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I.- INTRODUCCION

Las pollaminas son caticnes orgdnicos de bajo peso molecular, que se encuentran en
forma de bases alifiticas libres asf como conjugadas con carbohidratos, esteroides,
fosfolfpidos y péptidos, y también como unidades subestructurales de numerosas fa-
milias de alcaloides.

El grupo de pollaminas que més se ha estudiado lo constituyen la putrescina, la
espermidina y la espermina.

Exdste informacién acerca de los efectos biolégicos de las poliam!nas, éstas actiian
como factores de creciinlento en microorganismos y células de mam{feros; estabilizan
membranas subcelulares: tienen eflectos sobre l1a sintesis de protefnas y afectan reac-
clones metabdlicas.

Los islotes de Langerhans desemperian un papel importante en el control del meta-
bolismo, El uso de métodos de fluorescencia citoquimica ha permitide localizar polia-
minas en el tejido endocrino del pancreas y se ha demostrado que las poliaminas estdn
restringidas al citoplasma de las células beta productoras de insulina, principalmente
asociadas con los granulos secretores (16).

La aparicién de cantidades elevadas de pollaminas en las células beta asocladas con
los grénulos secretores condujo a Led Hougaard y colaboradores a sugerir que estas
sustancias pueden efercer un papel en la liberacién de Insulina estimulada por glucosa
funcionando como mensajeros {ntracelularcs (42),

Las poliaminas se requieren para la blosintests de prote{nas y para la divisién celular,
pero estas moléculas también son sustratos para las transglutaminasas y se ha postu-
lado que tienen una funcién tmportante en la Uberacién de la hormona (42).

Se ha observado que la putrescina y la espermidina son necesarias para mantener la
biosintests normal de insulina y protefnas que la espermina puede efercer un papel en
otros procesos celulares como la replicacién de DNA y la transcripeién de RNA, ademés
de participar en la lberacién de insulina estimulada por glucosa (422), Estos hallazgos
apoyan el punto de vista de que las pollaminas pueden actuar como factores que per-
miten o estimulan la produceién de insulina in vitro.

La insulina es la principal hormona secretada por 10s islotes pancreéticos que controla
el almacenamiento y movilizacién de nutrimentos, tlene un efecto antidiabetégeno. es



decir disminuye la glucosa en sangre, de ahi la relevancia que puede representar dicho
estudio, por un lado para entender cémo se regula la blosintesis y secrecién hormonal
asf como desde ¢l punto de vista del problema salud, tenlendo en cuenta el alto {ndice
de diabetes existente en México que ocupa el cuarto lugar entre las causas de mortalidad
general. En 1897 este padecimiento provoc6 23 mil 500 muertes, con mayor incidencia
en Coahutla, Baja Callfornia y el D.F., caleulandose que el 10 por clento de la poblacién
de 25 anos en adelante ticne diabetes.

A pesar de la serle de investigaclones que se han llevado a cabo al respecto, se conoce
poco acerca del metabollsmo de las diferentes pollaminas durante el cultivo in vitro y
su relacién con la funcién de las células beta de los islotes, por lo que en la presente
investigacién se pretende explorar el efecto de las pollaminas sobre Ja funcién de las
células beta pancreaticas, con particular atencién a su papel en la secrecion de fnsulina,



II.- ANTECEDENTES

A.- Cronologia de Algunos Hechos Importantes en

el Estudio de la Diabetes y la Insulina

1500 aC
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1910-20

Papiro de Ebers describe una enfermedad caracterizada por polluria.

Descripeién clinica.

Se acuiia el nombre de "diabetes".
Se describen las complicacinnes

de lo que se conoce actualmente
como diabetes sacarina.

Se observa el sabor dulce de la orina
en "el mal de la meada".

Descripelén de alteraclones pancreéti-
cas en los diabéticos.

Se empleza a tratar la diabetes con
regimenes diversos.

Se descubren los islotes pancreaticos.
Se descubre la funcién glucogénica
del higado (conejo} ¥ la hipergluce-
mia del diabético.

Se describe la hiperpnea de l1a aceto-
nemia diabética.

La pancreatectomfa en perro produce
diabetes experimental.

Se menciona la naturaleza hereditaria
de la diabetes: se distinguen la dia-
betes juvenil y tardia,

Se descubren lesiones de los islotes
en los diabéticos.

Se da €l nombre de " insullna " a una
posible hormona de los islotes.
Tras la ruta de la insulina.

Celso
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Avicenna

T, Willis
Cawley
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Allen, ete.
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Bernard

Kussmaul
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Minkowsky,
Naunyn.

Ople,
Weichselbaum
Stangle.

De Meyer
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Scott, col.

1921 Se descubre la insulina. Banting,
Best.
1923 Mejora la diabetes pancre4tica des- Houssay
después de la hipofisectomfa.
1825 Se estudian diversas vias metab6li- Embdem, Cor{
cas., Ochoa, Lynen
Meyerhof,
Krebs.
1936 Mejora la diabetes pancreatica por Lukens,
suprarrenalectomfa. Long,
1937 Se produce diabetes permanente por Young.
inyeccién de extractos de hipofisis.
1955 Se establece la estructura de la in- Sanger
sullna. '
1967 Descubrimiento de la proinsulina; es- Stelner,
clarecimiento de su férmula. Chance.
1969 Nuevo papel del glucagen. Unger y col.
Descubrimiento de la estructura tri- Hodgkin, col

dimensional de la insulina.
Modificado de Best, C. H., (39)

La diabetes es una enfermedad conocida desde la antigtiedad. Los egipclos 1a men-
cionan en el Papiro de Ebers ( 1500 aC ). En la época del imperio romano Celso( 10 dC)
hace una descripeién clfnica de ésta, y con el nombre de "urinae nimja profusio” des-
cribe [as modificaclones causadas ent ¢l organismo por dicha enfermedad. El médico
griego Arcteo de Cappadocia ( 20 dC ) acufia el nombre de diabetes que significa " paso
continuo ", " sifén ", para describir la poliuria (5). El describe la enfermedad de la st-
guiente manera:

“La diabetes es una enfermedad extrana, afortunadamente no se presenta con fre-
cuencia. Consiste en que la carne y los huesos se convierten en orina. La enfermedad
se desarrolla lentamente y termina con la muerte. Los pacientes son torturados con
una inmensa sed, continuamente beben agua y orinan. La cantidad de orina sobrepasa
a la de lfquido que ingieren. La enfermedad debe ser provocada por alguna malignidad
que se queda en el organismo después de una enfermedad aguda..."

En las primeras descripciones de la diabetes se hace énfasis en la abundancia de la
orina. Mas tarde se reconocié la dulzura de ésta. No se sabe si las primeras referencias
describen la Diabetes melljitus o no insfpida. La descripcién mds antigua sobre la dul-
zura de la orina data del siglo V1 y fue hecha por un escritor de la India, quien llamé
a la enfermedad Madhumeha que significa orina de miel. El adjetivo mellitus viene del
griego y significa miel.



El estudiy qufmico de la orina dlabética fL;E infeiado por Paracelso en el siglo XVI.
Unos clen afos después, en 1674, el médico inglés Thomas Willls {(5) descubrié la dul-
zura en la orina de clertos diabéticos. Dobson comprob6 que se trataba de azficar.

Las primeras observaciones sobre los efectos de la pancreatectomfa se hicleron en
una época en la que nadie imaginaba la interrelacién entre el pancreas y la diabetes.
Francisco Silvio en 1682 publicé " Experimentos nuevos sobre el pancreas " trabajo
desarrollado durante 10 anos. En éste describe c6mo los perros sobrevivian aparente-
mente sanos a la extirpacién del pancreas. En 1687 Brunner describié los efectos pro-
ducidos por la extirpacién del bazo donde los animales en su recuperaci6n estaban
sedientos y orinaban mucho, estoc podrfa ser a que le extirparan también una parte del
pancreas. (13).

El trabajo de médicos como Bouchardat, Naunyn, Von Noorden, Allen y Joslin en
1850y sigulentes dio lugar a un Importante avance en el tratamlento de la diabetes con
el uso de la dieta,

En 1869, Paul Langerhans en su trabajo de tesis doctoral acerca de la anatomfa mi-
croscépica del pAncreas descubri6 los islotes pancreéticos.

En 1870, Bernard descubre la funcién glucogénica del higado { conejo } y 1a hiperglu-
cemia del diabético como un signo cardial de la enfermedad.

Fue hasta la segunda mitad del siglo pasado cuando hubo un avance en el conoci-
miento, estudio ¢ investigacién en la diabetes. Y como ocurre en la clencla, que las
observaciones importantes son producto de investigaciones disefiadas con un propésito
distinto, este caso no iba a ser la excepcién. En 1889 los clentificos alemanes Minkowsky
y Von Mering estaban interesados en estudiar el papel del pancreas en la digestidn,
para este fin practicaban una pancreatectomia en perros. Uno de sus ayudantes noté
que la orina de los perros sin pancreas atrafa mucho a las moscas. Este hallazgo lam6
la atencién de los Investigadores que al analizarla encontraron aziicar. Distinguieron
ademds que la glucosuria era una consecuencla de la hiperglucemia,

Después de esta serie de descubrimientos muchos investigadores trataron de purificar
un extracto del pancreas con el que se pudiese tratar la enfermcdad. Schafer en 1916
propuso darle el nombre de Insulina a la sustancia producida por los islotes pancreé-
ticos,

Se acredita a los dectores Banting y Best de Toronto con €l descubrimiento de la
insuiina en 1921. Iniclaron sus intentos para aislar €l principlo activo de la solucién
interna pancredtica en 1920, en un estado suficientemente puro para administrarsela
a los enfermos. Observaron que este extracto de pdncreas de perro disminufa la con-
centracién sanguinea de glucosa e Incrementaba la tolerancia a los carbohidratos. Se
adopt6 el término de insulina para el principio activo de este extracto como habfa su.
gerido en 1816 Schafer.



