como un signo cartllal de la enfermedad. 

Fue hasta la segunda mitad del siglo pasado cuando hubo un avance en el conoc1-
m1ento, estudJo e lnvesUgaclón en la diabetes. Y como ocurre en la ctencta, que las 
observaciones importantes son producto de Investigaciones cUseñadas con un propósito 
dlstlnto, este caso no Iba a ser la excepción. En 1889 los clentlflcos alemanes Minkowsky 
y Von Mertng estaban interesados en estudiar el papel del páncreas en la tllgestlón, 
para este fin practicaban una pancreatectomía en perros. Uno de sus ayudantes notó 
que la orina de los perros sin páncreas atraía mucho a las moscas. Este hallazgo llamó 
la atención de los Investigadores que al analizarla encontraron azúcar. Dtstlnguteron 
además que la glucosuria era una consecuencta de la hJpergluccmJa, 

Después de esta serte de descubrimientos muchos tnvesugadores trataron de purtfJcar 
un extracto del páncreas con el que se putllese tratar la enfermedad. Schafer en 1916 
propuso darle el nombre de insulina a la sustancia producida por los islotes pancreá· 
tJcos. 

Se acredita a los doctores BanUng y Best de Toronto con el descubrimiento de la 
lnsultna en 1921. Iniciaron sus Intentos para aislar el prtnclplo activo de la solución 
interna pancreática en 1920, en un estado suficientemente puro para admlnlstrársela 
a los erúermos. Observaron que este extracto de páncreas de perro d.1smtnufa la con· 
centraclón sanguínea de glucosa e Incrementaba la tolerancia a los carbohldratos. Se 
adoptó el término de Insulina para el principio activo de este extracto como habla su­
gerido en 1916 Schafer. 



Después de la segunda guerra mundial, Sanger dilucidó la estructura completa de la 
molécula de Insulina. En 1967, Stelner describió la molécula de proinsulina que pre­
senta una actividad biológica pequeña y dos años después Hodgkln y colaboradores 
descubrJeron la estructura tridimensional de la Jnsullna. 

B.- INSULINA: LA HORMONA HIPOGLICEMIANTE DEL PANCREAS. 

La Insulina se descubrió hace 70 años, desde entonces su estructura ha sido deter· 
minada por el trabajo pionero de Sanger (33) y Hodgkin, Blundell y colegas (3). Más 
aún, se han reconocido los efectos principales de la 1nsuUna en el metaboUsmo de los 
carbohJdratos, los llpldos y las proteínas, por lo menos en términos generales durante 
20 años. aunque todavía no se ttene una descripción saUsfactorJa a nivel molecular de 
cómo actua esta hormona con su amplio lnd.Jce de efectos en las células. (7). 

a) Química de la insulina. 

La tnsulJna es una proteína relativamente pequeña con un peso molecular de 5700 
a 6100 daltones. En 1955 Sanger determinó su estructura, siendo la primera prote!na 
secuenciada. Esta molécula está formanda por dos cadenas pollpeptrdicas Ay 8 unidas 
por dos puentes dJsulfuro. Existe un tercer puente dtsulfuro en la cadena A, que da 
lugar a un anillo dentro de la cadena. La cadena A consta de 21 aminoácidos y la 8 de 
30 en la mayorfa de las insulinas. Se conoce la secuencia de aminoácidos de la insulina 
de por lo menos 25 vertebrados. Las Insulinas de peces son muy diferentes cte las de 
mamíferos y la de cobayo difiere por lo menos en 17 aminoácidos. 

Se han identificado dos Upos de insulina en la rata, ratón y pez-sapo que derivan de 
dos genes para msullna (9). Las insulinas de la rata dlfleren en dos posiciones, 89 y 
829. y son no alélicas. En la insullna I de la rata la serma (89) se transforma en pretina, 
y en la U la Usina (829) en meUonlna (3). 

La insulina puede presentarse como monómero, dfmero o hexárncro. Los dímeros de 
Insulina están en estado crtstallno y se encuentran unJdos por puentes de hidrógeno. 
La estructura de la Insulina como hexá.mero consta de tres dímeros colocados alrededor 
de un eje que contlene dos átomos de zinc (Norman & Lltwack .. 1987). En presencia de 
zinc los dJmeros se agregan para formar hexámeros (Wlled & Wybren .. 1974). Aunque 
la variedad activa de la hormona no se haya tdenUflcado todavfa la pregunta acerca de 
si la forma activa fisiológicamente de la insullna es monomérica o dimérica todavía está 
sin respuesta. ( 13). La habllidad de la tnsullna para agregarse como un dJmero y hexá­
mero podría ser importante en su mecanismo de acción. Stn embargo. evidencias apun­
tan que la molécula circula como un monómero en la corriente sangufnea, donde su 
concentración está en el rango de 10-9 a 10-11 M. Estudios de microscop(a electrónlca 
sugieren que la msullna en los gránulos de almacenamiento está en forma cristallna 
en la rata como cristal rombohédrico (3). 



La actividad de la Insulina como ocurre con muchas otras proteínas está muy rela­
cionada con su estructura tr1d.1menslonal. Esta ha sido determinada por anáUsJs crts­
talográflco con rayos X por Hodgkln y asociados. La molécula de Insulina se encuentra 
estabilizada por puentes de hidrógeno y uniones salinas entre grupos de las cadenas A 
y B. De esta manera cuando se rompen los puentes de hidrógeno ya sea por altas tem­
peraturas o sustancias alcallnas la molécula pierde su actividad aun cuando no se 
altere la estructura de los aminoácidos. Asimismo, los agentes reductores que actuan 
sobre los puentes dlsulfuro ocasionan la pérdida casi por completo de su actividad 
biológica (13). 
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FIGURA J •• Estructura de la Insulina. (34). 

b) Blo11fnte11ia y liberación de ln11u1tna. 

La lnsullna se sintetiza a partir de dos mol~culas precursoras la preprolnsullna y la 
prolnsulina en su curso por el retfculo endopláamlco rugoso, el aparato de Golgl y los 
gránulos de secreción recubiertos (27). 

En la rata existen dos tipos de preprolnsulina 1y11, la glucosa estimula prefcrenclal­
memnte la slntesls del Upo 1 (9). 

La hlclróUsls enzimática de la preprolnsulina deja en el Interior del retlculo endoplás­
mlco rugoso la prolnsulina (una molécula que agrupa las cadenas amlnoacídlcas de la 
Insulina y un péptldo de unión, o péptldo C, que engarza el final de una cadena con el 
principio de la otra). Después ésta es transportada al complejo de Golgl. Exlste flujo 
uniforme de pequeñas ves!culas procedentes del retlculo endoplásmlco rugoso hacia 



los sáculos del aparato de Golgl. Al llegar a los sáculos se fusionan con Ja cisterna cls. 
Viajan a la stgutente cisterna y se fusionan con ella: este proceso se repite hasta que 
se alcanza el polo trans. El aparato de Golgl Incorpora la prolnsullna en los gránulos 
de secreción recubiertos. donde se lleva a cabo la conversión de ésta en lnsullna (27). 

Para que la insulina se llbere a la sangre debe atravesar dos barreras impermeables. 
la membrana del gránulo y la membrana de la célula beta. Las vesículas secretoras 
ocupan entre el lOy 12 % del volwncn delas células beta ycl contenJdo total de insulina 
dentro de las células es aproximadamente lmM (9). El pH de las veslculas secretoras 
es de 6. muy cercano al punto Jsoeléctrlco de la Insulina. Como la insulina es muy 
Insoluble en estas condiciones, se encuentra dentro de las vesículas como un agregado 
central de estructura cristalina l 13). El pH del cttoplasma. en contraste con el de las 
veslculas, es aproximadamente neutral (9). Coruorme el gránulo secretor llega al limite 
celular por un proceso que aparentemente Involucra mtcrotúbulos ( 13), la membrana 
del gránulo se fusiona con la membrana celular. En este proceso denominado exocltosts 
(o emlocltosls como en un principio sugirió Lacy ( 12), la membrana del gránulo se con­
vierte en parte de la inem brana celular y el contenido del mtsmosc Ubera a la circulación. 
La fusión de las membranas permite la secreción de la Insulina manteniendo la contl· 
nutdad de la membrana celular durante todo el tiempo. Una vez secretada al espacio 
extracelular la lnsullna pasa al torrente circulatorio por capilares que existen en Jos 
Islotes de Langerhans (27). 

c) La glucosa regula la slntesis y la secreción de insulina. 

La función de las células beta está regulada por numerosos compuestos, sin embargo 
la glucosa es el más Importante ya que es el principal esUmulante que a su vez es 
necesario para que muchos de los reguladores secundarlos sean efectivos (9). 

La glucosa regula la btoslntesls y secreción de Insulina. Este carbohidrato en concen­
traciones fislológlcas estimula la bloslntesls de Insulina preferentemente a Ja de otras 
proteinas del islote. Compuestos rclac1onados qufmlcamente con la glucosa o sus trio· 
sas estimulan la sfntesls y o la secreción de lnsuUna en proporción a su metabollsmo 
en Jos Islotes (9). 

La blosfntests y la secreción de Insulina son fenómenos regulados de manera lnde· 
penc!Jente. El umbral para Ja bloslntesls de Insulina es más bajo que para Ja secreción 
hormonal, está alrededor de 3 mM de glucosa y su Km es de 6 mM (9). 

Incluso los requerimientos Jónicos para la blosfntests de insulina son diferentes que 
para Ja secreción. Para la bloslntesls esttmulada por gloucosa se necesita magnesio 
extracelular pero no asl calcio nJ eventos despolarizadores de la membrana. Sin embar­
go, la secreción de Insulina requiere calcio extracelular y que la membrana plasmática 
se despolarice mientras que el magnesio Ja Inhibe (9). 
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d) El papel del calcio en la secreción de Insulina. 

Se sabe que los Iones juegan un papel muy Importante en la secreción de dlversas 
proteínas de otros tejidos ( 10). 

El proceso de secreción de Insulina estimulada por glucosa y otros secretagogos de­
pende de la presencia y participación del caiclo ( 12). La secreción sostenlda de Insulina 
requiere un mfnlmo de 0.1 mM de calcio extracelular y la secreción máxima de 1 a 5 
mM(9). 

En aufiencla de calcio no se observa secreción hormonal, nJ cuando el calcio es sus­
utufdo por magnesio o berilio. El reemplazo del caiclo por cantidades equlmolares de 
estroncio o barto estimula la secreción de insulina normaI (12). 

El calcio totaI en el Islote se Incrementa de 4. 7 a 6.9 nM unos minutos después de la 
estlmulaclón con glucosa (9). Tanto la primera como la segunda fase de la secreción de 
Insulina son dependlentes de caiclo. Se cree que la primera fase es debida a la movlll­
zaclón Intracelular del calcio; mientras que en la segunda están Involucradas la utlll­
zaclón de calcio lntra y extracelular as! como la activación de canales de calcio que 
dependen de voltaje ( 13). 