Después de la segunda guerra mundial, Sanger dilucidé la estructura completa de la
molécula de Insulina, En 1967, Stelner describié la molécula de proinsulina que pre-
senta una actividad bioldgica pequena y dos anos después Hodgkin y colaboradores
descubrieron la estructura tridimensional de la insulina,

B,- INSULINA: LA HORMONA HIPOGLICEMIANTE DEL PANCREAS,

La insulina se descubri6 hace 70 anos, desde entonces su estructura ha sido deter-
minada por el trabajo pionero de Sanger (33) y Hodgkin, Blundell y colegas (3). Mas
atin, se han reconocido los efectos principales de la insulina en el metabollsmo de los
carbohidratos, los lipidos y las protefnas, por lo menos en términos generales durante
20 afos, aunque todavia no se tiene una desceripeién satisfactoria a nivel molecular de
cémo actua esta hormona con su amplio indice de efectos en las células. (7).

a) Quimica de la insulina,

La insulina es una protefna relativamente pequeifia con un peso molecular de 5700
a 6100 daltones. En 1955 Sanger determiné su estructura, siendo la primera protefna
secuenclada, Esta molécula esté formanda por dos cadenas polipeptidicas Ay B unidas
por dos puentes disulfuro. Existe un tercer puente disulfuro en la cadena A, que da
lugar a un anillo dentro de la cadena. La cadena A consta de 21 aminodeidos y 1a B de
30 ¢n la mayor{a de las insulinas. Se conoce la secuencia de aminoicidos de la insulina
de por lo menos 25 vertebrados. Las insulinas de peces son muy diferentes de las de
mamiferos y la de cobayo difiere por lo menos en 17 aminoécidos,

Se han Identificado dos tipos de insulina en la rata, ratén y pez-sapo que derivan de
dos genes para insulina (8). Las insulinas de 1a rata difleren en dos posiciones, B9 y
B29. y son no alélicas. En la insulina I de la rata la serina (B9) se transforma en prolina,
y en la Il la lisina (B29) en metionina (3).

La insulina puede presentarse como monémero, dimero o hexdmero. Los dimeros de
insulina estdn en estado cristalino y se encuentran unidos por puentes de hidrégeno.
La estructura de la Insulina como hexdmero consta de tres dimeros colocados alrededor
de un eje que contlene dos dtomos de zinc (Norman & Litwack., 1987}. En presencia de
zinc los dimeros se agregan para formar hexdmeros (Wiled & Wybren., 1974). Aunque
la variedad activa de la hormona no se haya identificado todavfa la pregunta acerca de
si la forma activa fisiolégicamente de la insulina es monomérica o dimérica todavia esta
sin respuesta. (13). La habilidad de la insulina para agregarse como un dimero y hexa-
mero podrfa ser importante en su mecanismo de accién, Sin embargo, evidencias apun-
tan que la molécula circula como un mondémero en la corrlente sangufnea, donde su
concentracién estd en el rango de 10-9 a 10-11 M. Estudios de microscopfa electrénica
sugleren que la insulina en los granulos de almacenamiento estd en forma cristalina
en la rata como cristal rombohédrico (3).



La actividad de la insulina como ocurre con muchas otras protefnas est4 muy rela-
clonada con su estructura tridimensional. Esta ha sido determinada por an4lisis cris-
talogréfico con rayos X por Hodgkin y asoclados, La molécula de Insulina se encuentra
estabilizada por puentes de hidrégeno y uniones salinas entre grupos de las cadenas A
y B. De esta manera cuando se rompen los puentes de hidrégeno ya sea por altas tem-
peraturas o sustancias alcalinas la molécula plerde su actividad aun cuando no se
altere la estructura de los amino4cidos. Asimismo, los agentes reductores que actuan
sobre los puentes disulfuro ocasionan la pérdida casi por completo de su actividad
biolégica (13).
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FIGURA 1.- Estructura de la (nsulina, (34).

b} Biosintesis y liberacién de insulina.

La insulina se sintetiza a partir de dos moléculas precursoras la preproinsulinay la
proinsulina en su curso por el reticulo endopldsmico rugoeso, ¢l aparato de Golgl y los
grénulos de secrecién recubiertos (27).

En la rata exdsten dos tipos de preproinsulina Iy iI, la glucosa estimula preferencial-
memnte 1a sintesis del tipo1 (9).

La hidrélisis enzimdtica de la preproinsulina deja en el interior del reticulo endoplés-
mico rugosoe la proinsulina (una molécula que agrupa las cadenas aminoacfdicas de la
insulina y un péptido de unién, o péptido C, que engarza el final de una cadena con el
principio de la otra). Después €sta es transportada al complejo de Golgl. Exdste flujo
uniforme de pequenas ves{culas procedentes del reticulo endoplasmico rugoso hacta



los saculos del aparato de Golg}. Al llegar a los saculos se fusionan con la cisterna cis.
Viajan a la sigulente cisterna y se fusionan con ella; este proceso se repite hasta que
se alcanza el polo trans. El aparato de Golgi Incorpora la projnsulina en los granulos
de secrecién recublertos, donde se lleva a cabo la conversién de ésta en nsulina (27).

Para que la insulina se libere a la sangre debe atravesar dos barreras impermeables,
la membrana del granulo y la membrana de la célula beta. Las vesfculas sccretoras
ocupanentreel 10y 12 % del volumen de las células beta y el contentdo total de insulina
dentro de las células es aproximadamente 1mM (9). El pH de las vesfculas secretoras
es de 6, muy cercano al punto isoeléctrico de la Insulina. Como la insulina es muy
insoluble en estas condiciones, se encuentra dentro de las vesfculas como un agregado
central de estructura cristalina (13). El pH del citoplasma, en contraste con el de las
vesfculas, es aproximadamente neutral (). Conforme el granulo secretor llega al limite
celular por un proceso que aparentemente involucra microttibuloes (13), la membrana
del gréanulo se fuslona con la membrana celular, En este proceso denominado exocltosts
(o emiocitosis como en un princlplo suglrié Lacy (12), la membrana del granulo se con-
vierte en parte delamembrana celular y el contenldo del mismo se libera a la circulacién,
La fusién de las membranas permite la secrecidn de la insulina manteniendo la contt-
nuidad de la membrana celular durante todo el tiempo, Una vez secretada al espacio
extracelular la insulina pasa al torrente circulatorio por capllares que existen en los
islotes de Langerhans (27).

c) La glucosa regula la sintesis y la secrecién de insulina.

La funclén de las células beta estd regulada por numeresos compuestos, sin embargo
la glucosa es el mas importante ya que es el principal estimulante que a su vez es
necesario para que muchos de los reguladores secundarios sean efectivos (9).

La glucosa regula la biosintesis y secrecién de insulina. Este carbohidrato en concen-
traciones fisiologicas estimula la blosintesis de tnsulina preferentemente a la de otras
proteinas del islote. Compuestos relacionados quimicamente con la glucosa o sus trio-
sas estimulan la sfntesis y o la secrecién de insulina en proporcién a su metabolismo
en los islotes (9).

La biosintesis y la secrecion de insulina son fenémenos regulados de manera inde-
pendiente. El umbral para la biosintesis de insulina es més bajo que para la secrecién
hormonal, est4 alrededor de 3 mM de glucosa y su Km es de 6 mM (9).

Incluso los requerimientos i6nicos para la biosintesis de insulina son diferentes que
para la secreci6n, Para la blosintests estimulada por gloucosa se necesita magnesio
extracelular pero no asf calclo ni eventos despolarizadores de la membrana. Sin embar-
go, la secrecién de Insulina requiere calelo extracelular y que la membrana plasmatica
st despolarice mientras que el magnesio la inhibe (9).



d) El papel del calcio en la secrecién de insulina.

Se sabe que los fones juegan un papel muy tmportante en la secrecién de diversas
proteinas de otros tejidos (10).

El proceso de secrecién de insulina estimulada por glucosa y otros secretagogos de-
pende de la presencia y participacién del caleio (12). La secrecién sostenida de insulina
requiere un minimo de 0.1 mM de calcio extracelular y la secrectén maximade 1 a 5
mM (9).

En ausencia de calcio no se observa secrecién hormonal, ni cuando ¢l calclo es sus-
titufdo por magnesio o berilio. El reemplazo del calcio por cantidades equimolares de
estronceio © bario estimula la secrecién de insulina normal (12).

El calcfo total en €l islote se incrementa de 4.7 a 6.9 nM unos minutos después de la
estimulacién con glucosa (9). Tanto la primera como la segunda fase de la secrecién de
insulina son dependientes de calcfo. Se cree que la primera fase es debida a la movili-
zacién Intracelular del calcio; mientras que en la segunda estén involucradas la utili-
zacién de calcfo intra y extracelular asf como la activacién de canales de calclo que
dependen de voltaje (13},

Davis y colaboradores mostraron en 1975 que si después de perfundir el pancreas
con solucién sin calcio se reintroduce caleto se estimula la secrecién de Insulina. Los
islotes de rala perfundidos y expuestos a concentraciones altas de calcio secretan In-
sulina en ausencia de glucosa, Ia Hberacién hormonal en este caso es monofésica y
decrece gradualmente, aun cuando la concentracién extracelular de calefo en el medio
no disminuya (13),

La actividad del calclo en el interior de las células beta es cerca de diez mil veces
menor que en el medio extracelular, el gradiente electroquimico es enorme. El influjo
del catién ocurre por difusién a través de canales de calclo sensibles al voltaje desde
las concentraciones milimolares extracelulares a las concentraciones submicremolares
de calcio del citosol (9).

Entre los mecanismos que utiliza la célula para mantener este gradiente estdn: el
secuestro de calclo por los organclos citoplasméticos, la expulsién de calcio de la célula
por la accién de una bomba de calcio y el intercambto sodio-calclo.

e) El papel de AMP ciclico en la secrecién de insulina.

La estructura del AMP ciclico fue establecida simultAneamente en 1957 por dos gru-
pos de investigadores, Sutherland y Rall, por una parte y Lypkin y Marham por otra.
El adenosin-3'.5'-monofosfato es un mononucleétido ciclico.



La formacién de AMP ciclico se realiza a partir de ATP en presencia de magneslo,
sfendo catalizada la reaccién por la adenilciclasa. La adeniiciclasa es una enzima invo.
lucrada en el metabolismo del AMP ciclico en el tejide endocrino pancreatico. Esta se
encuentra en las membranas de las células y es sensible a los estimulos hormonales y
nerviosos alos que responde actuando sobre el ATP para promovey la formacién de AMP
cfelico. La adenfleiclasa tiene un pH éptimo moderadamente alcalino, por debajo del
cual plerde su actividad.

A mediados de los sesenta surgleron evidencias indirectas de la fmpotancia acerca
del papel que el AMP ciclico podria jugar en la secrecién de insulina inducida por glucosa
(12). Fue precisamente Samols y colaboradores quienes en 1965 sugirieron la idea de
que el adenosin-3',5'-monofosfato podria estar actuando como segundo mensajero en
las células beta,

Pues bien, concentraciones elevadas de AMP ciclico en el islote son también senales
de secrecién de insulina. A diferencia del caleio, el AMP ciclico no puede por si solo
liberar insulina necesita una concentracién estimulante de glucosa. Desde un punto
de vista de mecanismo, las acclones de AMP ciclico y calclo son distintas, pero ambas
estén interrelacionadas. Elinflujo de calclo, m4s que la glucosa "per se", probablemente
origina cl aumento en AMP ciclico y éste incrementa el calcio 16nico en el citosol pro-
bablemente movilizando almacenes internos (9).

EL AMP ciclico eferce su funcién como segundo mensajero activando protefnas qui-
nasas especificas las cuales al catallzar la fosforilacién de proteinas individuales, regu-
lan el metabolismo celular.

f) Acci6én biologica de la insulina.

La insulina es l1a hormona cuya concentracién controla el almacenamiento y movili-
zaclén de nutrimentes, Un nivel elevado de insulina promueve el almacenamiento de
trighicéridos, glucdgeno y proteinas en el tejido, mientras que niveles bajos faverecen
un movimienio de nutrientes hacla el torrente sanguineo,

La insulina promueve 1a utilizacién de carbohidratos para obtener energfa, facilitando
asf su transporte al interior de la c€lula, en especial 1a de los tejidos adiposo y muscular,
Su actividad es selectiva ya que sélo transporta hexosas y pentosas que tierien la misma
conflguraclén en los primeros tres carbonos que la D-glucosa.

La insulina incrementa la velocidad de oxidaci6n de la giucosa en la célula por la via
glucolitica y aumenta la sintesis de glucégeno especialmente en higado y musculos
esqueléticos. El resuitado neto de todos los efectos de la insulina es disminuir la con-
centracion de glucosa en sangre,

La insulina afecta el metabolismo de las grasas y las protefnas cas) tanto como el de
los carbohidratos.
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Efecto de la insulina en el metabolismo

Carbohidratos:

CAPTACION, DEPOSITO
Y USO DE GLUCOSA
POR EL HIGADO

METABOLISMO DE GLU-
COSA EN EL MUSCULO

CEREBRO

1) Inhybe la fosforilasa.

1) Durante la mayor parte
del dfa el tejido muscu-
lar depende para su
energfa no de la glucosa
sinémads blen delos aci-
dos grasos.

Las células cerebrales
son permeables a gluco-
sa sin intervenci6n de la
insulina,

2) Aumenta la captacién de
glucosa de la sangre por
las células hepdticas al
incrementar la actividad
de Ja enzima giucocina-
sa que causa la fosfori-
lacién inicial de la
glucosa después que di-
funde al interfor de las
¢élulas hepdticas,

2) Aumenta los niveles de

glucogeno.

3) Aumenta la actividad de
enzimas que promueven
la sintesis de glucégeno
(fosfofructocinasa y glu-
cogenosintetasa),

4} Otros efectos:
Promucve la conversién
de glucosa hepatica en
4cldos grasos.

1"




Grasas:

ACCION INSULINICA

DEFICIENCIA INSULINICA

1) Efecto del exceso de insulina en la sin-
tesls y depdsito de grasas: la Insulina
promueve la ipogénests activando la Ii-
pasa de lipoprotefna e impide la lip6lisis
inhiblendo la lipasa sensible a 1a la hor-
mona. El efecto neto es disminuir la
concentracién de 4cidos libres y triacil-
glicéridos en el plasma.

1) Aumento del empleo metabélico de gra-
sas:lip6lisis del depésito de grasa y libe-
ractén de dcldos grasos libres.

2} Desarrollo del higado

3) Aumento de colesterol y fosfolipidos en
la sangre en forma de lpoprotefnas

4)Efecto cetégeno y acidético.

6) El aumento de los 4cidos grasos en el
plasma por falta de insullna actua en
1as células disminuyendo su utilizacién
de glucosa.

Protefnas:

1o tanto la sintesis de protefnas.
c-.)Inhibe el catabolismo de protefnas.

lograr el crecimiento.

S{ntesis y almacenamiento de proteinas
a-.JAumenta la captacién de aminoacidos por las células,
b-.JTiene efecto directo en los ribosomas, aumentando la traduccién RNAm y por

d-.)En el higado deprime la gluconeogénesis.

e-.)Efecto sinérgico de la insulina con la hormona de crecimiento. Quiz4 la nece-
sidad de ambas hormonas se deba en parte al hecho de que cada una promueve la
captacién celular de una seleceién diferente de aminoacidoes, todos necesarios para




C.- EI. PANCREAS, LOS ISLOTES DE LANGERHANS Y
LAS CELULAS BETA.

a) El pdncreas: gldndula mixta. Consideraciones anat6micas.

Enlos mamiferos el pdncreas endocrino es un érgano separado, constitufdo por islotes
cclulares vascularizados que se encuentran distribufdos entre el tejido acinar (13),

Embriol6gicamente el pancreas de los mamiferos se desarrolla a partir de dos diver-
ticwdos del duodeno, uno formando parte de la cabeza y el otro formando el resto de la
cabeza, cuerpo y cola (18). Las células endocrinas pancreéticas se desarrollan a partir
de los conductos pancreaticos, que son de origen endodérmico. Aunque el origen de las
células endocrinas del pancreas constituye todavia tema de debate pues se ha postulado
que estas células comparten clertas caracter{sticas con las neuronas, lo que ha levado
ala especulacién de que se hayan originado del neuroectodermo (20). En los embriones
de rata de 16 dfas, es poslble detectar sintesis de insulina {13).

En los mamiferos las arterias que nutren al péncreas se derjvan de las arterfas es-
plénica, hepdtica y mesentérica. El drenaje venoso lo llevan a cabe las venas esplénica
y mesentérica. Los islotes estdn vascularizados de manera individual por una extensa
red de capilares, por una a tres arteriolas y una a sejs venas, dependfendo del tamarno
del islote. Entrando al islote, las arteriolas terminan abruptamente en capllares (18).
Las células endocrinas estdn dispuestas en columnas o en bandas pequenas, de esta
manera cada célula tlene acceso directo a un capllar para ayudar a la transferencia
rdpida de las hormonas secretadas al sistema vascular (13).

Los islotes pancredticos rectben inervacién simpética y parasimpitica, las terminales
nerviosas termlnan abruptamente entre los islotes, por fuera de la membrana basal
que los rodea. El hipotdlamo parece jugar cl papel Integrador mas importante en el
balance entre la regulacién stmpética y parasimpética (13).

Es posible que ¢l sistema nervioso auténomo tenga un efecto modulador en la secre-
cién de Insulina en sujetos normales y que juegue un papel en la patogénesis funcional
de Islotes anormales en pacientes diahéticos (18).

b) Anatomia y organizacién ultraestructural de los islotes de Langer-
hans

Los islotes de Langerhans de mam{feros son microdérganos tipicamente compuestos
de unos pocos clentos de células endocrinas (12). Los islotes pancreéticos, de forma y
tamano varjables, se encuentran distribuidos entre el tejido acinar, con un mayor ni-
mero en 1a cola que en el cuerpo y la cabeza del pancreas.
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Los islotes en ¢l pancreas de una rata adulta tiencn un tamaso de 50 a 400 um
donde el mayor volumen de islotes estd compuesto por islotes medfanos, aproximada-
mente de 200u de didmetro, Solamente cerca del 1 % del parénquima pancreético ¢s
endocrino. Se ha determinado que €l ntimere promedio de islotes observados en el péan-
creas de rata es de 13500 (18) mientras que en el humano adulto son més de un millén
(41).

Los islotes estdn compuestos por: células beta (B) secretoras de insulina que se loca-
lzan predominantemente en el centro de los islotes; células alfa {(A) localizadas ¢n la
periferia que secretan glucagon y probablemente factor liberador de corticotropina (13),
ctlulas delta (D} también localizadas en la periferia, que secretan somatostatina.

Acetty Glutagon
beets @) somarcatatin

Bets (B terotn

FIGURA 2.- Representactén esquemdtica de las células en un Islote pancredtico de mamifero,
{Orcl & Unger, 1975}, La porelén endocrina del pdncreas humano posee entre uno y dos millo-
nes de Islotes, cacda uno de aproxtmadamente 300 1 de didmetro.

Exlisten dos tipos de islotes pancreéticos. En un tipo. agregados centrales de células
B productoras de insulina estan rodeadas por células I3 de somatostatina y células A
de glucagon. En el otro tipo las c€lulas 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 pancreas (reglones conocidas tamblén como parte dorsal o
esplénica del pancreas), mientras que los islotes ricos en PP slempre aparecian restrin-
gidos ala parte media e inferior de la cabeza (también lamada regién pancredtica ventral
o duodenal) (25). En los islotes también existen células endoteliales, células nerviosas
y flbroblastos.

La proporcién relativa de los diferentes tipos celulares endocrinos es de 75 a 80 % B, 15
alB%Ay2a%5 D(12) Existen evidencias de que las células en el islote se encuentran
polarizadas, con un polo secretor Jocalizado hacia los capilares del islote {13).

En la rata los Islotes estdn rodeados por una membrana basal. Las mitccondrias de
las células del islote son relativamente pequerias comparadas con las mitocondrias de
1as células acinares adyacentes, Las céluias de los islotes contienen cantidades variables
de reticulo endopldsmico rugoso y numerosos polisomas esparcidos por todo el clio-
plasma.

El aparato de Golgl estd generalmente localizado cerca del nucleo. El tamafio del com-
plejo de Golgl varfa con el estatus {uncional de 1a célula individual. En la célula de un
islote normal, hay relativamente pocos lisosomas: sin embargo, en células en mal estado
o en aquellas en la que la secrecién hormonal se ha suprimido, se observan diferentes
lisosomas. Un sistema de microtibulo-filamento estd presente ¢n las células del Islote
(18).