Davls y colaboradores mostraron en 1975 que si después de perfund1r el páncreas 
con solución sin caiclo se relntroduce calcio se cstlmula la secreción de Insulina. Los 
Islotes de rata perfund.Jdos y expuestos a concentraciones altas de calcJo secretan Jn· 
sullna en ausencia de glucosa, la lJberactón hormonal en este caso es monofásica y 
decrece graduaimente. aún cuando la concentración cxtracelular de calcio en el medlo 
no dlsmlnuya (13). 

La actividad del caiclo en el Interior de las células beta es cerca de dlez mil veces 
menor que en el mcdlo extracelular. el gradlente electroqufmlco es enorme. El Influjo 
del catión ocurre por difusión a través de canales de calcio sensibles al voltaje desde 
las concentraciones mllimolares extracclulares a las concentraciones submtcromolares 
de caiclo del cltosol (9). 

Entre los mecanJsmos que utlllza Ja célula para mantener este gradlente están: el 
secuestro de calcio por los organeJos cltoplasmátlcos, la expulsión de caiclo de la célula 
por Ja acción de una bomba de caiclo y el Intercambio sodlo-calclo. 

e) El papel de AMP cíclico en la secreción de insulina. 

La estructura del AMP c!cUco fue establecida simultáneamente en J957 por dos gru­
pos de Investigadores, Sutherland y Rall, por una parte y Lypkln y Marham por otra. 
El adenosfn-3',5'-monofosfato es un mononucJeótldo cfcllco. 



La formación de AMP c!cllco se realiza a partir de ATP en presencia de magnesio, 
stendo catalizada la reacción por la adenllclclasa. La adenllciclasa es una enzima invo­
lucrada en el metabolismo del AMP c!cllco en el tejido endocrino pancreático. Esta se 
encuentra en las membranas de las células y es sensible a los estúnulos hormonales y 
netvlosos a los que responde actuando sobre el ATP para promover la formación de AMP 
c(cllco. La aden!lclclasa tiene un pH óptimo moderadamente alcalino, por debajo del 
cual pierde su actividad. 

A mediados de los sesenta surgieron evidencias indirectas de la 1mpotancta acerca 
del papel que el AMP dcllco podr!ajugar en la secreción de Insulina Inducida por glucosa 
(12). Fue precisamente Samols y colaboradores quienes en 1965 sugirieron la Idea de 
que el adenosln-3' ,5' -monofosfato podrfa estar actuando como segundo mensajero en 
las células beta. 

Pues bien, concentraciones elevadas de AMP cicllco en el Islote son también señales 
de secreción de Insulina. A dlferencla del calcio, el AMP dcllco no puede por si solo 
liberar Insulina necesita una concentración estimulante de glucosa. Desde un punto 
de vista de mecanismo, las acciones de AMP cfclico y calcio son d1sl\ntas, pero ambas 
están lnterrelactonadas. El influjo de calcio, más que la glucosa "pcr se", probablemente 
origina el amnento en AMP c(cllco y éste Incrementa el calcio lónlco en el cltosol pro­
bablemente movilizando almacenes Internos (9). 

El AMP c!cllco ejerce su función como segundo mensajero activando prote(nas qui­
nasas especfficas las cuales al catalJzar la fosforllación de proteínas tnd1v1duales, regu. 
lan el metabolismo celular. 

f) Acción biológica de la Insulina. 

La insulina es la hormona cuya concentración controla el almacenamtento y movill· 
zaclón de nutrlmentcs. Un nivel elevado de tnsullna promueve el almacenamiento de 
trlgllcér!dos, glucógeno y protclnas en el tejido, mientra• que niveles bajos favorecen 
un movimiento de nutrientes hacia el torrente sangutneo. 

La Insulina promueve la utilización de carbohldratos para obtener energ!a, facilitando 
as( su transporte al Interior de la célula, en especial la de los tejidos adiposo y muscular. 
Su actlvtdad es selectiva ya que sólo transporta hexosas y pentosas que Uenen la misma 
configuración en los primeros tres carbonos que la D·glucosa. 

La Insulina Incrementa la velocidad de oxidación de la glucosa en la célula por la vla 
glucoUtlca y aumenta la s!ntesls de glucógeno especialmente en túgado y músculos 
esqueléticos. El resultado neto de todos los efectos de la Insulina es disminuir la con­
centración de glucosa en sangre. 

La Insulina afecta el metabollsmo de las grasas y las prote(nas casi tanto como el de 
los carbohldratos. 

10 



Efecto de la insulina en el metabolismo 

Carbohidratos: 

CAPTACION, DEPOSITO METABOLISMO DE GLU· CEREBRO 
Y USO DE GLUCOSA COSA EN EL MUSCULO 

PORELlllGADO 

1) InhJbe la fosforilasa. 1) Durante la mayor parte Las células cerebrales 
del ella el tejido muscu· son permeables a gluco-
lar depende para su sa sin intervención de la 
energla no de la glucosa JnsuUna. 

slnó más bien de los ácl· 
dos grasos. 

2) Aumenta la captación de 2) Aumenta los niveles de 
glucosa de la sangre por glucógeno. 
las células hepáticas al 
Incrementar la actividad 
de Ja enzima glucoclna· 
sa que causa la fosforl· 
!ación Inicial de la 
glucosa después que c!J. 
funde al Interior de las 
células hepáticas. 

3) Aumenta la actividad de 
enzimas que promueven 
la slntesls de glucógeno 
(fosfofructoclnasa y glu· 
cogenoslntetasa). 

4) Otros efectos: 
Prom ucve la conversión 
de glucosa hepática en 
ácidos grasos. 
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Grasas: 

ACCION INSULINICA DEFICIENCIA INSULINICA 

1) Efecto del exceso de Insulina en la sin· 1) Aumento del empleo metabólico de gra-
tests y depósito de grasas: la Insulina sas:UpóUsls del depósito de grasa y Ube· 
promueve la Upogénesls activando la ll· ración de ácidos grasos Ubres. 
pasa de Upoprote!na e Impide la Upóllsls 
lnhlblendo la llpasa sensible a la la hor· 
mona. El efecto neto es dlsmtnulr la 
concentración de ácidos libres y trlacll-
gllcérldos en el plasma. 

2) Desarrollo del Wgado 

3) Aumento de colesterol y fosfollpldos en 
la sangre en forma de llpoprote!nas 

4)Efecto cetógeno y acldótlco. 

5) El aumento de los ácidos grasos en el 
plasma por falta de Insulina actua en 
las células disminuyendo su utillzaclón 
de glucosa. 

IProtefnas: 

Síntesis y almacenamiento de proteínas 

a-.)Aumenta la captación de aminoácidos por las células. 

b·.)Tlene efecto directo en los rlbosomas, aumentando la traducción RNAm y por 
lo tanto la s!ntesls de prote!nas. 

c-.)Inhlbe el catabolismo de proteínas. 

d-.)En el lúgado deprime la gluconeogénesls. 

e-.)Efecto slnérgtco de la Insulina con la hormona de crecimiento. Quizá la nece­
sidad de ambas hormonas se deba en parte al hecho de que cada una promueve la 
captación celular de una selección diferente de aminoácidos, todos necesarios para 
lograr el creclmlento. 
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C.- EL PANCREAS, LOS ISLOTES DE LANGERHANS Y 
LAS CELULAS BETA. 

a) El páncreas: glándula mixta. Consideraciones anatómicas. 

En los mamíferos el páncreas endocrino es un órgano separado, consUtutdo por Islotes 
celulares vascularlzados que se encuentran dlstrlbufdos entre el tejido aclnar ( 13). 

Embrlológlcamente el páncreas de los mamlferos se desarrolla a partir de dos dlvcr­
Uculos del duodeno. uno formando parte de la cabeza y el otro formando el resto de la 
cabeza, cuerpo y cola 118). Las células endocrinas pancreáticas se desarrollan a partir 
de los conductos pancreáUcos, que son de origen endodérmico. Aunque el origen de las 
células endocrinas del páncreas consUtuye todavía tema de debate pues se ha postulado 
que estas células comparten ciertas caracterfsUcas con las neuronas, lo que ha llevado 
a la especulación de que se hayan originado del neuroectodermo (20). En los embriones 
de rata de 16 días. es posible detectar sfntesls de lnsullna ( 13). 

En los mamifcros las arterias que nutren al páncreas se dcr1van de las arterias es­
plénica, hepática y mesentérica. El drenaje venoso lo llevan a cabo las venas esplénica 
y mesentérica. Los islotes están vascularlzados de manera tnd.ivldual por una extensa 
red de capilares, por una a tres arteriolas y una a seis venas, dependiendo del tamaño 
del Islote. Entrando al Islote, las arteriolas terminan abruptamente en capilares ( 18). 
Las células endocrinas están dispuestas en columnas o en bandas pequeñas, de esta 
manera cada célula tiene acceso dtrr.cto a un capilar para ayudar a la transferencia 
rápida de las hormonas secretadas al sistema vascular ( 13). 

Los Islotes pancreáticos reciben Inervación simpática y parasimpática, las terminales 
nerviosas terminan abruptamente entre los Islotes, por fuera de la membrana basal 
que los rodea. El hipotálamo parece Jugar el papel Integrador más Importante en el 
balance entre la regulación simpática y parasimpática ( 13). 

Es posible que el sistema nervioso autónomo tenga un efecto modulador en la secre­
ción de lnsullna en sujetos normales y que juegue un papel en la patogénesls funcional 
de islotes anormales en pacten tes diabéticos ( 18). 

b) Anatomía y organización ultraestructural de los Islotes de Langer­
hans 

Los Islotes de Langerhans de mamfferos son mlcroórganos típicamente compuestos 
de unos pocos cientos de células endocrinas ( 12). l.os Islotes pancreáUcos, de forma y 
tamaño variables, se encuentran d.Jstrtbutdos entre el tejido aclnar, con un mayor nú­
mero en la cola que en el cuerpo y la cabeza del páncreas. 

13 



Los Islotes en el páncreas de una rata adulta tienen un tarnafto de 50 a 400 um 
donde el mayor volumen de Islotes está compuesto por Islotes medianos, aprox:Jmada· 
mente de 200µ de c!Jámetro. Solamente cerca del 1 % del parénqutma pancreático es 
endocrino. Se ha determ.lnado que el número promedJo de .Islotes obsezvados en el pán­
creas de rata es de 13500 ( 181 mientras que en el humano adulto son más de un millón 
(41). 

Los Jslotcs están compuestos por: células beta (8) secretoras de tnsuIJna que se loca­
!Jzan predominantemente en el centro de los Islotes: células alfa (A) loca!Jzadas en la 
periferia que secretan glucagon y probablemente factor llberador de corUcotroplna ( 13), 
células delta (0) también localizadas en la periferia, que secretan somatostatlna. 

Ault• e Oh.c11on 

DUlll o S;i,,.,1l~U•M 

Bu111(!) 1r1u!.n 

FIGURA 2.- Representactón esquemática de las células en un Islote pancreático de mamifero. 
(Orcl & Unger, 1975}. La porción endocrlna del páncreas humano posee entre uno y dos millo­

nes de Islotes, cada uno de aproximadamente 300 µ de diámetro. 