Ademas de los efectos hormonales distales, los diferentes productos secretados por el
islote pueden mediar comunicacién paracrina entre las células endocrinas como es la fun-
cién ejercica por hormonas y clertos nutrientes del torrente sanguineo {1}, es deeir, la co-
municacién intercelular s modulada por diversos neurotransmiseres y hormonas.

c) El metabolismo de la glucosa en los islotes pancreédticos.

La actividad secretora de las células beta es regulada por muchos compuestos, no
obstante la glucosa es el estimulante de la secrecion méas importante y, a bajas concen-
traciones requiere de otros reguladores secundarios para ser efectiva (9).

Larutamds importante para el metabolismo de la glucosa enlos islotes es la gluctlisis.
El transporte de glucosa a través de la membrana de las células es un proceso mediado
por acarreador {12).

La mayor parte de las evidenclas sefialan que la secrecién de insulina es causada por
una serie de senales que son el resultado del metabolismo de la ghucosa (9). Cuando la
concentracién extracelular de glucosa aumenta. se incrementa la secreeién de {nsulina,
paralclamente al metabolismo del aziicar dentro de la célula ( 12),

Tamblén se ha seiialado el efecto dela morfologia del Islote en la secrecién de insulina
donde diferentes tipos celulares pueden interactuar a través del mecanismo paracrino
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(en €] espacio Intersticial) o blen esta comunicacién se puede establecer via un sistema
portal vascular local en los islotes (41).

d) Biosociologfa y ultraestructura de las células beta pancredticas

De acuerdo con Hedeskov (12), la ultraestructura de una célula beta tipica podria
describirse como sigue: la membrana plasmatica delimita al citoplasma donde se en-
cuentran el nicleo con nucleolo y cromatina condensada, mitocondrias pequefias es-
parcidas en el citoplasma, retfeulo endoplasmico rugoso concentrado a un lado del
nucleo, aparate de Golgi y poco reticulo endopldsmico liso.

Existen ademAs numerosos polisomas, Usosomas, microtibulos y microfilamentos y
granulos secretorios caracterfsticos, que contlienen virtualmente a toda la insulina. En
el espaclo entre el reticulo endopldsmico rugoso y el aparato de Golgl se localizan mi.
crovesfculas, especialmente durante la sintesis de insulina.

La exquisita sensibilidad a glucosa de la célula beta del pancreas juega un papel
determinante en el control hormonal de la homeostasis de la glucosa. La respuesta de
la célula beta esta caracterizada por una descarga rapida de la hormona y por una
dosiflcacién precisa de la cantidad liberada (29).

Aunque las células beta, se plensa generalmente que son Idénticas y que funclonan
de una manera sincrénica, se estdan acumulando evidenclas acerca de su heterogenel-
dad tanto en estructura como funcién (4 1), Investigadores en Toronto, Ginebra, Suecia
y Boston han mostrado que la célula beta tiene un potencial de replicacién muy pobre,
En el islote adulto s6lo ¢1 3 % de las células presentan actividad mitésica (30}

Pipeleers {30) describe tres niveles en la organizacién soclolégica de las células beta
pancredticas. El primero es la coexistencia de distintoes t!pes celulares cuyo impacto
biolGgico es la complementariedad en funclones.

El segundo nivel lo constituye ¢l estado agregado celular que potencia la respuesta
celular, es declr, confiere una organizacién intracelular que facilita el proceso de trans-
porte y liberaci6n de la hormona. Y por tiltimo, ¢l tercer nivel o estadio que lo componen
las interacclones sinérgicas con las senales del medio que conllevan a la integracién y
coordinacién en la homeostasis de la glucosa.

D.- LAS POLIAMINAS EN LOS EUCARIONTES
a) Introduccién.

Las pollaminas entre las que destacan espermina, espermidina y su precursor 1,4-
diaminobutano (putrescina) son cationes orgénicos de bajo peso molecular, moléculas
de naturaleza no proteica, que se encuentran en forma de bases alifaticas libres asi
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como conjugadas con carbohidratos, esteroldes, fosfolipidos y péptidos, y también como
unidades subestructurales de numerosas famillas de alcaloides.

El descubrimiento de la funcién esenctal de las pollaminas en la regulacién de muil-
tiples procesos, entre ellos la divisién, proliferacién y diferenciacion celulares constituye
un indicativo de que su presencia es esencial para larealizacion de los procesos basicos
de la funcién celular.

b} Antecedentes histéricos,

La presencia de pollaminas en materiales bioldgicos se reporté hace mas de 300 aios.
Fue en 1678 cuando Antoni van Leeuwenhoeck descubrid la cristalizacién de la esper-
mina en €l semen humano.

En 1791, Nicolas Vauquelin redescubrié esos cristales en ¢l fluido seminal y demostré
su relativa insolubilidad en agua y etanol, concluyendo que eran sales de fosfato de un
catién inorgénico, probablemente calclo,

A pesar de que fueron muchos los Investigadores que describieron dichos cristales,
no fue hasta un siglo después cuando se Identiflcé la naturaleza de csta sustancla
cristalizada.

En 1865, Boettcher supuso que estaban formados de una protefna a la que llamé
espermatina.

Se atribuye a Schreiner, en 1878, el descubrimiento de que los cristales son sales de
fosfato de un compuesto orgénico bdsico simple.

En 1888, A, Landenburg y J. Abel, dieron el nombre de espermina a esta base orgénica
por encontrarse en cantidades altas en el semen humano.

Fue hasta 1926, cuando finalmente Otto Rosenheim determind la estructura quimica
de la molécula de espermina, sintetizando después otra base identiflcada como fosfato
de espermidina,

NH2(CH2)aNH2 Putrecina
NH2(CH2)aNH{CH2)sNH2 Espermidina
NH2(CH2)aNH(CH2)4NH(CH2)3NH2 Espermina

Estructura quimica de las poltaminas
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Una vez dilucidada la estructura de la espermidina, ésta fue aislada de 6rganos ani-
males, microorganismos y plantas, resultando ser una pollamina universal (23).

El descubrimiento de la putrescina y cadaverina sc atribuye a Brieger en 1885 que
las alslé como sales dobles de metales pesados del tejido animal (de carne putrefacta y
se crey® que era un producto de descomposicion (11), posterlormente se aislaron a
partir de cultivos bacterlanos y tejldos de plantas generalmente en estado de putrefac-
clén o fermentacién,

c) Distribucién de las poliaminas.

Las pollaminas estdn ampliamente distribuidas en los sistemas biolégicos, aunque
las concentraciones relativas de putrescina, espermidina y espermina varian notable-
mente en células diferentes,

En general, se sabe que los procariontes tienen concentraciones mayores de putres-
cina que de espermidina y que no contienen espermina a diferencia de los eucariontes
que poseen bajas concentraciones de putrescina y contlenen espermina y espermidina
22).

Actualmente se ha demostrado que en los mam {feros los niveles tisulares son mayores
en 6rganos con sintesis activa de 4cido ribonucleico (RNA), tal es el caso de 1a médula
6sea, 1a préstata y el pancreas.

d) Biosintesis de las pollaminas en mamiferos.

La putrescina se forma a partir de la l-ornitina en una reaccién catalizada por la
ornitina descarboxilasa (ODC) (E.C. 4.1.1.17) y es convertida a espermidina por una
sintetasa especifica que utiliza S-adenostlhomocisteamina (forma descarboxilada de la
S-adenosil metionina), como donador de un grupo proptlamina.

La espermina sintetasa convierte la espermidina en espermina con el mnismo donador
de grupos propilamina. La l-ornitina requerida para la blosintesis de putrescina se ob-
tlene por hidrélisis de l-arginina en la reaccién catalizada por arginasa (E.C. 3.5.3.1)
en el interjor de las ¢élulas. Posiblemente esta enzima se encuentre presente en tejidos
extrahepaticos para factiitar la disponibilidad de la ornjtina utilizada en la biosintesis
de poliaminas. Debido a esto se cree que la arginasa regula la etapa inicial de dicha
blosintesis,

La ornitina disponible proviene del plasma, La l-arginina es un aminoécido semlesen-
clal en mamfferos ya que se sintetiza en el ciclo de la urea y existen diferentes vias
metabélicas que compiten por su utilizacién, por lo que sus niveles generalmente son
bajos; una de estas vias es la blosintesis de pollam{nas.



Los microorganismos y los vegetales poscen vias allernas para la biosfntesis de po-
llaminas (23). Cuando aumenta la sfntesis de pollaminas se ha visto que también au-
menta la actividad de arginasa lo que asegura el suministro de ornitina,

e) Inhibidor de ornitina descarboxilasa.

El inhibidor de la sinteis de poliaminas que se ha estudiado més es la DL-&-difluo-
rometilornitina (DFMO) que fue sintetizado por Metcalf y colaboradores (1978) de na-
turaleza altamente especffica (28) y cuyo mecanismo de acclén es Irreversible.

La DFMO se ha usado para inhibir la biosintesis de putrescina in vivo € in vitro. Su
toxicidad in vivo es muy baja (38).

El mecanismo de acclén ocurre de la siguiente manera: ODC reconoce a DFMO como
sustrato y su descarboxilacién conduce ala generactén de un intermediario electrofilico
altamente reactivo que reacclona con un centro nucleofilico en el sitlo activo dela enzima
para formar un enlace covalente inactivdndolo lrreversiblemente. Esta inactivacién esta
acompanada por la liberacién de diéxido de carbono del grupo carboxilico de 1a DFMO
(28).

Debido a la inhibicién de la replicacién celular por DFMO exdste un interés conside-
rable en el uso terapefitico potencial de este compuesto. En particular, se han llevado
a cabo numerosos estudios en animales que muestran su efectividad en la inhibicién
del crecimiento de tumores, en el tratamiento de infecciones parasitarias, etc. (38 ).

f} Funcién de las poliaminas.

Existe informacién acerca de los efectos biolégicos de las pollaminas, éstas actuan
como factores de crecimiento en microorganismos y células de mamfferos ; estabilizan
mermnbranas celulares y particulas subcelulares; tienen efectos sobre ]a sfntests de pro-
tefnas y afectan reacciones metabdlicas,

Durante los iltimos 25 arios se han elucidado las rutas blosintéticas, y se han llevado
a cabo muchos estudios que indican claramenie que estas aminas son importantes
fisiolégicamente (37) aunque su funcién en las células de los mamfiferos permanece
todavia un misterlo {28).
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III HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las pollaminas son cationes alif4ticos fntimamente relacionados con la diferenclacién
celular, la sintesis macromolecular y el crecimiento en numerosos sistemas celulares
(42), Precursores de la biosintesis de las pollaminas como son la arginina y la ornitina
presentan una accién insulinotrépica en los islotes pancredticos. Esto se ha atribujido
principalmente a los efectos bijofisicos de despolarizacién de la membrana por la acu-
mulacién de este aminodcido cargado positivamente cerca de la membrana plasmatica
de la célula beta (21).(2).

Estudios recientes llevados a cabo por Hougaard y colaboradores (16) han mostrado
claramente que la mayoria de las pollaminas se encuentran restringldas al citoplasma
de las células beta productoras de insulina. en los granulos secretores.Se han postulado
efectos antagénicos de las poliaminas sobre la secrecién de insulina, Por un lado, la
glucosa estimula la blosintests de las pollaminas.

También se ha asociado a las poliaminas con el calcio. Se ha dicho al respecto, que
¢éstas podrian funclonar como mensajeros para generar cl influjo de calclo a la célula y
movilizando el calcio intracelular via una reaccién de intercambio de cationes (17). Estos
hallazgos lievaron a especular que las poliaminas pueden esttmular la liberacién de
insulina, bien actuando como sustratos para las transglutaminasas {4) o funcienando
como mensajeros secundarios.

Contrarjamente, Thams y colaboradores (40} sugleren un papel inhibitorio de las po-
llaminas en la secrecién de insulina, proponiendo que estas moléculas inhiben a la
protefna quinasa C {31},

En los mamfferos la biosintesis de pollaminas se lleva a cabo a partir de ornitina, por
lo tanto, la ruta que conduce a la formacién de putrescina es através de la enzima
ornitina descarboxilasa (ODC, EC.4.1.1,17), adem s se cree que la descarboxilacién de
la ornitina es limitante en la regulacién de los pasos biosintéticos de las pollaminas.

Yung y Green (43) reportaron que las poliaminas con alto niimero de grupos amino
presentan un efecto téxico mayor probablemente debido a la combinacién de interac-
clones directas entre las pollaminas y los fosfolipidos de la membrana plasmatica y la
conversidn de las pollaminas en aldehidos téxicos (42),

Por estas razones, nosotros decidimos analizar el efecto de la putrescina sobre la
secrectdn de Insulina en células beta alsladas y cultivadas, probando su efecto en dis-
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tintas concentraciones de glucosa. Trabajamos con la putrescina por tratarse de la
poliamina precursora de la biosintesis de la espermidina y la espermina asf como por
ser la que tlene menor numero de grupos amino.

La mayor parte del conoctmiento de la fisiologia de las células beta con respecto a las
pollaminas ha sido derivado de estudios realizados en la poblacién mixta celular del
Islote pancreético, en Islotes pancredticos completos. Esto presenta limitaciones ya que
los islotes aislados y perfundidoes no proporcionan informacién sobre el comportamiento
de las células Individuales, por 1as uniones comunicantes que existen entre las células
beta y entre éstas y las células alfa y delta. Asimismo, las células del 1slote dispersadas
dan informacién sobre la poblacién mixta del islote, sin diferenciar unas células de las
ofras.

Como se ha puesto de maniflesto, ne resulta claro el comportamiento de las poliam{-
nas en la secrecién de insulina,

51 las pollaminas actiian sobre el metabolismo de la glucosa, ya sea aumentando la
concentracién intracelular de calclo o como mensajeros secundarlos, entonces tendran
un efecto estimulatorio sobre la secrecién de Insulina, estimulada con distintas con-
centraciones de glucosa.
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OBJETIVOS

El proposito general de este estudio es el de avanzar en el conocimiento de la funcién
de las poliaminas y su posible modulacién de la respuesia secretora de las células beta
pancreéticas.

Los objetivos especificos planteados en este trabajo de investigacién son:

1) Caracterizar el efecto de la putrescina sobre la secrecién de insulina estimulada
con distintas concentraciones de glucosa de células beta afsladas y cultivadas,

2) Evaluar el efecto de la inhtbicién de la sintesis de putrescina en ias células beta
en cultivo al estimularlas con distintas concentraciones de glucosa.

3) Analizar el efecto de 1a putrescina sobre las subpoblaciones de células beta insu-
lares.



IV.- MATERIAL Y METODOS

A.- MATERIALES.
Procedencia de los reactivos para el cultivo y el RHPA:

Colagenasa tipo IV (EC 3.4.24.3) Worthigton Blochemical Corporation {Freehold,
NJ,USA); albtimina bovina, solucién de penicilina-est«jstonicina, protefna A, solucién
de sales Spinner Eagle (SS), glutaraldehido, solucién de sales balanceadas Hanks
(HBSS). cloruro de cromo, D(+) glucosa, azul de toluidina, IBMX, hidrobromuro de po-
Ii-1-lisina, putrescina. hepes, heparina de Sigma Chemical Co. (St. Louls, MO, USA) :
anticuerpo contra insulina de Blodesign International (Kennebunkport, ME.,USA) ; sue-
ro bovino fetal, complemento de cobayo, RPMI 1640, solucién de Alsever, antibiético
anttmicético, l-glutamina (200 mM}, gentamicina de Gibco Laboratories (Grand Island,
NY,USA); difluorometflornitina (Francia).

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

Se alslaron los islotes pancredticos de ratas macho, adultos [dvenes de 250 a 300 g
de la raza Wistar y se sigujeron las tres técnicas gue se mencionan a continuacién para -
obtener las células: 1) Obtenci6n de los islotes de Langerhans por digestion con cola-
genasa y toma manual de los islotes (19) Disociacién de las c€lulas beta (14) y 3) Culttvo
de las células aisladas,

Nota: A todas las soluciones que se emplearon en el ensayo y en el cultivo se les afiadié
0.1 % de albiumina sérica bovina (BSA) como nutriente y 1 % penicilina-estreptomicina.

a) Obtencion de los islotes de Langerhans.

a.1) Se anestesfaron las ratascon 60 mg/kg de peso de pentobarbital via intraperito-
neal. '

a.2) La diseccién se llevéd a cabo en cundiciones lmplas, no estériles. Para ello se
localizd la desembocadura del conducto biliar-pancreitico a la altura de su unién con
el conducto biliar y se inyectaron aproximadamente 10 ml de solucién de Hanks con
50 ul /ml de gentamicina para romper el tejido acinar del paAncreasy facilitar la posterfor
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digestién con colagenasa. Después se separaron la cola y el cuerpo del pancreas que
se distinguen facllmente una vez insuflados.

a.3) El pancreas se lavé dos veces. Se trituré y se coloct en una botella con colagenasa
a una concentracién final de aproximadamente 1 mg/ml. Posteriormente se incubé
durante 30 minutos a 37 °C con agitacién constante,

a.4) El tejido digerido se lavé dos veces con Hanks frfo y se procedi6 a filtrarlo a través de
tamices de distinto tamario de malla de mayor a menor opertura con la finalidad de limplar
los Islotes de tejido acinar y por lo tanto optimizar las condiclones de seleccién de los islotes.

a.5) La seleccién manual de los islotes de Langerhans se llevé a cabo utilizando una
pipeta volumétrica Lang-Levi, bajo un microscopio de diseccién. La toma de islotes se
realizé por lo menos dos veces para que aunado al proceso de filtracién los islotes que-
dasen Hmplos de tejido acinar y evitar que las enzimas digestivas liberadas por ¢ste
digirieran las células endocrinas.

b) Disociacién de las céluias beta.

Se lavaron los islotes con solucién balanceada de Spinner (SS), que no tiene calclo y
se incubaron 10 minutos en SS enriquecido con 0.5 % BSA y glucosa 15 mM, y tripsina
a 37 °C, en ambiente hiimedo y agitacién constante.

Finalizada la incubacién se dispersé ¢l tejido con una pipeta Pasteur haciendo entrar
y salir el tejido de la pipeta aproximadamente unas 40 veces.

Posterformente la suspensién celular se lavé con S8 y dos veces con RPMI 1640 sedi-
mentando las células por centiffugacién a 80 x g durante 10 minutos en cada ocasién.

¢) Cultivo de las células aisladas,

Después del ultimo lavado, las células se resuspendieron en RPMI 1640 y se sembra-
ron en cajas de Petrl para cultivo de tejidos, unas con medio completo: RPMI 1640 con
10 % de suero bovino fetal, 2 % de glutamina, glucosa, 3-1sobutil-1-metilxantina (IBMX)
0.1 mM y 1 % de penicilina-estreptomicina-fungizona, y otras con medio completo y
DL-difluorometilornitina (DFMO) 5mM.

Las células se cultivaron durante 24 hr a 37 °C en una Incubadora con ambiente
hiimedo con aire y 5% de CO2 para mantener el medio a un pHde 7.4,

C.- IDENTIFICACION DE LAS CELULAS BETA Y ANALISIS DE LA SE-
CRECION DE INSULINA EN PRESENCIA DE PUTRESCINA

La identificacién de las células beta se llevé a cabo a través del ensayo hemolitico
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inverso (RHPA) Jerne en 1974 (36) desarroll6 para estudiar el sistema inmune el ensayo
hemolitico que detecta la secrecién de anticuerpos (Inmunoglobulina) por linfocttos B.
El ensayo hemolitico inverso (RHPA) es una modificacién del ensayo original, Neill y
Frawley (34} lo han utilizado para estudios de secrecién de células pituitarias (1983)
mientras que Salomon y Meda (32) han empleado cste ensayo para estudiar la regulacién
dependiente del contacto intercelular en la secrzeién de insulina (14} El ensayo modi-
flcado se lama inverso porque las células secretan el antigeno del sistema. Este método
explota el fendmeno de la hemoélisis mediada por complemento, en presencla de com-
plejos antigenc-anticuerpo. Este método puede usarse para estudios en cualquier tipo
de células que secreten una sustancia iInmunogénica. La presencia de una placa (zona
de hemolisis) que rodea a la célula la identifica como de clerto tipe {dependiendo del
anticuerpo empleado) y el tamario de la placa estd directamente relaclonado con la
cantidad de hormona secretada. De manera que proporciona informacién cualitativa y
cuantitativa (36). El uso dcl RHPA permite identificar sin ambigiiedad una célula en
una poblacién celular mixta de acuerdo con la hormona que secreta,

En Ia flgura 5 se muestra una representacion esquemética del mecanismo de hemé-
1isis mediada por complemento en presencia de un complejo antigeno-anticuerpo,

ANtIEYENS

FIGURA 5.- Representactén esquemdtica del mecantsmo de hemdiisis mediada por complejos
ant{genc PO, en pr la de compl. to, (36).