Existen dos Upos de Islotes pancreáticos. En un tipo. agregados centrales de células 
B productoras de lnsu!Jna están rodeadas por células D de somatostatlna y células A 
de glucagon. En el otro Upo las células del PP se encuentran en lugar de las células A. 
Ambos tipos de Islotes aparecen normalmente pero no se distribuyen homogeneamente 
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los Islotes ricos en glucagon provienen Invariablemente de la cola, cuerpo de la parte 
superior de la cabeza del páncreas (reglones conocidas también como parte dorsal o 
esplénlca del páncreas), mientras que los islotes ricos en PP siempre apareclan restrln· 
gldos a la parte medla e Inferior de la cabeza (también llamada reglón pancreática ventral 
o duodenal) (25). E:n los Islotes también existen células endotellales, células nerviosas 
y llbroblastos. 

La proporción relativa de los diferentes tipos celulares endocrinos es de 75 a 80 % B. 15 
a 18 % Ay 2 a% 5 D (12). Existen evidencias de que las células en el Islote se encuentran 
polar!Zadas, con un polo secretor localizado hacia los capilares del Islote ( 13). 

En la rata los Islotes están rodeados por una membrana basal. Las mltccondrlas de 
las células del Islote son relativamente pequeflas comparadas con las mitocondrlas de 
las células acJnarcs adyacentes. Las células de los Islotes contJenen cantidades variables 
de retículo endoplásmtco rugoso y numerosos poUsomas esparcidos por todo el ello· 
plasma. 

E:l aparato de Golgl está generalmente localizado cerca del núcleo. El tamaño del com­
plejo de Golgl varia con el estatus funcional de la célula Individual. E:n la célula de un 
islote normal. hay relativamente pocos lJsosomas: sin embargo, en células en mal estado 
o en aquellas en la que la secreción hormonal se ha suprimido, se observan diferentes 
Usosomas. Un sistema de mtcrotúbulo-filamento está presente en las células del Islote 
(18). 

Ademas de los efectos hormonales dlstales, los dlferentes productos secretados por el 
Islote pueden medlar comunlcaclón paracrtna entre las células endocrinas como es la fun­
ción ejercida por hormonas y cienos nutrientes del torrente sangulneo ( J ), es decir, la co­
muntcactón intercelular es modulada por d1versos neurotransmisores y honnonas. 

e) El metabolismo de la glucosa en los islotes pancreáticos. 

La actividad secretora de las células beta es regulada por muchos compuestos, no 
obstante la glucosa es el estlmulante de la secreción más lmportante y, a bajas concen­
traciones requiere de otros reguladores secundarios para ser efectiva (9). 

La ruta más Importan le para el metabolismo de la glucosa en los Islotes es la glucóllsls. 
El transporte de glucosa a través de la membrana de las células es un proceso medJado 
por acarreador ( 12). 

La mayor parte de las evidencias setialan que la secreción de lnsullna es causada por 
una serle de señales que son el resultado del metabolismo de la glucosa (9). Cuando la 
concentración extracelular de glucosa aumenta. se incrementa la secreción de insulina, 
paralelamente al metabolismo del azúcar dentro de la célula l 12). 

Tam blén se ha sei\alado el efecto de la morfologia del Islote en la secreción de lnsullna 
donde diferentes tipos celulares pueden interactuar a través del mecanismo paracrino 
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(en el espacio Intersticial) o bien esta comunicación se puede establecer vla un sistema 
portal vascular local en Jos Islotes (41). 

d) Biosociologia y ultraestructura de las células beta pancreáticas 

De acuerdo con Hedeskov (12). la ultraestructura de una célula beta tlplca podrfa 
describirse como sigue: la membrana plasmática delimita al citoplasma donde se en· 
cuentran el núcleo con nucleolo y cromatina condensada, mttocond.rlas pequeñas es­
parcidas en el citoplasma, retículo endoplásmico rugoso concentrado a un lado del 
núcleo, aparato de Golgl y poco retlculo endoplásmlco liso. 

Existen además numerosos polisomas, llsosomas, mlcrotúbulos y mJcrofllamentos y 
gránulos secretorios característlcos, que contienen vlrtuahnente a toda la tnsullna. En 
el espacio entre el retlculo endoplásmlco rugoso y el aparato de Golgl se localizan mi· 
crovesfculas, especialmente durante la sfntesls de tnsullna. 

La exquisita sensibilidad a glucosa de la célula beta del páncreas juega un papel 
determinante en el control hormonal de la homeostasts de la glucosa. La respuesta de 
la célula beta está caracterizada por una descarga rápida de la hormona y por una 
dosificación precisa de la cantidad liberada (29). 

Aunque las células beta, se piensa generalmente que son Idénticas y que funcionan 
de una manera sincrónica, se están acurn ulando evidencias acerca de su heterogenei­
dad tanto en estructura como función (41 ). Investigadores en Toronto, Ginebra, Suecia 
y Boston han mostrado que la célula beta tiene un potencial de replicación muy pobre. 
En el Islote adulto sólo el 3 % de las cflulas presentan actividad mltóslca (30). 

Plpeleers (30) describe tres niveles en la organización sociológica de las células beta 
pancreáticas. El primero es la coexistencia de distintos Upas celulares cuyo impacto 
biológico es la complementarledad en funciones, 

El segundo nivel lo constituye el estado agregado celular que potencia la respuesta 
celular, es decir, confiere una organización Intracelular que faclllta el proceso de trans­
porte y liberación de la hormona. Y por último, el tercer nivel o estadlo que lo componen 
las Interacciones slnérglcas con las señales del medlo que conllevan a la Integración y 
coordJnaclón en la homeostasls de la glucosa. 

D.· LAS POLIAMINAS EN LOS EUCARIONTES 

a) Introducción. 

Las pollamtnas entre las que destacan espermlna, espermtd.Jna y su precursor 1,4-
dlamlnobutano (putresclna) son cationes orgánicos de bajo peso molecular, moléculas 
de naturaleza no proteica, que se encuentran en forma de bases alifáticas Ubres asf 
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como conjugadas con carbohldratos, esterotdes. fosfollpldo' y péptldos, y también como 
unidades subestructurales de numerosas famlllas de alcaloides. 

El descubrtmlento de la función esencial de las pollamlnas en la regulación de múl· 
tiples procesos, entre ellos la división, proliferación y diferenciación celulares constituye 
un tndJcatlvo de que su presencta es esencial para la realtzaclón de los procesos básicos 
de la función celular. 

b) Antecedentes históricos. 

La presencia de pollamtnas en ma !eriales biológicos se reportó hace más de 300 años. 
Fue en 1678 cuando AntonJ van Leeuwenhoeck descubrió la crlstaltzactón de la esper. 
mina en el semen humano. 

En 1791. Nlcoias Vauquelln redescubrió esos cristales en el fluido seminal y demostró 
su rclattvn lnsolubntdad en agua y etanol, concluyendo que eran sales de fosfato de un 
catión Inorgánico. probablemente calcio. 

A pesar de que fueron muchos los Investigadores que describieron dichos cristales. 
no fue hasta un siglo después cuando se Identificó la naturaleza de esta sustancia 
cristalizada. 

En 1865, Boettcher supuso que estaban fonnados de una protefna a la que llamó 
espermatlna. 

Se atribuye a Schrelner. en 1878. el descubrtmtento de que los cristales son sales de 
fosfato de un compuesto orgé.nlco básico simple. 

En 1888. A. Landenburg y J. A bel, dieron el nombre de esperm !na a esta base orgé.nlca 
por encontrarse en cantidades altas en el semen humano. 

Fue hasta 1926. cuando finalmente Otto Rosenhelm detennlnó la estructura qulmtca 
de la molécula de espermlna, sintetizando después otra base Identificada como fosfato 
de espermld.Jna. 

NH2(CH2)4NH2 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2 

Estructura qu(mlca de tas polfamlnas 
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Putreclna 

Espermldlna 

Espermlna 



Una vez dilucidada la estructura de la espermldlna, ésta fue aislada de órganos ani­
males, microorganismos y plantas, resultando ser una pollamlna universal (23). 

El descubrimiento de la putresclna y cadaverlna se atrlbuye a Brleger en 1885 que 
las aJsló como sales dobles de metales pesados del tejido animal (de carne putrefacta y 
se creyó que era un producto de descomposición (11), posteriormente se aislaron a 
partir de cultivos bacterianos y tejidos de plantas generalmente en estado de putrefac­
ción o fermentación. 

e) Distribución de las pollaminas. 

Las pollamlnas están ampliamente d!strlbuldas en los sistemas biológicos, aunque 
las concentraciones relativas de putresclna, espermtdtna y espermlna vartan notable­
mente en células diferentes. 

En general, se sabe que los procariontes tienen concentraciones mayores de putres­
clna que de espermtdJna y que no contienen espermtna a diferencia de los eucartontes 
que poseen bajas concentractones de putresctna y conUencn espermtna y cspermld.Jna 
(22). 

Actualmente se ha demostrado que en los mamiferos los nJveles tisulares son mayores 
en órganos con síntesis acuva de ácido ribonucleico (RNAJ, tal es el caso de la médula 
ósea, la próstata y el páncreas. 

d) Bio11lntesis de las poliamlnas en manúferos. 

La putresclna se fonna a parttr de la 1-orn!Una en una reacción catallzada por la 
orn!Una descarboxllasa (ODCJ (E.C. 4. l. l.17) y es convertida a espermld!na por una 
stntetasu especifica que utlllza S-adenosllhomoctsteamtna (forma descarboxilada de la 
S-adenosll meUonlnaJ, como donador de un grupo propllamlna. 

La espermtna slntetasa convierte la espermtd.Jna en espermlna con el mtsmo donador 
de grupos propllamlna. La 1-ornltlna requerida para la bloslntesls de putresclna se ob­
tiene por hidrólisis de 1-arglnlna en la reacción catallzada por arglnasa (E.C. 3.5.3.lJ 
en el interior de las células. Posiblemente esta enzima se encuentre presente en tejidos 
extrahepáUcos para facWtar la d!sponlbilldad de la ornltlna utlllzada en la blosíntesls 
de pollamlnas. Debido a esto se cree que la argtnasa regula la etapa Inicial de dlcha 
blosíntesls. 

La orn!Una disponible proviene del plasma. La 1-arglntna es un aminoácido semlesen­
ctal en mamíferos ya que se sintetiza en el ciclo de la urea y existen d.Jferentes vías 
metabóllcas que compiten por su utlllzaclón, por lo que sus niveles generalmente son 
bajos: una de estas vías es Ja blosíntesls de pollamlnas. 

18 



Los microorganismos y los vegetales poseen v!as alternas para la blos!ntesls de po· 
!laminas (23). Cuando aumenta la slntesls de pollamlnas se ha visto que también au· 
menta la actividad de arglnasa lo que asegura el suministro de ornltlna. 

e) Inhibldor de omltlna deacarbox:llasa. 

El lnhlbldor de la s!ntels de pollamlnas que se ha estudiado más es la DL·&-clilluo­
rometllornltlna (DFMO) que fue sintetizado por Metcalfy colaboradores (1978) de na­
turaleza altamente especifica (28) y cuyo mecanismo de acción es Irreversible. 