Se incuban en una monocapa. células endocrinas y eritrocitos-A; las células endo-
crinas son estimuladas a secretar la hormona especifica en presencia de anticuerpos
contra la misma. La hormona (haclala que se dirige el anticuerpo) se libera de 1as células
¥ se une al anticuerpo que a su vez estd unido a la proteina A conjugada con los oRBC.
Se forman entonces complejos antigeno-anticuerpo unidos a la membrana de¢ los erl-
tracotos-A. Cuando a continuacién se anade el complemento, los eritrocitos alrededor
de las células secretoras se Usan, quedando rodeada la célula endocrina de una piaca
(36).

El1 RHPA puede subdividirse en 5 etapas:

a) Preparacién de las células del islote.



b) Conjugacién de la proteina A a la membrana de los eritrocitos de borrego (o0RBC).
c) Preparacién de las cadmaras de incubacién.
d) El ensayo hemolftico inverso.

e) Andlisis microscépico de 1a formacién de Inmunoplacas.
a) Preparacion de las células del islote

El ensayo en placa requiere células monodispersadas para una identificacién no am-
bigua de las células secretoras.

Las células que estdn en cultivo, adheridas a las cajas de Petr! antes de empezar el
ensayo se despegaron con solucién dispersante sin calcio ni magnesio. Se incubaron
durante 10 minutos a 37 2C y se disoclaron con una pipeta Pasteur silicorizada, Final-
mente se lavaron tres veces con solucién balanceada de Hanks para resuspenderlas
después del 1ilttmo lavado a una concentraci6én de 100 a 200,000 células /ml.

b) Conjugacién de la proteina A a la membrana de los eritrocitos de
borrego (oRBC).

Los eritrocitos de borrego se conjugan con la protefna A para que unan anticuerpoa
su membrana, para ello se aprovecha la alta afinidad que presenta la protefna A del
Estafllococo aureus por clerto tipo de inmunoglobulinas G. Asf, en presencia de cloruro
de cromo, la proteina A se une covalentemente a la superficie de los oRBC.

El acoplamiento de la proteina A a la membrana de los eritrocitos se Hevé a cabo de
1a siguiente manera:

b.1) La sangre de borrego se centrifugé a 150 x g durante 10 minutos, Se extrajo el
sobrenadante y los eritrocitos se lavaron 3 veces con solucién salina. Los eritrocitos se
conservan de esta manera hasta tres semanas en refrigeracion en soluclén de Alsever,

b.2) Se lavé 1 ml de eritrocitos sedimentados tres veces, centrifugdndolos a 150x g
durante 10 minutos y resuspendiéndolos en solucion salina.

b.3) Después del uiltimo lavado se llevd a cabo el marcaje que consiste en la adicién
de 2.5 ml de solucién salina, 0.5 mi de protefna A (1 mg/ ml en solucién salina) y 2.5
ml de cloruro de cromo (0.2 mg/ ml en soluc¢idn salina),

b.4) La suspensi6n se colocé en un bafio a 30 2C por una hora. Los eritrocitos mar-
cados se lavaron dos veces con solucién salina y una vez con RPMI 1640 y se guardaron
en una suspensién al 2 % a 4 2C hasta por una semana.



c) Preparacién de las camaras de incubacién.

E1RHPA se llev6 a cabo en las c4maras de Cunningham (6) donde la mezcla de células
beta y oRBC se adhfere como una monocapa. Las cimaras estdn construidas para au-
mentar la difusién lateral de la hormona secretada, de manera que se concentren gran-
des cantidades de hormona alrededor de las células.

Los portaobjctos usados en la construccién de las cdmaras de Cunningham se cubren
con poli-L-lisina para que se adhieran firmemente las c€lulas endocrinas y los oRBC
como una monocapa, Los portaobjetos deben estar limplos previamente al tratamiento
con poli-L-lisina para asegurar una cublerta homogénea. Estos se cubren con poli-L-
Uistna (0.5 mg/ ml 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 camaras se construyeron de la siguiente manera: sobre el portacbjetos se colo-
caron dos tiras de cinta adhesiva que pega por los dos lados a una distancia una de la
otra de aproxtmadamente 20 mm. Encima de las cintas adhesivas se puso un cubreob-
Jetos de vidrio que constituye el techo de la camara. El volumen de las cAmaras es de
30 a 50 u. Al estar ablertas por los dos lados, las soluclones son introducidas por ca-
pilaridad en un extremo y retiradas por el lado contrario con papel absorbente.

d) Fl1 ensayo hemolitico inverso
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FIGURA 6.- Método utllizado para reallzar el ensayo hemolitico inverso, para detectar secreclén
hormonal de células alsladas, en una poblacton celular mixta. {36)

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

El ensayo se inicla con la Introduccién de una mezcla de las células del islote pan-
credtico y los oRBC en las cAmaras de Cunningham para que se peguen en el suelo de
la camara. La mezcla de células se prepard mezclando volumenes jguales de células del
islote y de una suspension 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 cAmara el anticuerpo contra insulina. Dicho
antsuero se agregé en una dilucién de 1:50 en Hanks junto con los secretagogos de
interés que en este trabajo fueron glucosa 5.6 y 15.6 mMy putrescina 1 mM, y se incubé
por una hora.

Durante el perfodo de Incubaci6n en el que el antisuero esta presente, la insulina se
Hbera de las células beta y se une al anticuerpo formando complejos antigeno-antjcuer-
Po unidos a la membrana de los eritrocitos marcados.

Finalizado el Hempo de incubacién 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 ¢l complemento de cobayo en una dilucién
de 1:30 en Hanks y se dej6 en incubacién 30 minutos. Terminada la incubacién, las
célulad se fijaron con glutaraldehido al 4% en selucion salina y se tifieron con azul de
toluldiha y se guardaron las camaras hasta el momento de su anélisis.

¢) Andlisis microscépico de la formacién de inmunoplacas

El anélisis de las iInmunoplacas comprende dos categorfas principales: 1) Determi-
nacion del porcentaje de células formadoras de placay 2) medicién del 4rea de la placa.

e.1) Se contaron las células en cada cdmara ( alrededor de 100 células por cdmara).
Se anot6 el niimero de células que formaron placa y las que no, convirtiendo estos datos
en porcentajes, Para este proposito se utilizé6 un microscoplo Invertido de contraste de
fases a un aumento de 20 x . Para distinguir con mayor facilidad las células se tiieron
con azul de toluidina.

e.2) Se midi6 el 4rea de las placas bajo el microscopio Nikon Axiophot conectado a
una camara de video que proyecta la imagen en una pantalla y se calcul6 el drea,

La actividad secretora total de las células beta se estimé calculando el indice de se-
crecién, multiplicando el drea promedio de las placas por el porcentaje de las células
formadoras de placa (secretoras) (15).

La relacién entre el drea de las placas y la liberacién de insulina es lineal,

Para todos los experimentos de RHPA cada condicién experimental se llevé a cabo por
duplicado,

La distribucién de frecuencia de las dreas de las inmunoplacas se llevé a cabo con ia
finalidad de determinar si habfan subpoblaciones de células beta definidas funcional-
mente {15), Las curvas se suavizaron con el programa Sigma Plot 3.3 (Jandel Scientific,
Corte Madera, CA, 1987).
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f) Andlisis estadistico.

La validaci6n estadfstica de los resultados se realizé6 aplicando en primer término
anélisis de varlanza de una via (ANOVA), seguida por las pruebas de Fisher y de Duncan
utilizando el programa Number Cruncher Statistical System (NCSS, version 4.2 publi-
cado por el Dr. Jerry L. Hintze, Kaysville, Utah, 1983). Los datos antes de procesarlos
estadisticamente se normalizaron. Esto se realizé multiplicando el drea de las inmuno-
placas en cada condicién experimental por su factor de secrecién promedio correspons-
diente. Todos los resultados se expresaron como la media:r SEM.



V.- RESULTADOS

A.- Las células beta del islote pancreético en cultivo

En la figura 7 se muestran varios islotes de Langerhans que se obtuvieron después
de la digestién con colagenasa por seleccién manual.

La figura 8 flustra células del Islote pancreético de rata obtenidas por la dispersién
mecénica de los islotes en solucién sin calclo.

B.- Estudio de la secrecién de insulina de las células beta alsladas a
través del ensayo hemolitico inverso

El ensayo hemolitico inverso (RHPA) nos permitié identificar las células beta y ademaés
caracterizar su patrén de secreci6n.

En la figura 9 {enemos tres células beta del islote pancreatico de rata adulta. Se
observa la monocapa de eritrocitos marcados con proteina A {(eritrocitos-A) intactos en
todo el campo a excepeién del 4rea oscura alrededor de las células, que corresponde a
los fantasmas de eritrocitos-A. La hemolisis de los eritrocitos-A se desencadené por 1a

FIGURA 7.-Islotes pancreaticos de rata adulta en cultivo. Los Islotes fueron obtenldos por la di-
gestlén del teftdo actnar pancredtico con cotagenasa.

3



Figura 9.- Identificacién medlante el ensayo hemolltico inverso de tres células beta del
tslote pancreatico de rata. Las células beta ante el mismo estimulo responden forman-
do inmunoplacas pequenas, otras medtanas y otras grandes
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unién de la insulina secretada por la célula beta al anticuerpo contra insulina y a su
vez a los erltrocltos-A, en presencia de complemento,

En el andlisis de las inmunoplacas se midieron alrededor de 50 a 100 células con su
correspondiente duplicado. Se Tomaron en cuenta tinicamente las células aisladas ya
que los actimulos conservan ias uniones comunicantes intercelulares presentando un
comportamiento secretorio diferente al de las cé€lulas ajsladas,

a)Efecto agudo de la putrescina sobre la secrecién de insulina en las
células beta pancreiticas.