La DFMO se ha usado para Inhibir la bloslntesls de putresclna In vivo e In vltro. Su 
toxicidad In vivo es muy baja (38). 

El mecarusmo de acción ocurre de la siguiente manera: ODC reconoce a DFMO como 
sustrato y su descarboxilactón conduce a la generación de un lntennedJarto electroffilco 
altamente reactivo que reacciona con un centro nucleoffitco en el sttlo actlvo de la enzima 
para formar un enlace covalente inacttvándolo Lrreverstblemente. Esta lnactlvactón está 
acompaftada por la liberación de dióxido de carbono del grupo carboxlllco de la DFMO 
(28). 

Debido a la Inhibición de la replicación celular por DFMO existe un Interés conslde· 
rabie en el uso terapeútlco potencial de este compuesto. En particular, se han llevado 
a cabo numerosos estucllos en animales que muestran su efectividad en la lnhlblclón 
del crecimiento de tumores, en el tratamiento de Infecciones parasitarias, etc. (38 ). 

f) Función de las pollamlnas. 

Existe Información acerca de los efectos biológicos de las pollamlnas, éstas actuan 
como factores de creclmtento en mtcroorgan.Jsmos y células de mamiferos: establltzan 
membranas celulares y µarticulas subcelulares: tienen efectos sobre la sfntcsts de pro­
tefnas y afectan reacciones metabóllcas. 

Durante los últimos 25 aftas se han elucidado las rutas bloslntétlcas, y se han llevado 
a cabo muchos estud.Jos que 1nd1can claramente que estas aminas son importantes 
fisiológicamente (37) aunque su función en las células de los mamlferos permanece 
todavla un misterio (28). 
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111 HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

Laa poUamtnas son cationes al1fátlcos fntimarnente relacionados con la diferenciación 
celular, la síntesis macromolecular y el crecimtcnto en numerosos sistemas celulares 
(42). Precursores de la bloslntesls de las pollamlnas como son la arglnlna y la ornltina 
presentan una acción lnsultnotróplca en los Islotes pancreáticos. Esto se ha atribuido 
principalmente a los efectos blofislcos de despolarización de la membrana por la acu· 
mulactón de este aminoácido cargado poslUvamente cerca de la membrana plasmática 
de la célula beta (21 ),(2). 

Estudios recientes llevados a cabo por Hougaard y colaboradores (16) han mostrado 
claramente que la mayoría de las pollamtnas se encuentran restringidas al c!toplasma 
de las células beta productoras de Insulina. en los gránulos secretores.Se han postulado 
efectos antagónJcos de las poUamJnas sobre la secreción de lnsul1na. Por un lado, la 
glucosa esUmula la bloslntesls de las pollamlnas. 

También se ha asociado a las pollamtnas con el calcio. Se ha dicho al respecto, que 
éstas podrlan funcionar como mensajeros para generar el Influjo de calcio a la célula y 
movilizando el calcio tntracelularvla una reacción de Jntercamblo de cationes ( 17). Estos 
hallazgos llevaron a especular que las pollamlnas pueden estimular la Uberactón de 
insulina, bien actuando como sustratos para las transglutamlnasas (4) o funcionando 
como mensajeros .secundarlos. 

Contrariamente. Thams y colaboradores (40) sugieren un papel lnhlbltorlo de las po­
llamlnas en la secreción de lnsullna, proponiendo que estas moléculas Inhiben a la 
protelna qui nasa e (31 ). 

En los mamlferos la blos!ntesls de pollamlnas se lleva a cabo a partir de ornJtina, por 
lo tanto, la ruta que conduce a la formación de putrescina es através de la enzima 
ornltlna descarboxtlasa (ODC, EC.4.1. 1. 17), además se cree que la descarboxllaclón de 
la ornJUna es Umttante en la regulación de los pasos bloslntéticos de las pollamlnas. 

Yung y Green (43) reportaron que las pollamlnas con alto número de grupos amtno 
presentan un efecto tóxico mayor probablemente debido a la combinación de tnterac· 
clones clJrectas entre las pollamlnas y los fosfollpldos de la membrana plasmática y la 
conversión de las pollamlnas en aldehldos tóxicos (42). 

Por estas razones. nosotros decidimos analizar el efecto de la putresclna sobre la 
secreción de Insulina en células beta aisladas y culllvadas. probando su efecto en dts-
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tintas concentraciones de glucosa. Trabajamos con la putresclna por tratarse de Ja 
pollamlna precursora de la bloslntesls de Ja espermldlna y la espcrmlna as! como por 
ser la que Uene menor número de grupos runlno. 

La mayor parte del conocimiento de la fislologla de las células beta con respecto a las 
pollamlnas ha sido derivado de es tudlos realizados en la población mixta celular del 
Islote pancreático. en Islotes pancrcáUcos completos. Esto presenta llmttaclones ya que 
los Islotes aislados yperfundidos na proporcionan Información sobre el comportamiento 
de las células tndlvlduales. por las uniones comunicantes que existen entre las células 
beta y entre éstas y las células aU·a y delta. Asimismo. las células del Islote tllspersadas 
dan Información sobre la población mixta del Islote, sin diferenciar unas células de las 
otras. 

Como se ha puesto de rnanlflesto, no resulta claro el comportamiento de las pollaml­
nas en la secreción de Insulina. 

SI las pollam!nas actúan sobre el metabolismo de la glucosa, ya sea aumentando Ja 
concentración intracelular de caleta o como mensajeros secundarlos, entonces tendrán 
un efecto estlmulatorlo sobre la secreción de Insulina, esttrnulada con dlstlntas con­
centraciones de glucosa. 
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OBJETIVOS 

El propósito general de este estudio es el de avanzar en el conocimiento de la función 
de las pollamlnas y su posible modulación de la respuesta secretora de las células beta 
pancreáticas. 

Los objetivos espec!ficos planteados en este trabajo de Investigación son: 

!) Caracterizar el efecto de la putresclna sobre la secreción de lnSullna estimulada 
con distintas concentraciones de glucosa de células beta aisladas y cultivadas. 

2) Evaluar el efecto de la lnhlblclón de la sfntesls de putresclna en las células beta 
en cultivo al estimularlas con distintas concentraciones de glucosa. 

3) Analizar el efecto de la putresclna sobre las subpoblaclones de células beta Insu­
lares. 

22 



IV.- MATERIAL Y METODOS 

A.- MATERIALES. 

Procedencia de los reactivos para el cultivo y el RHPA: 

Colagenasa tipo N (EC 3.4.24.3) Worthlgton Blnrhemlcnl Corporatlon (Freehold, 
NJ,USAJ: albúmina bovina. solución de penlclllna-est1 •:ptomlcJna, protelna A. solución 
de sales Splnner Eagle (SS), glutaraldehldo, solución de sales balanceadas Hanks 
(HBSSJ, cloruro de cromo, D(+) glucosa, azul de toluldlna, !BMX, hJdrobromuro de po· 
IJ·l-Uslna, putresclna. hepes, hepartna de Sigma Chemlcal Ca. (St. Louls, MO .. USA) : 
anticuerpo contra Insulina de Blodeslgn lnternatlonal (Kennebunkport, ME., USA) : sue­
ro bovino fetal, complemento de cobayo. RPMI 1640, solución de Alsever. nntlblótlco 
antlmlcótlco. 1-glutamlna (200 mMJ, gentamlctna de Glbco Laboratorles (Grand Island, 
NY, USA): dJfiuoromeWornltlna (Franela). 

B.- OBTENCION Y CULTIVO DE LAS CELULAS BETA PANCREATICAS. 

Se aislaron los Islotes pancreáticos de ratas macho, adultos jóvenes de 250 a 300 g 
de la raza WJstar y se siguieron las tres técnicas que se mencionan a continuación para 
obtener las células: 1) Obtención de los Islotes de Langerhans por digestión con cola­
genasa y toma manual de los Islotes ( 19) Disociación d• lo• ~éluJas beta (14) y 3) Culttvo 
de laa células aisladas. 

Nota: A todas las soluciones que se empicaron en el ensayo y en el cultivo se les atladló 
0.1 % de albllmlna sérlca bovina (BSAJ como nutriente y 1 % penlclllna-cstrcptomlclna. 

a) Obtención de loa ialotee de Lan¡erbans. 

a. l) Se anestesiaron las ratascon 60 mg/kg de peso de penlobarbltal vía lntraperlto­
neal. 

a.2) La disección se lle\'Ó a cabo en cundlclones Umplas, no esMrlles. Para ello se 
locallzó la desembocadura del conducto billar-pancreático a la altura de su unión con 
el conducto billar y se Inyectaron aproximadamente 1 O mi de solución de Hanks con 
50 ul /mi de gentamlclna para romper el tejido aclnar del páncreas y facllJtar la posterior 
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digestión con colagenasa. Después se separaron la cola y el cuerpo del páncreas que 
se distinguen fácilmente una vez Insuflados. 

a.3) El páncreas se lavó dos veces. Se trituró y se colocó en una botella con colagenasa 
a una concentractón final de aproximadamente 1 mg/ml. Posteriormente se incubó 
durante 30 minutos a 37 •e con agitación constante. 

a.4) El tejido cllgertdo se lavó dos veces con Hanks fr!o y se procedió a filtrarlo a través de 
tamices de distinto tamaño de malla de mayor a menor apertura con la finaUdad de Umplar 
los islotes de tejido aclnar y por lo tanto optlmlzar las condiciones de selección de los Islotes. 

a.5) La selección manual de los islotes de Langcrhans se llevó a cabo utllizando una 
pipeta volumétrica Lang-Lcvt, bajo un mJcroscoplo de disección. La toma de islotes se 
realizó por lo menos dos veces para que aunado al proceso de filtración los Islotes que­
dasen limpios de tejido aclnar y evitar que las enzimas digestivas liberadas por éste 
dlgtrleran las células endocrinas. 

b) Disociación de las células beta. 

Se lavaron los Islotes con solución balanceada de Splnner (SS), que no tiene calcio y 
se Incubaron 10 minutos en SS enriquecido con 0.5 % BSAy glucosa 15 mM, y tripsina 
a 37 •e, en ambiente húmedo y agitación constante. 

Finalizada la incubación se dispersó el tejido con una pipeta Pasteur haciendo entrar 
y sallr el tejido de la pipeta aprmdmadnrnente unas 40 veces. 

Postertormente la suspensión celular se lavó con SS y dos veces con RPMI 1640 sed!· 
mentando las células por centlifugaclón a 80 x g durante JO minutos en cada ocasión. 

c) Cultivo de las células aisladas. 

Después del último lavado, las células se resuspendleron en RPMI 1640 y se sembra­
ron en cajas de Petr1 para cultivo de tejidos, unas con medio completo: RPMI 1640 con 
10 % de suero bovino fetal, 2 % de glutamtna, glucosa, 3-lsobutll· l·metllxantlna (IBMXJ 
0.1 mM y 1 % de pentclllna-estreptomictna-funglzona, y otras con medio completo y 
DL-dilluorometllornltlna (DFMO) 5mM. 

Las células se cultivaron durante 24 hr a 37 •e en una Incubadora con ambiente 
húmedo con alre y 5% de COZ para mantener el medio a un pH de 7.4 . 

C.· JDENTIFICACION DE LAS CELULAS BETA Y ANALISIS DE LA SE­
CRECION DE INSULINA EN PRESENCIA DE PUTRESCINA 

La ldenllflcaclón de las células beta se llevó a cabo a través del ensayo hemolltlco 
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Inverso (RHPA) Jerne en 1974 (36) desarrolló para estudiar el sistema Inmune el ensayo 
hemolltlco que detecta la secreción de anticuerpos Unmunoglobullna) por llnfOcltos B. 
El ensayo hemolltlco Inverso (RHPA) es una mod!Jlcaclón del ensayo original. Nelll y 
Frawley (34) lo han utilizado para estucllos de secreción de células pituitarias (1983) 
mientras que SalomonyMeda (32) han empleado este ensayo para estudiarla regulación 
dependiente del contacto Intercelular en la secreción de Insulina (14) El ensayo mocil· 
flcado se llama Inverso porque las células secretan el anUgeno del sistema. Este método 
explota el fenómeno de la hcm6Usls mediada por complemento, en presencia de com· 
piejos antlgeno-antlcuerpo. Este método puede usarse para eslucllos en cualquier Upo 
de células que secreten una sustancia trununogénica. La presencia de una placa (zona 
de hemóllsls) que rodea a la célula la Identifica como de cierto tipo (dependiendo del 
anticuerpo empleado) y el tamaño de la placa está directamente relacionado con la 
cantidad de hormona secretada. De manera que proporciona Información cualitativa y 
cuantitativa (36). El uso del RHPA permite Identificar sin ambigüedad una célula en 
una población celular mixta de acuerdo con la hormona que secreta. 

En la figura 5 se muestra una representación esquemática del mecanismo de hemó· 
lisis mecllada por complemento en presencia de un complejo antlgeno-anUcuerpo. 

l'/GURA 5.- Represenlactón esquemdllca del mecanismo de hemóllsls mediada por complejos 
antlgeno·antlcuerpo, en presencia de complemento. (36}. 

Se Incuban en una monocapa. células endocrinas y eritrocitos-A: las células endo­
crinas son esttm uladas a secretar la hormona especifica en presencia de anticuerpos 
contra la misma. La hormona (hacia la que se dirige el anticuerpo) se libera de las células 
y se une al antlcuerpo que a su vez está unido a la protelna A conjugada con los oRBC. 
Se forman entonces complejos antlgeno-anUcuerpo unidos a la membrana de los erl­
trocotos-A. Cuando a continuación se ai\ade el complemento, los eritrocitos alrededor 
de las células secretoras se llsan, quedando rodeada la célula endocrina de una placa 
(36). 

El RHPA puede subdividirse en 5 etapas: 

a) Preparación de las células del Islote. 
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b) Conjugación de la protetna A a la membrana de los eritrocitos de borrego (oRBC). 

c) Preparación de las cámaras de Incubación. 

d) El ensayo hemoUUco Inverso. 

e) Análisis microscópico de la formación de tnmunoplacas. 

a) Preparación de las células del Islote 

El ensayo en placa requJere células monodlspersadas para una tdenUflcaclón no am· 
btgua de las células secretoras. 

Las células que están en culUvo, adheridas a las cajas de Petrl antes de empezar el 
ensayo se despegaron con solución dlspersante sin caleta ni magnesio. Se Incubaron 
durante 10 minutos a 37 oc y se disociaron con una pipeta Pasteur slllconlzada. Final· 
mente se lavaron tres veces con solución balanceada de Hanks para resuspendcrlas 
después del úlurno lavado a una concentración de 100 a 200,000 células /mi. 

b) Conjugación de la proteína A a la membrana de los eritrocitos de 
borrego (oRBC). 

Los eritrocitos de borrego se conjugan con la protelna A para que unan anUcuerpo a 
su membrana, para ello se aprovecha la alta nllnldad que presenta la protelna A del 
Estafilococo aureus por cierto Upo de tnmunoglobullnas G. As!, en presencia de cloruro 
de cromo, la protelna A se une covalentemente a la superficie de los oRBC. 

El acoplamiento de la protelna A a la membrana de los eritrocitos se llevó a cabo de 
la stguJente manera: 

b, 1) La sangre de borrego se centrifugó a 150 x g durante 10 minutos. Se extrajo el 
sobrenadante y los eritrocitos se lavaron 3 veces con solución salina. Los cr1trocttos se 
conservan de esta manera hasta tres semanas en refrtgeractón en solución de Alsevcr. 

b.2) Se lavó 1 mi de eritrocitos sedimentados tres veces, centrifugándolos a 150 x g 
durante 10 minutos y resuspendléndolos en solución salina. 

b.3) Después del últtmo lavado se llevó a cabo el marcaje que consiste en la adición 
de 2.5 mi de solución salina, 0.5 mi de protelna A (1 mg/ mi en solución sallna) y 2.5 
mi de cloruro de cromo (0.2 mg/ mi en solución salina). 

b.4) La suspensión se colocó en un baño a 30 oc por una hora. Los eritrocitos mar· 
cadas se lavaron dos veces con solución sallna y una vez con RPMI 1640 y se guardaron 
en una suspensión al 2 % a 4 oc hasta por una semana. 



c) Preparación de les cámaras de Incubación. 

El RHPA se llevó a cabo en las cámaras de Curuungham (6) donde la mezcla de células 
beta y oRBC se adhiere como una monocapa. Las cámaras están construidas para au .. 
mentar la difusión lateral de la hormona secretada, de manera que se concentren gran .. 
des cantidades de hormona alrededor de las células. 

Los portaobjetos usados en la construcción de las cámaras de Cunnlngharn se cubren 
con poll-L-lls1na para que se adhleran firmemente las células endocrinas y los oRBC 
como una monocapa. Los portaobjetos deben estar limpios previamente al tratamiento 
con poll-L-llslna para asegurar una cubierta homogénea. Estos se cubren con poll-L· 
llslna (0.5 mg/ mi Tris a pH de 8.20) por lo menos durante 10 minutos, después se 
lavan con agua destllada 5 veces y se secan al aire (36). 

Las cámaras se construyeron de la siguiente manera: sobre el portaobjetos se colo· 
caron dos tlras de cinta adhesiva que pega por los dos lados a una distancia una de la 
otra de aproxbnadamente 20 mm. Encima de las cintas adhesivas se puso un cubreob· 
jetos de vidrio que constituye el techo de la cámara. El volumen de las cámaras es de 
30 a 50 µ. Al estar abiertas por los dos lados, las soluciones son Introducidas por ca· 
pllarldad en un extremo y retiradas por el lado contrario con papel absorbente. 

d) El ensayo hemolitlco Inverso 

FIGURA 6.· Método uUUzado para reallzar el ensayo hemolftlco tnuerso, para detectar secrecfdn 
hormonal de células aisladas, en una poblaclón celular mLxta. (36} 

La figura 6 muestra el método utlllzado para realizar el RHPA. 

El ensayo se lnlcla con la Introducción de una mezcla de las células del Islote pan­
creático y los oRBC en las cámaras de Curuungham para que se peguen en el suelo de 
la cámara. La mezcla de células se preparó mezclando volúmenes iguales de células del 
Islote y de una suspensión al 18 % de eritrocitos marcados durante 45 minutos. · 
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Después de que las células se adhirieron, se lavaron para desplazar las células que 
no se pegaron. Entonces se Introdujo en la cámara el anticuerpo contra tnsullna. Dicho 
antlsuero se agregó en una dilución de 1:50 en Hanks junto con los secretagogos de 
Interés que en este trabajo fueron glucosa 5.6 y 15.6 mMyputresctna l mM, y se Incubó 
por una hora. 

Durante el periodo de Incubación en el que el antlsuero está presente, la Insulina se 
libera de las células beta y se une al anticuerpo formando complejos ant!geno-antlcuer­
po unidos a la membrana de los eritrocitos marcados. 

Finalizado el tiempo de Incubación se lavaron de nuevo las células con Hanks para 
remover anticuerpos no ligados, secretagogos y hormonas que son secretadas por otras 
células pero que no son reconocidas por el anticuerpo. 

Para el desarrollo de las placas se Introdujo el complemento de cobayo en una dilución 
de 1:30 en Hanks y se dejó en Incubación 30 minutos. Terminada la Incubación, las 
células se fijaron con glutaraldehldo al 4% en solución sallna y se tiñeron con azul de 
tolutdtila y se guardaron las cámaras hasta el momento de su anállsis. 

e) Anállala mlcroacóplco de la fonnaclón de lnmunoplacaa 

El aná!Jsts de las tnmunoplacas comprende dos categorlas principales: 1) Determi­
nación del porcentaje de células formadoras de placa y 2) medición del área de la placa. 

e. l) Se contaron las células en cada cámara ( alrededor de 100 células por cámara). 
Se anotó el n(unero de células que formaron placa y las que no, cÓnV!rtlendo estos datos 
en porcentajes. Para este propósito se utlltzó un microscopio Invertido de contraste de 
fases a un aumento de 20 x . Para dlstingutr con mayor fac111dad las células se tiñeron 
con azul de tolutdlna. 

e.2) Se midió el área de las placas bajo el microscopio Ntkon Axlophot conectado a 
una cámara de video que proyecta la Imagen en una pantalla y se calculó el área. 

La actividad secretora total de las células beta se estimó calculando el fncUce de se­
creción, multiplicando el área promedio de las placas por el porcentaje de las células 
formadoras de placa (secretoras) (15). 

La relación entre el área de las placas y la liberación de tnsullna es lineal 

Para todos los experimentos de RHPA cada condición experimental se llevó a cabo por 
duplicado. 

La distribución de frecuencia de las áreas de las tnm unoplacas se llevó a cabo con la 
finalidad de determinar si hablnn subpoblaclones de células beta definidas funclomil· 
mente ( 15). Las curvas se suavizaron con el programa Sigma Plot 3.3 (Jandel Sclentiflc, 
Corte Madera, CA, 1987). 



f) Análisis estadístico. 

La valldaclón estadJsUca de los resultados se reallzó aplicando en primer término 
análisis de varianza de una vla (ANOVA), seguida porlas pruebas de Flsher y de Duncan 
utilizando el programa Nwnber Cruncher StaUsUcal System (NCSS, versión 4.2 publi­
cado por el Dr. Jerry L. Hlntze, Kaysvllle, Utah, 1983). Los datos antes de procesarlos 
estadisUcamente se normalizaron. Esto se realizó multlpUcando el área de las trununo­
placas en cada condición experimental por su factor de secreción promedJo correspons­
dlente. Todos los resultados se expresaron como la media: SEM. 
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V.- RESULTADOS 

A.· Las células beta del Islote pancreático en cultivo 

En la figura 7 se muestran vanos Islotes de Langerhans que se obtuvleron después 
de la digestión con colagcnasa por selección manual. 