El efecto agudo de la putrescina de acuerdo al estado metabélico de la célula y las
concentraciones basal y estimulada de glucosa fue el sigulente:

Como puede observarse en la figura 10, la secrecién basal de insulina (glucosa 5.6
mM) no se ve afectada por la adicién de putrescina.Sin embargo, cuando la concentra-
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FIGURA 10.- Efecto de la putrescina sobre la secrecién de lnsullna de células alsladas. A baja
concentractén de glucosa el indice de secrecidn no es estad(sticamente significativo entre los
dos grupos. Sin embargo, a concentracién estimulante de glucosa la putrescina reduce en un

. 25 % et [ndice de secreclén. ™ P <0.01] con respecto al testigo.
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clén de glucosa es alta, la pollamina redujo el fndice de secrecién de 1902: 132a 1429
+102 (P<0.01), es decir un 25 % .

Esto nos muestra un efecto inhibitorio de la putrescina sobre la secrecién de insulina
estimulada por glucosa.

b) Inhibicién de la sintesis de putrescina en las células beta en culti-
vo estimuladas con distintas concentraciones de glucosa.

Al Inhibir 1a sintes|s de putrescina con el inhibidor DFMO se observé un aumento en
el {ndice de secrecién de insulina en ambas concentraciones de glucosa, como flustra
la figura 11,
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FIGURA 11.- Efecto del inhthidor de la blosintests de putrescina (DFMQ) sobre la secreclén de (n-
sullna de células bela pancredticas.En ambos casos el aumento en la concentracién de glucosa
tnerements significativamente el ndice de secrecién de insullna {* P <0.01). El tratamlento con
DFMO aumentd la secrecién hormonal con respecto al control. En gliucosa § mM este aumento
Jue mds notorfo (*P <0.01) que en alta concentracién de glucosa (**P <0.05).
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En 5.6 mM de glucosa el indice de secrecién de las células testigo fue de 11642108
mientras que en las células pretratadas con DIFMO fue de 1639112 lo que representa
un aumento del 41 % en 1a secrecién de insulina por parie de las células beta pancre4-
ticas deficlentes de putrescina (P< 0.0}).

En 15.6 mM de glucosa el ndice de secrecién fue de 1902+132 y 23212165 en las
células testigo y en las células pretratadas con el inhibidor de la blosintesis de polia-
minas, respectivamente. En concentracién estimulante de glucosa, el aumento en el
indice de secrecion resulta més moderado que en condiclones basales, incrementando
1a secrecién de insulina en un 22 % (P<0.05).

Por consigulente, 1a disminucién de esta pollamina en el sistema resulta en una mayor
liberacién de Insulina de las células beta en condiclones basal y estimulante de glucosa,
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FIGURA 12.- Efecto de la putrescina sobre la liberactén de (nsulina de células alsladas pretrata-
das con DFMO (5 mM).Se observa una clara disminucién de alrededor de un 25 % en la secre-
clén basal y estimulada de insulina de las células beta pancredticas (* P <0.Q1).
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c) La secreci6n de insulina de células bete aisladas en presencia de
putrescina en un sistema deficiente de poliaminas.

La figura 12 muestra el efecto agudo de la putrescina sobre la secrecién de insulina
de células beta pancredticas pretratadas con DFMO,

En concentracién de glucosa basal, el fndice de sccrecién en las células pretratadas
con DFMO fue de 1639+ 112 y al adictonar la putrescina baj6 a 1122z 78, disminuyendo
enun 31 % (P<0.01)

En alta concentracién de glucesa el efecto agudo de la pollamina en la liberacién de
insulina en las células beta pretratadas con DFMO conduce a la disminucién en un
25 % del fndice de secrecién, es declr, de 2321+165 a 17342141 en las células pretra-
tadas y en las células a las que se les adiciond la putrescina, respectivamente (P< 0.01).

Por lo tanto, como se ha podido comprobar, la secrecién de insulina de células beta
en presencia de putrescina en un sistema deficiente de pollaminas se reduce aproxi-
madamente en una cuarta parte en condictones de alta y baja glhacosa, {ndicando un
efecto inhibitorio de la putrescina sobre la secrecién de insulina.

C.- Andlisis del efecto de la putrescina en las subpoblaciones funcio-
nales de células beta insulares.

Hirlart y Ramfrez-Medeles (15) han descrito la exdstencia de diferentes subpoblaciones
funcionales de células beta que se pueden clasificar de acuerdo a la cantidad de insulina
secretada en un tiempo determinado.

Como previamente lo habfan descrito, en 5.6 mM de glucosa (secrecién basal) se ob-
servan dos subpoblaciones functonales de células beta: células SF, que forman inmu-
noplacas pequenias (menores a 1900 p2), y células MP, que forman inmunoplacas
medianas (alrededor de 3000 p2) (figura 13). Con concentraci6n alta de glucosa (15.6
mM) ademés de las subpoblaciones previamente descritas se observa otra subpoblacién
de células LP que forma inmunoplacas grandes (mayores de 6000 u2).

a) Efecto agudo de la putrescina sobre las subpoblaciones de células
beta pancreédticas.

Lafigura 13 nos muestrael efecto dela putrescina sobre la secrecién basal de insulina,
Los porcentajes de las subpoblaciones de células SP y MP fueron semejantes en ambas
condiclones, lo cual era de esperarse ya que la putrescina en condiciones basales no
afecta el fndice de secrecién de insulina.

Cuando se analizé el efecto de la putrescina en concentracién alta de glucosa sobre
las subpeblaciones de células beta (figura 14) sélo se observaron células SP, lo cual

36



25y

20 ®— o CLUCOSA
PUTRI

@

FRECUENCIA (% de células totales)
S

) .
0.1 1 10

AREA DE LAS INMUNOPLACAS (pm? X 10~%)

FIGURA 13.- Efecto de la putrescina sobre la distribucton de frecuencias del drea de las inmu-
noplacas de Insuline en baja glucasa , A esta concentractén de glucosa ta mayor parte de las
células respondenr formando inmunoplacas de (nsulina pequefas y medi El comportaml
to es semejante en ambas condlclones como se puede comprobar. Los datos graficades sen la
media SEM de n=6 experimentos.
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FIGURA 14.- Efecto de {a putrescina sobre la distribuctén de frecuenclas del drea de las Inmu-

noplacas de insulina a concentractén alta de glucosa en células beta aisladas, Se puede obser-

var que la putrescina reduce la secrecién de (nsullna a expensas de Inhibir preferentemente las
células MP y LP,
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suglere que las pollaminas reducen la secrecién de insulina a expensas de inhibir pre-
ferentemente las células con mayor tasa de secrecién de insulina, es decir, las células
MP y LP.

Por consigulente, la putrescina in vitro presenta un efecto inhibitorio sobre la secre-
cién estimulada de insulina que se manifiesta por la reduccién de las 3 subpoblaciones
funcionales en una sola subpoblacién de células SP, es decir, de las células con menor
tasa de secrecién de insulina.

b) Anédlisis de las subpoblaciones funclonales de células beta en culti-
vo cuando se inhibe la biosfntesis de putrescina.

Enlafigura 15, la concentracién basal de glucosa se puede observar que el porcentaje
de céiulas SP y MP fue de 56.9 % y 43.1 %, respectivamente; y no se observaron células
LP. 8in embargo, en las células tratadas con el inhibidor de la sintesis de pollaminas
(DFMO), a esta misma concentracién de glucosa se observa el reclutamiento de células
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FIGURA 15.- Efecto de la inhiblclén de la sintesis de putrescina sobre la distribuctén de frecuen-
clas del tamafto del drea de las inmunoplacus de (nsullna en concentracién basal de glucosa.
En las células pretratadas con DFMO se observa el reclutamtento de células LP. Cada punto re-
presenta la medla SEM de 6 experlmentos.

38



~ W
g -1 0—0GLUYCOSA 156.6 mM
L ¢ ——e GLUCOSA 15.6 m¥ + DFNMO
S w4
a 1
cl
s’g 15+
o
~
»® w04t
5
z
3 6+
=
[8)
5]
E [} + t
0.4 1 10

AREA DE LAS INMUNOPLACAS (pm® X 1073)

FIGURA16.- Efecto de la Inhibiclén de la sintes(s de putrestna sobre la distribucion de frecuen-

clas del tamatto de las (Inmunoplacas de {nsullna en concentractdn estimuiante de glucosa. En

ambes casos, las células responden formando tnmunoplacas de los tres tamafos SP, MPy LP.

Las células privadas de pollamiras presentan un porcentaje mds elevado de célufas MP i LP
que {as control,

LP. En estas condiciones, la representacién de cada subpoblacién fue 36,9% de células
SP, 44.2 % de cflulas MP y 18,9 % LP.

En 15.6 mM de glucosa {secrecién estimulada} se observan las tres subpoblaciones
en las células control y en fas células pretratadas con DFMO. Los porcentajes respec-
tivos fueron 36.7 % SP, 45.7 % 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 (fgura 16),

El hecho de provocar la deficiencia en la concentracién de pollaminas al cultivar las
células beta durante 24 hr con el inhibidor de la blosintesls de poliaminas (DFMO) y
observar el aumento en la tasa de secreclén de las células formadoras de placas me-
dianas y grandes (MP y LP} suglere gue la disminucidin de putrescina en el sistema, con
el consiguiente aumento en la secrecidén de insulina, esté relacionado con las subpo-

blaciones funcionales viéndose reflejado como una tendencia a formar placas de mayor
tamaiio,
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FIGURA 18.- Efecto agudo de la putrescina sobre la distribuctén de frecuenclas del drea de las
{nmunoplacas de tnsulina en concentractén estimulante de glucosa, en células pretratadas con
DFMO. Se observa que el porcentaje de las células SP aumenta a expensas de las células MP y
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c) Andlisis del efecto agudo de putrescina sobre las subpoblaciones
funcionales de células beta pretratadas con DFMO.