La figura 8 ilustra células del Islote pancreático de rata obtenidas por la dlsperslón 
mecánica de los Islotes en solución sin calcio. 

B.· Estudio de la secreción de Insulina de las célulo.s beta alsladaa a 
través del ensayo hemolítico Inverso 

El ensayo hemoUtlco Inverso (RHPA) nos pennltló tdentlficar las células beta y además 
caracterizar su patrón de secreción. 

En la figura 9 tenemos tres células beta del Islote pancreático de rata adulta. Se 
observa la monocapa de eritrocitos marcados con protefna A (eritrocitos-A) Intactos en 
todo el campo a excepción del área oscura alrededor de las células, que corresponde a 
los fantasmas de eritrocitos-A. La hemóllsls de los eritrocitos-A se desencadenó por la 

FIGURA 7.-lslotes pancreattcos de rata adulta en culUoo. Los fslolesfueron obtenidos por la di· 
gestión del tejido actnar pancredllco con colagenasa. 
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FIGURA 8.- Células del tslote pancredtfco de la rata. 

Figura 9.- Jdentljlcacfón mediante el ensayo hemollttco Inverso de tres células beta del 
Islote pancreatlco de rata. Las células beta ante el mismo e5tímulo respondenforman­

do tnmunoplacas pequetlas, otras medianas y otras grandes 
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unlón de la insullna secretada por la célula beta al anticuerpo contra insullna y a su 
vez a los erJtrocltos-A, en presencia de complemento. 

En el análisis de las inmunoplacas se miclleron alrededor de 50 a 100 células con su 
corresponcllente duplicado. Se Tomaron en cuenta únicamente las células aisladas ya 
que los acúmulos conservan las uniones comunicantes tntercelulares presentando un 
comportamiento secretorio cllferente al de las células aisladas. 

a)Efecto agudo de la putrescina sobre la secreción de insulina en las 
células beta pancreáticas. 

El efecto agudo de la putresc!na de acuerdo al estado metabólico de la célula y las 
concentraciones basal y est!m ulada de glucosa fue el siguiente: 

Como puede observarse en la figura 1 O, la secreción basal de insulina (glucosa 5.6 
mM) no se ve afectada por la acllción de putresc!na.Sin embargo, cuando la concentra-
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FIGURA 10 ... Efecto de la putresclna sobre la secreción de Insulina de células alsladas. A baja 
concentracl6n de glucosa el lndlce de secreción no es estadísticamente stgnljlcatfuo entre los 
dos grupos. Sin embargo, a concentración estimulante de glucosa la putresclna reduce en un 

25 % el lndlce de secreclón . . , P <0.01 con respecto al testigo. 
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clón de glucosa es alta, la pollwnlna redujo el lnclJce de secrectónde 1902: 132 a 1429 
:102 (P<0.01), es decir un 25 % • 

Esto nos muestra un efecto lnhlbttorlo de la putresclna sobre la secreción de Insulina 
estimulada por glucosa. 

b) Inhibición de la síntesis de putrescina en las células beta en culti­
vo estimuladas con distintas concentraciones de glucosa. 

Al lnhlblr la sin tesis de putresclna con el lnhlbtdor DFMO se observó un aumento en 
el indice de secreción de tnsullna en ambas conccntractoncs de glucosa, como ilustra 
la figura 11. 
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FIGURA 11.· Efecto del lnhlbldor de la bloslnlesls de putresclna IDFMOJ sobre la secreción de In· 
sullna de células beta pancreáticas.En ambos casos el aumento en la concentracJdn de glucosa 
Incrementó slgn!Jlcatluamente el tndtce de secrectón de tnsultna t• P <0.01). El tratamiento con 
DFMO aumentó la secreción hormonal con respecto al control. En glucosa 5 mM este aumento 

fue mds notarla c•P <0.01) que en alta concentración de glucosa l .. P <0.05), 
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En 5.6 mM de glucosa el fndlce de secreción de las células testigo fue de l 164d08 
mientras que en las células pretratadas con DFMO fue de 1639•112 lo que representa 
un aumento del 41 % en la secreción de Insulina por parle de las células beta pancreá­
ticas deficientes de putresclna (P< 0.01). 

En 15.6 mM de glucosa el fndlce de secreción fue de 1902•132 y 2321<165 en las 
células testigo y en las células pretratadas con el lnhlbldor de la blos!ntesls de polla· 
minas, respectivamente. En concentración estlmulante de glucosa, el aumento en el 
incllcc de secreción resulta más moderado que en condJctoncs basales, incrementando 
la secreción de Insulina en un 22 % (P<0.05). 

Por constgulente, la d.Jsmtnuclón de esta pollamina en el sistema resulta en una mayor 
liberación de Insulina de las células beta en condlclones basal y esum ulante de glucosa. 
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FIGURA 12.· Efecto de la putresclna sobre la llberactón de lnsullna de células aisladas pretrata· 
das con DFMO (5 mMJ.Se observa una clara dlsmfnucfón de alrededor de un 25 % en la secre­

ción basal y estimulada de insulina de las células beta pancredtlcas e• P <0.01). 
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c) La secreción de Insulina de células beta aisladas en presencia de 
putrescina en un sistema deficiente de pollamlnas. 

La figura 12 muestra el efecto agudo de la putrescina sobre la secreción de Insulina 
de células beta pancreáticas pretratadas con DFMO. 

En concentración de glucosa basal, el lmllce de secreción en las células pretratadas 
con DFMO fue de 1639: 112 y al adicionar la putrescina bajó a 1122: 78, disminuyendo 
en un 31 % (P<0.01) 

En alta concentración de glucosa el efecto agudo de la poliamlna en la liberación de 
Insulina en las células beta pretratadas con DFMO conduce a la disminución en un 
25 % del Indice de secreción, es decir, de 2321:165 a 1734:141 en las células pretra­
tadas y en las células a las que se les adicionó la putrescina, respectivamente (P< O.O!). 

Por lo tanto, como se ha podido comprobar, la secreción de Insulina de células beta 
en presencia de putresclna en un sistema deficiente de poUamJnas se reduce aproxi· 
madamente en una cuarta parte en condiciones de alta y baja glucosa, Indicando un 
efecto Inhibitorio de la putresclna sobre la secreción de Insulina. 

c .. Análisis del efecto de la putresclna en las subpoblaclone11 funcio­
nales de células beta Insulares. 

Hlrlart y Ramlrez-Medeles ( 15) han descrito la existencia de diferentes subpoblaclones 
funcionales de células beta que se pueden claslflcar de acuerdo a la cantidad de Insulina 
secretada en un tiempo determinado. 

Como prev:lamente lo hablan descrito, en 5.6 mM de glucosa (secreción basal) se ob­
servan dos subpoblaclones funcionales de células beta: células SP, que forman lnmu­
noplacas pequeñas (menores a 1900 µ2), y células MP, que forman lnmunoplacas 
medianas (alrededor de 3000 µ2) (figura 13). Con concentración alta de glucosa (15.6 
mMJ además de las subpoblaclones previamente descritas se observa otra subpoblaclón 
de células LP que forma lrununoplacas grandes (mayores de 6000 µ2). 

a) Efecto agudo de Ja putresclna sobre las 11ubpoblaclone11 de célula 
beta pancreAtlcaa. 

La figura 13 nos muestra el efecto de la putresclna sobre la secreción basal de Insulina. 
Los porcentajes de las subpoblaclones de células SP y MP fueron semejantes en ambas 
condiciones, lo cual era de esperarse ya que la putresclna en condiciones basales no 
afecta el Indice de secreción de Insulina. 

Cuando se analizó el efecto de la putresclna en concentración alta de glucosa sobre 
las subpoblaclones de células beta (figura 14) sólo se observaron células SP, lo cual 
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FIGURA 13.- Efecto de la putresctna sobre la dtstr1buct6n de frecuencias del drea de las tnmu­
noplacas de insulina en baja glucosa • A esta concentración de glucosa la mayor parte de las 

células respondenformando tnmunoplacas de fnsullna pequeflas y medianas. El comportamten­
to es semejante en ambas condtctones como se puede comprobar. Los datos graj1cados son la 

media SEM de n=6 experimentos. 
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FIGURA 14.- Efecto de la putresclna sobre la dlstrlbuclón defrecuenctas del drea de las lnmu­
noplacas de Insulina a concentractón alta de glucosa en células beta aisladas. Se puede obser­
uar que la putresclna reduce la secreción de Insulina a expensas de lnhlbtr preferentemente las 

células MP y LP. 
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sugiere que las poUamtnas reducen Ja secreción de tnsuUna a expensas de tnhlbtr pre­
ferentemente las células con mayor tasa de secreción de Jnsullna, es decir, las células 
MPyLP. 

Por constgutente, la putresctna In vttro presenta un efecto tnhlbttorlo sobre Ja secre­
ción estimulada de tnsullna que se manillesta por la reducción de las 3 subpoblactones 
funcionales en una sola subpoblactón de células SP, es decir, de las células con menor 
tasa de secreción de lnsullna. 

b) Análisis de las subpoblaciones funcionales de células beta en culti­
vo cuando se inhibe la biosfntesis de putrescina. 

En la figura 15, la concentración basal de glucosa se puede observar que el porcentaje 
de células SP y MP fue de 56.9%y43.1 %, respectivamente; y no se observaron células 
LP. Sin embargo, en las células tratadas con el tnhlbtdor de Ja sin tests de poUamtnas 
(OFMOJ, a esta misma concentración de glucosa se observa el reclutamiento de células 

o-O GLUCOSA 5.6 mM 
•-•GLUCOSA 5.6 mM + DFMO 

10 

AREA DE LAS JNMUNOPLACAS (11m2 X io-3) 

FIGURA 15.- Efecto de la Inhibición de la sfnlesls de putresctna sobre la distribución defrecuen­
ctas del tamallo del drea de las tnmunoplacas de Insulina en concentracldn basal de glucosa. 

En las células pretratadas con DFMO se observa el reclutamiento de células LP. Cada punto re. 
presenta la media SEM de 6 experimentos. 

38 



o-oGLUCOSA 15.6mM 
•-•GLUCOSA 15.6 mM + DFMO 
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AREA DE LAS INMUNOPLACAS (pm2 X ¡o-3) 

F"/GUIIAI 6.- Efecto de la Inhibición de la slntesls de putreslna sobre la distribución de.frecuen­
cias del tamat\o de las lnmunoplacas de tnsullna en concentractón estlmulante de gfucosa. En 
ambos casos, las células respondenjonnando lnmunopfacas de los tres toman.os SP, MP y LP. 
Las ctlulas privadas de polLamlnas presentan un porcentaje mds eleuado de células MP y LP 

que las control. 

LP. En estas condJclones, la representación de cada subpoblaclón fue 36.9% de células 
SP, 44.2 % de células MP y 18.9 % LP. 

En 15.6 mM de glucosa (secreción estimulada) se observan las tres subpoblaclones 
en las células control y en las células pretratadas con DFMO. Los porcentajes respec­
Uvos fueron 36.7 % SP, 49.7 % MP y 13.6 % LP para las células testigo y 27.1 % de 
células SP, 55 % MP y 19.9 % de LP en las células pretratadas (figura 16). 