En la figura 17 se llustra ¢l efecto agudo de la putrescina sobre la distribucién de
frecuencia del 4rea de las inmunoplacas de las células beta pretratadas con DFMO. En
ambos casos se observan las tres subpoblaciones. El porcentaje de las células LP es
semejante en ambas condiciones, mientras que en presencla de putrescina el porcentaje
de las células MP disminuyen y las SP aumentan, ambas en un 17 %.

En alta concentracidn de glucosa tarnbién aparecen las tres subpoblaciones (figura
19). El efecto agudo de la putrescina en estas condiciones, en las células beta cultivadas
con DFMO provoca un aumento del 39 % de las células con menor tasa de secrecién
de insullna, es decir las células SP, mlentras 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 subpohlaciones,

El efecto agudo de putrescina sobre las subpoblaciones de células beta deficlentes de
poliamina por accién del inhibidor DFMO se pone de manifiesto e¢n la expresién de
mayor numero de células formadoras de inmunoplacas pequefas, es decir células SP.
En concentracién baja de glucosa, esto se lleva a cabo a expensas de las células MP,
mientras que en aita glucosa por las células MP y LP.
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VI1.- DISCUSION DE RESULTADOS

Sf las pollaminas actiian sobre el metabolismo de la glucosa, ya sea aumentando la
concentracion Intracelular de calcio o como mensajeros secundarios, entonces tendrén
un efecto estimulatorio sobre la secrecién de Insulina, estimulada con distintas con-
centraciones de glucosa.

En este trabajo se estudié: 1) el efecto agudo de la putrescina sobre la secrecién de
insulina en las células beta pancreaticas, 2) el efecto de la inhiblclén de la sfntesis de
putrescina sobre la secreclén hormonal y 3) la secrecién de insulina de células beta
alsladas en presencla de putrescina en un sistema deficlente de poliaminas. Cada con-
dieién expertmental se realizé en 5.6 mM y en 15.6 mM de glucosa, Los tres aspectos
fueron relacionados con las subpoblaciones funcionales de las células beta insulares.

Hasta hace relativamente poco tiempo no se contaba con una técnica con la sensibi-
lidad suficiente como para detectar la secrecién de células aisladas. Por lo cual, existe
poca Informacién acerca del funcionamiento individual de estas células, Los dos para-
metros que se pueden medir en el RHPA, son indicativos de funciecnalidad de cada célula.
El 4rea de la fmmunoplaca, permite evaluar la cantidad de insulina secretada, ya que
es proporcional a ]la misma. El porcentaje de células que responden al secretagogo per-
mite evaluar la cantidad de células funcionantes.

A partir del RHPA se pudo comprobar la aparicién de las dos subpoblaciones en 5.6
mM de glucosa y a concentracién alta de glucosa, el camblo a la distribucién trimodal.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa lo siguiente:

A.- Efecto agudo de la putrescina sobre la secrecién de insulina en
las células beta pancreéticas,

El fndice de secrecién de insulina en condiciones basales de glucosa, no se ve afectada
por la adicién de putrescina., Esto concuerda con el anélisis de las subpoblaciones,
donde las distribuclones de frecuencias del control y de las células con putrescina se
traslapan, siendo pricticamente iguales los porcentajes de células formadoras de in-
munopiacas pequerias y medianas, es decir, SP y MP (figuras 10y 13}

Sin embargo, en concentraclén estimulante de glucosa {15.6 mM) la putrescina pre-
senta un efecto inhibitorio sobre la secrecién de insulina que se mantfiesta por la re-
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duccién de las tres subpoblaciones funcionales a la expresién de célu]as con menor
tasa de secrecién de insulina (SP) (figuras 10y 14).

En este caso especifico no se descarta la posibilidad de que el sistema estuviese sa-
turado de pollamina y por lo tanto que nos impidiese ver el efecto de la putrescina
agregada; ya que las concentraciones intracelulares de las poliaminas parecen estar
muy controladas como se esperarfa de moléculas involucradas en la modulacién de la
secrecién de Insulina. Con el fin de aclarar este punto, se procedi$ a estudiar y analizar
lag consecuencias de cultivar las células pancreéticas en presencia del Inhibidor de la
biosintests de putrescina (DFMOQ), para asegurar de esta manera la disminucién de
putreseina en las células, y observar en estas condiciones el efecto directo de la pu-
trescina sobre la secrecion de insulina,

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

Intentos para evaluar la iImportancia de las pollaminas en la funcién de las células
beta estan asoclados con clertas dificultades. Se utilizé6 un Inhibidor de 1a enzima cuya
velocidad es Bmitante en la regulacién de los pasos blosintéticos de las pollaminas para
provocar la deflelencia en la concentracién de éstas. Esto se consigui6. como se ha
mencionado anterlormente, cultivando las células con DFMO (5 mM) durante 24 hrs.

Los resultados obtenidos mestraron que la disminucién dela putrescina en el sistema
auments la secreclén de insulina. Este efecto estd relacionado con las subpoblaciones
funcionales, viéndese reflejado como una tendencia de las células a secretar mayor
cantidad de insulina, formando placas de mayer tamario { MP y LP). (figuras 11, 15y
16).

Ya que no se midi6 el conterddo de putrescina no tenemos la certeza de haber Inhibido
totalmente la sintesls de ésta. Por otro lado, las rutas alternas para la sintesis de las
otras poliaminas quedaren intactas, por 1o que no se descarta la participacién de éstas
en la secrecién de Insulina. No obstante, estos datos muestran que la putrescina tiene
un efecto inhibitorio sobre la secrecién de insulina, que es més notorio en condicién
basal que estimulante.

C.- La secrecién de células beta aisladas en presencia de putrescina
en un sistema deficiente de poliaminas,

El hecho de cultivar las células beta pancreaticas con el Inhibidor de la biosintesis
de las pollaminas (DFMO) durante 24 hr provoca la deficiencia en la concentracién de
putrescina en la célula beta. Lo que se pretende en esta seccién es comprobar el efecto
inhibitorio que ha parecido mostrar la putrescina a lo largo de este estudio mediante
la observacion del efecto agude y directo de ésta en este sistema.
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Los resultados obtenidos confirman las observaciones antes descritas ya que la se-
crecidn de insulina de células beta en presencia de putrescina, en un sistema deficiente
de pollaminas sc reduce aproximadamente en una cuarta parte en condiciones basaly
estimulante de glucosa, indicando un efecto inhibitorio de la putrescina sobre la secre-
cién de insulina. Este efecto inhibitorio de la putrescina se pone de maniflesto en la
expresion de mayor numero de células que responden formando irununoplacas peque-
fias, es declr, células SP. En concentracién baja de glucosa, donde el efecto agudo de
1a putrescina 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 hipdtesis de trabajo inicial proponfa un cfecto estimulatorio de la secrecién
de insullna. Nuestras observaciones Indican que la putrescina inhibe la secrecién de
insulina de las células beta aisladas en culilvo, No obstante, las pollaminas "In situ"
podrfan participar como moduladores en la iberacién de insulina, levando a cabo una
regulacién fina, en la que la putrescina evitarfa gque hublese un exceso de insulina
circulante. Serfa deseable evaluar el efecto de otras poliaminas sobre la secrecién de
insulina en nuestras condiclones experimentales para aclarar este punto.

En la lteratura no existe consenso acerca de la funcién de estas moléculas en el
pancreas. La complejidad histolégica del pancreas endocrine, aunado al insuficlente
conocimiento acerca de las Interacclones paracrinas insulares: han hecho extremada-
mente diffcll adoptar conclusiones firmes y definitivas al respecto, Un ejemplo de lo
anterior, es el caso particular de la presencla de ODC (enzima precursora de la biosin-
tesis de las pollaminas) en las células alfa de los islotes pancredticos de rata (8). Debldo
a la existencia de comunicacién entre estos dos tipos celulares (alfa y beta) pudiera ser
que las poljaminas producidas por las células alfa fueran capaces de influir en procesos
llevados a cabo por la célula beta,

Segin Welsh y colaboradores (42) la putrescina y la espermidina parecen ser nece-
sarlas para mantener la biosintes!s normal de insulina y protefnas, mientras que la
espermina ejerce un papel en la Uberacién de Insulina cstimulada por glucoesa. Contra-
riamente, Thams y colaboradores (40) han observado que las pollaminas son agentes
inhibitorios (especialmente espermina) por su competitividad por los sitios de unién de
calclo, pudiendo asf interferir con la asociacién de la proteina quinasa C ala membrana
y modulando su capacidad para responder a la activaciéon por diacilghicerol, (35).

Hasta el momento no se habfa estudiado gue las poliaminas tuviesen un efecto dife-
rencial sobre la heterogénea poblacién de células beta Insulares. Nuestros resultados
sugieren que la putrescina tiene un efecto predominante scbre las células con mayor
fndice de secrecién de insulina.

Serfa interesante continuar estudiando el papel de las pollaminas en la secrecién y
blosintesis de insulina. Asf como estudlar los mecanismos intracelulares que subyacen
a la Inhibici6én en la secrecién de insulina que encontramos cn este trabajo.



VII.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenides se puede concluir lo sigujente:

1., Como ya se habfa determinado por otros Investigadores, las células beta aisladas
del islote pancredtico de rata adulta aisladas son capaces de responder, secretando
Insullna 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 inmunoplacas pequeiias, otras medianas y otras grandes,

2-. La inhibjeién de la biosintesis de putrescina en las células beta cultivadas con
DFMO provoca un aumento en el indice de secrecién de insulina en condiciones basal
y estimulante de glucosa, siendo mds notorio en condicién basal.

3-. El suministro agudo de la putrescina en células beta insulares deficientes de po-
laminas muestra un efecto Inhibitorio de la putrescina sobre la secrecién de insulina
en concentraciones de glucosa basal y estimulante. Este efecto es ligeramente mayor
en concentracién basal de glucosa.

4-. El efecto inhibitorio de la putrescina se maniflesta predominantemente sobre las
células con mayor fndice de secrecién de la hormona.

5-. La putrescina (presente en los granulos secretores de las células beta junto con
las otras dos pollaminas) podria tener una funcién moduladora a través de una regu-
lacién fina de la secrecién de insulina por las células beta y participar junto con otras
hormeonas insulares en la homeostasis de Ia glucosa.
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