El hecho de provocar la deOctencla en la concentractón de pol!amlnas al cu!Uvar las 
células beta durante 24 hr con el lnhlbldor de la blos!ntcsls de poUamlnas !DFMO) y 
observar el aumento en la tasa de secreción de Jas células formadoras de placas me· 
dJanas y grandes (MP y LP) sugiere que la disminución de putresclna en el sistema, con 
el consiguiente aumento en Ja secreción de Insulina, esté relacionado con las subpo­
blactones funcionales viéndose reflejado como una tendencia a formar placas de mayor 
tamaño. 
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FIGURA J 7.- Efecto agudo de la putresclna sobre la dlstrlbucl6n defrecuenclas del drea de las 
lnmunoplacas de lnsullna en baja glucosa, en células pretratadas con DFMO. En las cfrcunstan­

clas sellaladas se observa un ligero aumento en las poblaciones de células SP y MP. 
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AREA DE LAS INMUNOPLACAS (µm2 X 10-3) 

FIGURA 18.- F;{ecto agudo de la putresctna sobre la dlstrlbucl6n de frecuencias del drea de las 
lnmunoplacas de tnsuHna en concentración estrmulante de glucosa, en células pretratadas con 
DFMO. Se observa que el porcentaje de las células SP aumenta a expensas de las células MP y 

LP. 
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e) Análisis del efecto agudo de putrescina sobre los subpoblaciones 
funcionales de células beta pretratadas con DFMO. 

En Ja figura 17 se ilustra el efecto agudo de Ja putresclna sobre la dJstrlbuclón de 
frecuencia del área de las irun unoplacas de las células beia pre tratadas con D1''MO. En 
ambos casos se observan las tres subpoblaclones. El porcentaje de las células LP es 
semejante en am has condJcJones. mientras que en pres e neta de putresclna el porcentaje 
de las células MP disminuyen y las SP aumentan. ambas en un 17 %. 

En alta concentración de glucosa también aparecen las tres subpoblaciones (figura 
19}. El efecto agudo de la putrescJna en estas condJctones, en las células beta cultivadas 
con DFMO provoca un atunento del 39 % de las células con menor tasa de secreción 
de insulina. es decir las células SP, mientras que las células MP y LP disminuyen en 
un 7 % y 29 % respectivamente.Observamos por lo tanto, que el porcentaje de células 
SP aumenta a expensas de las otras dos subpoblactoncs. 

El efecto agudo de putresclna sobre las subpoblaclones de células beta deficientes de 
poUamina por acción del tnhlbidor DFMO se pone de mantllesto en la expresión de 
mayor número de células formadoras de inmunoplacas pequeñas, es decir células SP. 
En concentración baja de glucosa, esto se lleva a cabo a expensas de las células MP, 
mientras que en alta glucosa por las células MP y LP. 
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VI.- DISCUSION DE RESULTADOS 

SI las pollamlnas actúan sobre el metabolismo de la glucosa, ya sea aumentando la 
concentración intracelular de calcio o como mensajeros secundarlos, entonces tendrán 
un efecto estlmulatorio sobre la secreción de tnsulJna, estimulada con d1sUntas con­
centractones de glucosa. 

En este trabajo se estudió: 1) el efecto agudo de la pulresclna sobre la secreción de 
lnsuUna en las células beta pancreáticas, 2) el efecto de la Inhibición de la sfntesls de 
putresclna sobre la secreción hormonal y 3) la secreción de lnsuUna de células beta 
aJsladas en presencia de putresclna en un sistema deficiente de poUamfnas. Cada con­
dJclón experimental se realizó en 5.6 mM y en 15.6 mM de glucosa. Los tres aspectos 
fueron relacionados con las subpoblaclones funcionales de las células beta Insulares. 

Hasta hace relativamente poco tiempo no se contaba con una técnlca con Ja senslbl­
Udad suJlclente como para detectar la secreción de células alsladas. Por lo cual, existe 
poca lnformacJón acerca del funclonamlento lndJvldual de estas células. Los dos pará­
metros que se pueden medJr en el RHPA, son lndJcatlvos de funclonalldad de cada célula. 
El área de la lnmunoplaca, permlte evaluar la cantidad de JnsuUna secretada, ya que 
es proporcional a la misma. El porcentaje de células que responden al secretagogo per­
mite evaluar la cantidad de células funclonantes. 

A partir del RHPA se pudo comprobar la aparlclón de las dos subpoblaclones en 5.6 
mM de glucosa y a concentración alta de glucosa, el cambio a la dJstrlbuclón trlmodal, 

De acuerdo a los resultados obtenJdos se obseIVa lo sJguJente: 

A.· Efecto agudo de la putrescina sobre la secreción de Insulina en 
las células beta pancreáticas. 

El fndJce de secreción de Insulina en condJclones basales de glucosa, no se ve afectada 
por la adJclón de putresclna. Esto concuerda con el arn\llsls de las subpoblaclones, 
donde las dJstrlbuclones de frecuenclas del control y de las células con putresclna se 
traslapan, slendo prácticamente Iguales los porcentajes de células formadoras de ln­
munoplacas pequeñas y medJanas, es decir, SP y MP (figuras 10 y 13). 

Sin embargo, en concentración estimulante de glucosa (15.6 mM) la putresclna pre­
senta un efecto lnhlbltorlo sobre la secreción de Insulina que se manlflesta por la re-
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ducclón de las tres subpoblaclones funcionales a la expresión de células con menor 
tasa de secreción de insulina (SP) (figuras 10 y 14). 

En este caso especfllco no se descarta la postblUdad de que el sistema estuviese sa­
turado de pollamlna y por lo tanto que nos impidiese ver el efecto de la putrescina 
agregada; ya que las concentraciones intracelulares de las polJarntnas parecen estar 
muy controladas como se esperarfa de moléculas Involucradas en la modulación de la 
secreción de insulina. Con el iln de aclarar este punto. se proced.16 a estud.Jar y analizar 
las consecuencias de culUvar las células pancreáUcas en presencia del Jn.hlbtdor de la 
blosfntesls de putresclna (DFMO), para asegurar de esta manera la cllsmlnución de 
putrcsctna en las células, y obseIVar en estas condtctoncs el efecto dJrccto de la pu­
trcscfna sobre la sccrcctón de Jnsullna. 

B.- Inhibición de la síntesis de putrescina en las células beta en cul­
tivo estimuladas con distintas concentraciones de glucosa. 

Intentos para evaluar la importancia de las pollamlnas en la función de las células 
bela eslán asociados con ciertas cllflcultades, Se ullllzó un lnhlbldor de la enzima cuya 
velocidad es llmltante en la regulación de los pasos bloslntéllcos de las pollamlnas para 
provocar la deficiencia en la concentración de éstas. Esto se constgutó. como se ha 
mencionado anteriormente, cultivando las células con DFMO (5 mM) durante 24 hrs. 

Los resultados obtenldos mostraron que la disminución de la putresclna en el sistema 
aumentó la secreción de JnsulJna. Este efecto está relacionado con las subpoblactones 
funcJonalcs, viéndose reflejado como una tendencia de las células a secretar mayor 
canlldad de Insulina, formando placas de mayor tamaño ( MP y LP). (figuras 11. 15 y 
16). 

Ya que no se midió el contenido de pulresctna no tenemos la certeza de haber Inhibido 
totalmente la slntesJs de ésta. Por otro lado, las rutas alternas para la síntesJs de las 
otras polJamfnas quedaron intactas, por lo que no se descarta la partlclpacJón de éstas 
en la secreción de insulina. No obstante, estos datos muestran que la putrescina Uene 
un efecto Inhibitorio sobre la secreción de insulina, que es más notorio en concllctón 
basal que esllm ulante. 

C.- La secreción de células beta aisladas en presencia de putresclna 
en un sistema deficiente de pollaminas. 

El hecho de cultivar las células beta pancreállcas con el lnhibidor de la blos!ntesls 
de las pollaminas (DFMOJ durante 24 hr provoca la deficiencia en la concentración de 
pulrescina en la célula beta. Lo que se pretende en esta sección es comprobar el efecto 
inhibitorio que ha parecido mostrar la putresclna a lo largo de este estucllo mecllante 
la observación del efecto agudo y cllrecto de ésta en este sistema. 
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Los resultados obtenidos confirman las observaciones antes descritas ya que la se· 
creclón de insulina de células beta en presencia de putresctna, en un sistema deficiente 
de pollamtnas se reduce aproximadamente en una cuarta parte en condJctones basal y 
estimulante de glucosa. Indicando un efecto tnhlbttorlo de la putrcsclna sobre la secre­
ción de tnsu!Jna. Este efecto tnhlbltorlo de la putresctna se pone de manifiesto en la 
expresión de mayor número de células que responden formando tnmunoplacas peque­
ñas, es decir, células SP. En concentración baja de glucosa, donde el efecto agudo de 
la putresclna es ligeramente mayor. ésto se lleva a cabo a expensas de las células MP. 
mientras que en alta glucosa por las células MP y LP !figuras 12.17 y 18). 

Nuestra hlpótesls de trabajo lnlctal propmúa un efecto esumulatorto de la secreción 
de Insulina. Nuestras observaciones Indican que la putrcsclna Inhibe la secreción de 
lnsulJna de las células beta aisladas en culUvo. No obstante, las pollamlnas 11ln sltu" 
podrían parUclpar como moduladores en la liberación de Insulina, llevando a cabo una 
regulación fina, en la que la putresctna evitarla que hubiese un exceso de insulina 
circulante. Serfa deseable evaluar el efecto de otras poltamlnas sobre la secreción de 
tnsulJna en nuestras condiciones experimentales para aclarar este punto. 

En la literatura no existe consenso acerca de la función de estas moléculas en el 
páncreas. La complejidad histológica del páncreas endocrino, aunado al tnsullctente 
conoc1mtcnto acerca de las Interacciones paracrlnas insulares: han hecho extremada· 
mente dificil adoptar conclusiones firmes y definitivas al respecto. Un ejemplo de lo 
anterior. es el caso particular de la presencia de ODC (enzima precursora de la btos!n­
tests de las pollamlnas) en las células alfa de los islotes pancreáticos de rata (8). Debido 
a la existencia de comunicación entre estos dos tipos celulares (alfa y beta) pudlera ser 
que las polJamtnas producidas por las células alfa fueran capaces de Influir en procesos 
llevados a cabo por la célula beta. 

Según Welsh y colaboradores (42) la putresctna y la espermldlna parecen ser nece­
sarias para mantener la biosíntests normal de Insulina y proteínas, mientras que la 
espermlna ejerce un papel en la llberactón de Insulina estimulada por glucosa. Contra­
riamente, Thams y colaboradores (40) han observado que las pollamlnas son agentes 
lnhlbltorlos (especialmente espermtna) por su competitividad por los sitios de unión de 
calcio, pudlendo as! Interferir con la asociación de la prote!na qulnasa Ca la membrana 
y modulando su capacidad para responder a la activación por cltacilglJcerol. (35). 

Hasta el momento no se habla estudlado que las poltamtnas tuviesen un efecto cltfe­
renclal sobre la heterogénea población de células beta Insulares. Nuestros resultados 
sugieren que la putresclna Uene un efecto predominante sobre las células con mayor 
lndlce de secreción de tnsu!Jna. 

Serla Interesante continuar estudlando el papel de las pollamlnas en la secreción y 
blos!ntests de lnsu!Jna. As! como estudlar los mecanismos Intracelulares que subyacen 
a la lnhlbtclón en la secreción de Insulina que encontramos en este trabajo. 
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VII.- CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenldos se puede concluir lo siguiente: 

1-. Como ya se habla determinado por otros Investigadores, las células beta aisladas 
del islote pancreático de rata adulta aisladas son capaces de responder, secretando 
lnsullna al estimulo de secretagogos como la glucosa. También se pudo observar que 
las células beta ante el mismo estimulo tienen una respuesta heterogénea. Algunas 
células forman tnmunoplacas pequeñas, otras medlanas y otras grandes. 

2-. La tnhlbtctón de la btosfntests de putresctna en las células beta cultivadas con 
DFMO provoca un aumento en el índ.Jce de secreción de insulina én cond.Jctones basal 
y estimulante de glucosa, siendo más notorio en condlctón basal. 

3-. El sumtnlstro agudo de la putresctna en células beta insulares deficientes de po­
Uamtnas muestra un efecto tnhlbttorto de la putresctna sobre la secreción de insulina 
en concentraciones de glucosa basal y estimulante. Este efecto es ligeramente mayor 
en concentración basal de glucosa. 

4-. El efecto tnhlbttorto de la putresctna se manifiesta predominantemente sobre las 
células con mayor fndtce de secreción de la hormona. 

5-. La putresctna (presente en los gránulos secretores de las células beta junto con 
las otras dos poUamtnas) podrfa tener una función moduladora a través de una regu­
lación fina de la secreción de Jnsullna por las células beta y participar junto con otras 
hormonas Insulares en la homeostasts de la glucosa. 

45 



VIII.- BIBLIOGRAFIA 

(1) Ahren,B.,Taborsky G.J .. ,Parte D.Jr.NeuropepUderglc versus chollnerglc and adre· 
ncrglc regulaUon oí lslet hormone secreUon. Dlabetologla.,29:827°361 1986 

(2) Blachler, F .. Leclercq-Meyer. V., Marchand, J., Woussen-Cole. M·C .. Mathlas, PCF., 
Sener, A. and MalaJsse WJ. Sumulus-secretlon coupllng ar arglnlne·lnduced lnsulln 
release. Functlonal response ar lslets to L· arglnlne and L-ornlthlne, Blochlm. 
Blophys. Acta .. 1013: 144·151, 1989. 

(3) Blundcll, T .. Dodson, G., Hodgkln, D. and Mercola, D. lnsulln: The structure In the · 
crystal and lts refiectlon In chemlstry and blology. Adv. Prot. Chem., 26: 280-402, 
1979. 

(4) Bungay. PJ .. Grtrftn, M. lnvolvement arpolyamlncs In stllnulus secetlon coupllng In 
the pancreatlc beta cell. Blochem. Soc. Transactlons .. 13: 353·356, 1985. 

(5) Cahla,G.F.,Jr., Etzwller,D.D .. Frelnkel,N.Control and diabetes 
N.Engl.J.Med.,294: 1004, 1976 

(6) Cunnlngham. AJ. and Szenberg. A. Further !mprovements In the plaque technlque 
far detecung single anUbody·formlng cells. lmmunology., 14: 599-603, 1968. 

(7) Dentan. RM .. Browncey, RW. and Belsham, G.J. A partlal vlew ar the mechanlsm ar 
!nsulln acUon. Dlabetologra .. 21: 347-362, 1981. 

(8) Dorn, A. and Bernsteln, H·G, Remarkable lacallzatlon ar ornlthlne descarboxylase 
In rat pancreas. Eur. J. Cell. Blol., 41: 127·129, 1986. 

(9) Gald, G. and Gradsky, GM. The secretory process ar the beta cells ar the pancreas. 
Cell Blolagy ar the Secretory Process. Cantln, M. Ed. New York. Karger., 359· 388, 
1894. 

(10) Gradsky, GM. and Bennett, LL. Catlon requlrements far lnsulln secretlon In the 
lsolated perrused pancreas. Diabetes .. 15: 910-913, 1966. 

(11) Heby, O. Putresclne, Spermldlne and Spermlne. NIPS vol 1 / February , 1966. 

48 



(12) Hedeskov, CJ. Mechanlsm of glucose-lnduced tnsu!Jn secretton. Phystologlcal Re­
wlews., 60: 442-509, 1980. 

(13) Hlrlarl,M.Anállsls de los canales lónlcos y la actividad secretora de células betadl­
vlduales del páncreas de rala. CINVESTAV, tesis de doctorado, 1988. 

(14) Hlrlart, M .. Matteson, D.R. Na channels and two types of Ca channels In rat pan­
creattc beta cells ldent11led Wlth the reverse hemolyllc plaque assay. J. Gen. Phystol .. 
91: 617-639, 1988. 

(15) Hlrtart, M .. Ramlrez-Medeles,M.C. Functlonal subpopulattons of tnduvldual pan­
creattc beta cells In culture. Endocrtnology .. 128: 3193-3198, 1991. 

(16) Hougaard, D.M .. Ntelsen, J.H. and Larsson, L-1. Locallzatton and btosynthests of 
polyamtnes In 1nsu11n-productng cells. Btochem. J., 238: 43-47, 1986. 

( 17) Koentg, H., Goldstone, A. and Lu, CY. Polyamtnes regula te calclum Ouxes In a raptd 
plasma membrane response. Nature., 305: 530·534, 1983. 

(18) Lacy.P.E and Grelder. líltraestructural organtzatton ofmammaltan pancreatlc Jls. 
tes, tn: Handbook of Phystcology, sectton 7, Endorrtnology, vol l. Endocrtne pan­
creas, PP.77-89. Ed.R.O Greepa and EB Astwood, Am. Phystol. soc .. 1972 

(19) Lacy, P.E. and Kosttanovsky. Method for the tsolatton oftntact tslets ofLangerhans 
from the rat pancreas. Diabetes., 16:35-39, 1967. 

(20) Le Douartn, N.M. On the orlgtnofthe pancreattc endocrtne cells. Cell., 53: 169-171, 
1988. 

(21) Malalsse, WJ., Blachler, F .. Mourtada, A .. Camara, J., Albor, A .. Valverde, !. and 
Sener, A. Sttmulus-secretton coupllg of argtnlne-tnduced tnsulln release. Metabollsm 
of L-argtntne and L-orntthtne In pnacreattc lslets. Blochtm. Btophys. Acta .. 
1013:133-143, 1989. 

(22) Méndez, J.D.: Pollamtnas, en Btoqu!mtca e lnmunolog!a. Htcks, J.J. y Dlaz-Zagoya, 
J.C. (Eds.). Facultad de Medicina, UNAM .. México, 1989. Vol. 11 .. pp. 365-385. 

(23) Méndez. J.D.: Polyamtnes and human reproductton, en: The Phystology of Polya­
mtnes. Bachrach. U. and He!mer, Y. (Eds.J C.R.C. Press. lnc:, Florida. USA .. 1989. 
Vol. !. pp. 24-36. 

(24) NeUJ J.D .. Frawley. L.S. Detectton ofhormone release from 1ndl\1dual cells In mlxed 
populattons ustng a reverse hemolyttc pague assay-Endocrtnology .. 112:1135-
1137,1983 

47 



(25) Orcl. L. Macro-and mlcro-domalns In the endocrlne pancreas. Diabetes., 31:538-
565, 1982. 

(26) orcl.L and Unger, R.H. FunUonal subdlV!slón of lslets of Langer hans and posslble 
role of D-cells. Lancet .. 2: 1243-44, 1975 

(27) Orcl, L .. Vassalll, J-D. and Perrelet, A. La fábrica de Insulina. Sclcntll1c Amerlca .. 
1:52-61, 1986 

(28) Pegg. A.E. Recent advances In the blochemlstry of polyamlnes In eukarryotes. Blo­
chem. J .. 234:249-262, 1986. 

(29) Plpelecrs. D. lslet cell lnteracttons wlth pancreatlc beta cells. Experlenua .. 40: 1114, 
1984. 

(30) Plpelcers. D. The blosoclology of pancreatlc beta cells. Dlabetologla .. 30:227 -291, 
1987. 

(31) QI, D-F .. Schatzman, R.C .. Mazer. G.J .. Turner. R.S .. Raynor, R.L .. Llau, S. and 
Kuo, J.F. Blochem. J., 213:281-288, 1983. 

(32) Saloman. D., Meda,P. Heterogenelty and contact-dependent regulaUon of hormone 
seceUon by lndlV!dual beta cells. Exp. Cell Res .. 162:507-520, 1986. 

(33) Sanger. F. Chemlstry of lnsulln. Sclence., 129: 1340-1344, 1959. 

(34) Scanger, F. Brlt. M.Bull .. 16: 183-188, 1960 

(35) Schuber. F. Iniluence ofpolyamlnes onmembrane funcUons. Blochemlcal Journal., 
260:1-10. 1989. 

(36) Smlth. P.F .. Luque, E.H. and Nelll, J.D. Detectlon and measurement of secreUon 
from Individual neuroendocrlnc cells uslng a reverse hemolytlc plaque assay. Neu­
roendocrlne pepUde methodology, 1989. 

(37) Tabor, C.W. and Tabor, H. 1,4-Dlamlnobutane (putresclne), spermldlne and sper­
mlne. Ann. Rev. Blochem .. 45:285-308, 1976. 

(38) Tabor, C.W. and Tabor. H. Polyamlnes. Ann. Rev. Blochem .. 53: 749-790, 1984. 

(39) Tepperman: Secreciones Internas del páncreas, en flslolog!a metabólica y Endocrl­
na. lntcramerlcana 3cr cd. México, 1973. cap.10 ,pp. 172-175 

(40)Thams, P .. Caplto, K. and Hedcskov, C.J. An lnhlbltory role forpolyamlnes lnproteln 

48 



klnase C actlvatlon and lnsulln secretton In mouse pancreattc tsltes. Btochem. J .. 
237: 131-138. 1988. 

(41) Wetr and Bonner-Wetr. Islets of Langerhans: The puzzle of tntralslet tnleracttons 
and their relevance to diabetes. J. Clln. Invest., 85:983-98"/, 1990. 

(42) Welsh, N. and SJOholm, A. Polyamtnes and lnsulln productton tn tsolated mouse 
- pancreattc tslets. Btochem. J., 252:701-707, 1988. 

(43) Yung, M.W and Green, C. The btndlng ofpolyamtnes to phosphoUptd bllayers. Blo­
chemtcal Parmacology., 35: 4037-4041, 1986. 

49 


	Portada
	Índice
	I. Bibliografía
	II. Antecedentes
	III. Hipótesis y Objetivos
	IV. Material y Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión de Resultados
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía



