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RESUMEN

Las células 8 pancredticas cxhiben varias caracterfsticas de tipo neuronal entee lus cuales

* s¢ incluyen su actividad elécirica y Ia capacidad de extender neuritas cuando son cultivadas in

vitro. Los estudios realizados previamente en el lshoratorio indican que el factor de crecimiento

neural (NGF) promueve que las c€lulas B8 desarrollen procesos de tipo neurftico, por lo cual fue

interesante investigar si estos cambios morfol6gicos se encuentran acempaitados por cambios
fisiolégicos en las corrientes iinicas de estas células.

En este trabajo, se estudio el efecto del NGF sobre las corrientes idnicas de fas células
B pancredticas de rata, utilizando la tdenica de (ijacion de voltaje en microdreas de membrana
{palch clamp). Se demostré que el NGF induce cambios en Ia corriente de Na* ya que la densidad
de canales de Na™ sensibles & ietrodotoxina (TTX) aumenta en un 30.65% con respecto al control,
La cinética de activacién de la corricnte i6nica no se modifica en las células tratadas. En cambio,
la cinética de imuctivacin en estado estacionario de la corriente de Na* de [as células expuestas
al factor tréfico, exhibe cambios con respecto a las células testign, S¢ observa, que la curva de
inactivacién para la corriente de Na', se desplaza aproximadamente 9 mV con respecto a la curva
de las células testigo, lo cual es un indicativo de que las célulus tratadas con el faclor de
crecimiento poseen mds canales listos para ser activados por un estimulo eléetrico.

Las células 8 exhiben una extraordinaria plasticidad para responder ante los diferentes
estfmulos a los que son expuestas, ya que son capices de extender procesos de tipo neurftico en
presencia del NGE asf como de presentar cambios en las propiedades elécuricas de sus canales
i6nicos lo cual abre nuevas perspectivas en el campo del estudio de la fisiologfa de las células
8.

ABREVIATURAS UTILIZADAS: ACh, Acetilcolina; AADC, 1.-aminodcidos aromdticos; ADP, Difosfato de
adenosina; AMPc, Monofusfato de adenosina ciclico 3°-5°; APUD, Via de capmira y descarboxilicion de precursores
de aminas fluorogénicas; ATP, Trifosfato de adenosina; BiP, Protcina de uni6n a cadenas pesadas; BSA, Albimina
sérica bovina, CA, catecolaming, CGS, Coligenasa; D600 a-Isopropil-ee-[N-metil-N-hommoveratil) inopropil)}-




3.4,5-tr1 ifenil itrito; 'DIIP, Dihidropiridi FD, Desactivacién répida; GABA, Acido gamma
aminobutirico; GAD, Descarboxilasa del 4cido gluidmico; GTE, Trifosfato de ina; HBSS, Insuli de
Hamster; IF, Inmunofluorescencia; IFP, Proteinas de filamentos intermedios; INa*, Corriente de sodio; KDEL, Lys-
Asp-Glu-Leu, L-DOPA, L-3,4-dihidroxifeniletilamina; MG, Megaohmios; ms, mili dos; mV, milivoltios; NI.L,

Neurofilamento de bajo peso molecular; NFP, Protefras de neurofilamentos; NGF, Factor de crecimiento neural;
NSE, enotasa ncuronal especifica; ONC, Descarboxilasa de omiting; pA, Picoamperios; PDI, Protefna disulfuro
isomerasa; PEF, Anfotericina B; pF, Picofwadios; PKA, Proteina cinasa A; PKC, Protefna cinasa C; RBC,
Eritrocitos de borrego; RE, Reticulo endoplismico; RHPA, Ensayo hemolftico inverso; RINmSF, Insulinoma de rata;
§, Coeficiente de sedimentacion; SBF, Suero bovino fetal; SD, Desactivacién lenta; STX, Saxitoxina; TH, ‘Tirosina
hidroxilasa; TTX, Tetrodotoxina; VIP, Polipéptido intestinal vasoactivo.




"It's not what you do that mareers, it's that
you da well in whatever you do that really
counts.”

M. y M. Rosenbaum.
I} INTRODUCCION

A) EL PANCREAS Y SU ESTRUCTURA.

A.1) Tipos celulares de los islotes pancredticos,

El pdncrens es una gldndula mixta que incluye las partes exocrina y endocrina. En la parte
exocrina se elabora el jugo pancredtico, rico en enzimas- tripsina, lipasa, amilasa, ctc,- que pasa por
los conductos excretores al duodeno, donde sus enzimas panticipan cn la desintegracion de las protefnas,
las grasas y Jos hidratos <de carbono hasta obtener Jos productos finales, En la panie endocrina se
sintetizan varias hormonas: insulina,. plucigon, somatostatina, VI y polipéptido  pancredtico, que
participan en la regulacion de! metaholismo sisular de los hidratos de carbono, de las protefnas y ha
grasa 2%,

La supetficie del pdncreas estd cublerta con una cpsula conjuntiva fina que se fusiona con la
hoja visceral del peritoneo. Su parénquima estd dividido en lobulillos, entre los cuales pasan cordones
conjuntivos, En tos misnos estén alojados vasos sangufneos, nervios, corplsculos laminosos (de Vater-
Pacini) y conductos excretorios. La parte cxocring de la glindula en los Iobulilos ¢std representada por
los acinos y los conductos excretorios intratobularcs, ast como por los conductos excretorios
interlobulillaces y cl conducto pancreftico que se abre al duodeno (figura 1) . Las islotes pancredticos
se encuentran distribuidos en todo el trgano con una mayor densidad en la regién caudal *. En la rana

adulta, ¢l tamafio de los islotes varfa enire 50 y 500 pm **



Figura 1) ESTRUCTURA DEL TEJIDO PANCREATICO. (A) Esquema de Ia bistologfn del péncreas: 1.
Lébuly pancredtica; 2- Alvéolo acinar; 3- Lslote de Langerhans. (8) Esyuema del islate de Langerhuns; 1.
Células alfn; 2. Células bets; ) Células delta; 4. Célulag PP; 5. Capilar sangufnen; 6+ Fibras nerviosas
(Modificeado de Elisélev f af, §985).



Existen 4 tipos de células endocrinas en el islote pancredtico: A, B, D y F, Las 3 primeras
también reciben los nombres de o, B y & respectivamente. Las c6luXxs o secretan glucagon las B
secretan insulina, las 8 secretan somatostating, y las F secretan polipéptido pancredtico. Las células B
que son las mds abundantes comprenden entre ¢l 60 y 75% de las células del islotc y se localizan
principalmente cn el centro del mismo. Tienden a estar rodeadas por células ¢, que comprenden
aproximadamentc ¢l 20% del total y por las células 8 que son las menos comunes *', .

Las hormonas secrctadas por cada tipo celular pasan al lumen del capilar fencstrado (figura 2).

2tn, , FENESTRACIONES
vghes., 1
-~ s ] LAMINA BASAL

Figura 2) CELULAS o Y B DEL PANCREAS. Relacién de las células con los vasos sungufnieos, La Insullna
y ¢l glucagon son secretados por exocitosis y utraviesan la [fmina basal de In célula y Ia Jmina basal del
capilar antes de entrar en el lumen del capilar fenestrado (Modificada de Junquelra ef al, 1989).



A.2) Heterogeneidad funcional.

Varios experimentos han demostsado que existe una heterogencidad funcional entre las células
8, ya que la respuesta de las celulas individuales ante concentracioncs estimulatorias de glucosa varfan
ampliamente, Se¢ ha sugerido Ja exisicacia de diferentes subpoblaciones de c€lulas 8 que podrfan ser
clasificadas de acuerdo 2 la cantidad de insulina secretada en un tiempo dade. En 1991, Hiriart y
Ramfrez-Medeles demostraron que existen tres subpoblaciones secretoras de células B, las cuales se

identificaron con la técnica de ensayo hemolftico inverso (RHPA) que se describe posteriormente.
‘B) LA INSULINA Y SU ESTRUCTURA.

La estructura de la insulina s¢ encuentra bien conservada a través de la evolucidn de los
vertebrados. La hormona consiste en una cadena A (con 21 aminodcidos) y una cadena B (con 30
aminodcidos) conectadas por dos puentes disulfuro intercatenarios (A7-B7 y A20-R19), con una unién
intracatcnaria entre A6 y All. Algunas de las caracterfsticas conservadas incluyen las posiciones de

Yos tres puentes disulfuro, das regiones terminales N y C de 1a cadena A y los residuos hidrofdbicos en

1a region terminal C de 1a cadena B ™.
B.1) Sintesis de insulina.

La insulina es sintetizada inicialmente como un precursor de una sola cadena, 1a preproinsulina,

El gen para Ja insulina humana se localiza ¢n el brazo corto del cromosoma 11. E! gen se transcribe



en un ARN primario. E! procesamiento postranscripeional incluye la escisién de intrones y la

poliadenilacién del extremo 3’ para producir ¢ ARN mensajero para la preproinsulina '

La preproinsulina se encuentra conformada por un péptido sefial que se encuentra en al amino
terminal formada por una secuencia de 24 aminodcidos y seguida por la cadena B de insulina, una
secuencia Arg-Arg, el péptido concetante C de 31 aminodcidos, una seeuencia Lys-Arg y la cadena de

insulina A 1,

La secuencia sefial de la preproinsulina cs removida por la peptidasa de Ia scfial y degradada
en ¢l lumen del retfcuto endopldsmico (RE) para formar la proinsulina, ya sea micntras 0 poco después
de la translocacion *. La cadena se dobla para dar lugar a su configuracion estable, formando los 3
puentes disulfuro de la insulina. Sc piensa que este proceso se encuentra catalizado por 2 protefnas del
RE: protefna de unién a cadenss pesadas (BiP) que s¢ une a proiefnas recién sintetizadus y
complelamente dobladas impidiendo que se agreguen ** y la protefnn disuifuro isomerasa (PDT) que
cataliza la isomerizacién de puentes disuifum de protefnas . Debido a que la proinsulina carece de I
secuencia KDEL en el C-terminal es capaz de viajar al complejo de Golgi en donde se forman los

grédnulos de secrecion en la cisterna trans como sc ilustra cn la figura 3.
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Figura 3) VIA DE SECRECION EN LA CELULA 8 PANCREATICA, En esta figurs se muestran los
eventos fntracelulares necesarios para 1a furmacidn de los grénulos de secrecién de insuling, (Modificada de
Asheroft y Ashcroft, 1992),

La proinsutina es convertida en insulina por actividad de endopeptidasas. No se conoce bien
como ocurve €sto pero se ha propucsto que existen dos tipos de actividades de endopeptidasas cn los
grénulos de secreci6n. Las enzimas designadas como tipo 1 y tipo 2 poseen distinta especificidad a

substratos: ia endopeptidasa tipo 1 s6lo corta a 1a proinsulina en el extremo C-terminal de Ja Argdly



Arg32, mientras que la endopeptidasa tipo 2 corta predominantemente en el Jado carboxilo de la Lys64
y Arg65 y tiene algo de actividad en el sitio de la Arg31y de la Arg32, Finalmente, después de las
escisiones, el sesultado es insulina (es decir, 1a cadena A y la cadena B unidas por puentes disulfuro

mis péptido C libre dentro de los granulos de insutina) '8,

C) ACTIVIDAD ELECTRICA Y SECRECION DE INSULINA.,

C.1) Propiedades generales de los canales iénicos.

Hay evidencias considerables de que la actividad eléctrica de ln célula 8 jucga un papel muy
importante en el acoplamicnto estfmulo-secrecion. Algunas de estas evidencias se han obienido del
regisro del potencial de membrana de células B en islotes de Langerhans ®. Tales estudios han
demostrado que cuando la concentracién de glucosa es subestimulatoria, las células estdn polarizadas
con un potencial de membrana de -70 mV aproximadamente. El metabolismo de Ja glucosa, que entra
a la célula B por difusién facilitada, provoca un cambio en la relacién ATP/ADP y, por 1o tanto, una
despolarizacién lenta dc la membrana de la céluta 8 debido of cierre de los canales de K* dependientes

~de ATP. A concentraciones estimulatorias de glucosa (>7 mM), fa despolarizacién es suficiente para
llevar a la membrana a un potencial umbral donde hay una despolarizacién rdpida hasta un nivel de
meseta en ¢l que se superponen trenes de potenciales de accibn, después de lo cual la célula se
repolariza, continuando con una actividad eléctrica oscilatoria mientras el nivel extracelular de glucosa
sca alto, La actividad eléetrica es el resultado de 1a actividad de diversos canales i6nicos presentes en
la membrana celular de las células 8 %, La glucosa, incrementa la actividad eléctrica aumentando la

activacién de los canales de Ca™ dependientes de voluje que rcsuita en un aumento del Ca®



intracelular y en la exocitosis de insulina ',

Los canales iénicos son glucoprotefnas, con un peso molecular de entre 25,000 y 250,000, que
tienen un poro central que atraviesa enteramente la membrana plasmdtica. Cada canal consiste de 3 o
mds subunidades que pueden dividirse en tres dominios distintos: 1a partfcula dc compuerta, que
controla si el canal est4 abierto o cerrado, la via de conductancia, que determina cudntos iones por
segundo fluirdn a través de la membrana en respuesta a gradicntes qufmicos y eléctricos cuando el canal
estd abierto y el filtro de selectividad que discrimina cudles serdn los iones que fluyan a través de la

membrana %,

Los iones estdn hidratados y.no pueden atravesar directamente la bicapn lipfdica de cardcter
hidrofébico; 1os canales iénicos son una via muy importante de permeabilidad para su movimiento a

través de las membranas celulates.

Los canales i6nicos presentan tres propiedades fundamentales *';

1) Conducen jones a través de la membrana plasmdtica a gran velocidad, de 1 a 10 millones de
iones por segundo, provocando flujos de-corriente idnica.

2) Los canales i6nicos son altamente selectivos para uno o varios tipos de iones. Existe un filtro
de scleciividad 2n el poro del canal, s proponc quc los iones se unen a sitios polares especfficos de
Ia protefna. La interacci6n entre el fon y su sitio de unién cs débil, dando como resultado una velocidad
alta de conducci6n,

3) Los canales i6nicos constituyen vias dindmicas de permeabilidad, ya que pueden estar al

10



menos en dos estados, abiertos y cerrados. Todos los canales estudiados son profefnus alostéricas que
ticnen dos o mds estados conformacionaies. Cada una de las conformaciones estables del canal’
representa un estado funcional diferente. A la transici6n entre los estados cerrado y abierto se le conoce
como mecanismo de compuerta o "gating" e incluye necesariamente un cambio conformacional de la

protefna.

Algunos tipos de canales i6nicos sensibles al voltaje, después de abrirse de manera transitoria
durante una despolarizaci6n larga, no s¢ cierran sino que entran en un periodo refractario, durante cl
cual no es posible activarlos, a lo que se ilama inactivacién del canal, Un canal idnico sensible al
voltaje que se inactiva, solamente puede cerrarse después de que el potencial de membrana regrest al
nivel de reposo. Sc picnsa que la inactivacién def canal se debe a un cambio conformacional de la

protefna controlado por una regidn distinta a la compuerta que regula su activacién *.

La célula no invierte directamente encrgfe en promover el paso de iones a través de un canal
abierto, ya que los iones s¢ mueven a favor de su gradiente electroquimico. El potencial de reposo se
origina por la existencia de un gradiente de concentracién de iones y de potencial eléctrico a través de
la membrana. Supongamos una membrana cuyos canales en reposo son exclusivamente permeables a
K*. La concentracién del K* cs mucho mayor dentro dc Ia célula, de manera que el movimiento de K*
a travds de Jos canales serd hacia fucra, a favor del gradiente de concentracién. Esto ocasiona que exista
un exceso de cargas positivas en el exterior y dentro un exceso de cargas ncgativas, Esta separacin
de cargas impide que siga satiendo K* de la célula, Degando asf a un estado de equilibrio, lamado

estado estacionario, en el cual las fuerzas impulsoras eléctrica y qufmica son jguales y opuestas entre

11



st4,

Si se abricran canales de Na* ¢l movimicnto serfa de fuera hacia dentro, debido al gradiente de
concentracién. La entrada de Na* provocarfa que la magnitud del voltaje transmembranal disminuyera,
es decir la c€lula se despolarizarfa.

C.2) Canales 16nicos de las célulay B,

A la fecha han sido descritos los siguientes tipos de canales en las células B:

-Cannles de Potasio:

a) Scusibics a giucosa y ATP *,

b) Activados por calcio V',

¢) Dependientes del voltsje membranal >%,

-Canales de Sodio 2%,

-Canales de Calclo marsRes,

Los diferentes tipos de canales idnicos que han sido identificados en la membrana de las células

B se muestran en Iz figura 4.



ANAL Ca
,J } CANAL R
caNAL Ach
\ CANAL RT-K

CATIONES
CRNIL NS CANAL R-CE
SECH!X.‘ION DE IMSULINR

Figurs 4) TIPOS DE CANALES 16nicOS ENCONTRADOS EN LA MFEMBRANA DE L.AS CELULAS 8.
Abreviaciones: K-, canal de K activado por inhibideres de secrecidn; canal K.-ATP, canal de K regulado
por ATP; canal A, canal de K transitoriv sallente; RT-K, canal de K rectificad or tardio; K-Ca, canal activado
por Ca; canal NS, canal no sclectivo a cationes; canal ACh, canal activado por acetllcolina; proteina G,
protefnn activada por GTI. Lag flechas rellenas representan ias vias inhibilorias y las flechas vacfas
repr las vius activad (Modificada de Ashcroft y Rorsman, 1989),

C.3) Canales de Ca,

Se han descrito dos tipos de canales de Ca® en las células B de rata: tipo L y tipo T *. Ambos
canales difieren cn sus cindticas de inactivacién y de activacidn asf como en sb habilidad para
transportar cationes divalentes ya que los canales tipo L o de desactivacién répida (FD) transportan

“mejor el Ba¥ que el Ca®, mientras que la conductancia de los canales T o de lenta desactivacién (SD)

es igual para ambos cationes divalentes %,



Las correntes de Ca™ (ipo L, o de desactivacién rdpida, son sensibles a la accion de
dihidsopiridinas * y su actividad declina con el tiempo de perfusién intracelular, que se le concee como
"lavado; este fendmeno depende de la fosforilacién del canal y puede reducirse utilizando Mg-ATP

dentro de la pipcta de registro ¥,

'Se ha sugerido que 1os canales de Ca®' tipo L son responsables tanto de la despolarizacion para
el potencial de accién como del polencial de meseta. Lo que implica que la mayor parte del influjo de
Ca™ que se requicre para la secrecién de insulina es a través de canales de Ca™ tipo L. También cs
importante notar que Jas dihidropiridinas, que bloguean especificamentc a estos canales, también
bloquean Ia secrecién de insulina en células HIT (Hamster insulinoma tumor) sugiriendo que los canales
de Ca™ tipo L. controlan la mescta y la actividad eléctrica en espigas activada por varios secrelagogos
de insulina ****, Es bicn sabido que la glucosa induce potenciales de accién de calcio y que se requiere
el influjo de Ca®* para inducir la liberacin de insulinn. Si se aplican blogueadores de los canales de
Ca* o se elimina el calcio extracelular, se inhibe tanto la actividud eléetrica como la secrecién de

insufina.

Los canales tipo T de las células B pancredticas se desactivan lentamente, sc activan a
potenciales cercanos a -40 mV, es decir a potenciales mds negativos que los canales tipo L que s¢
activan a potcnciales cercanos a -20 mV, y se inactivan ripidamente. En 1988, Hidart y Maueson
propusieron que los canales tipo T podrfan estar involucrados cn la generacién de la meseta de
despolarizacién debido a que se activan a potenciales mds negativos que los canales tipo L y gue los

canales tipo L podrian ser responsables de 1a generacicn de las espigas superpuestas ent la meseta de
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despolarizacién.

Los potenciales de accién de las células 8 se pueden inducir despolarizando la membrana hasta
-40 mV con K* o por aplicacién d¢ corriente cn la ausencia de glucosa y estos poicnciales de accion
son dependientes del Ca® en el medio extracelular, Son blogueados por Mn™ o Co®* o blogueadorcs

del canal de Ca™ como D-600 o nifedipina *,
C.4) Canales de Na*.

Una gran varicdad de estudios han demostrado que las células 8 poscen canales de Na'*, Esta
corricnte puede ser identificada por su rpida activacion y su rdpida inactivacién y por su sensibilidad
a Jos bloqueadores de canates de Na* como la tetrodotoxina (TTX) y la saxitoxina (STX). Las corrientes
de Na* sc activan a potenciales mds positivos que -50 mV con un pico entr¢ 0 y +10 mV y cl potencial

de inversion positivo a +40 mV ¥,

En 1a mayorfa de las células excitables, los potenciales de accién ocurren como resultado de un
incremento en 1a conductancia al Na* o Ca™ o de ambas. Pero en las células 8, ¢l papel del Na* no es
tan claro. En 1968, Hales y Milner propusieron que ¢l Na® extemo era un requisito para la respuesta
de las células B ante una estimulacion cen glucosa, ya que si se sustituye ¢l Na' por Li*, que permea
a través del mismo canal, s¢ bloquea la secfecién de insulina, Ellos sugirieron que el influjo de Na* a
lacélula B podria estar liberando Ca®™ intracclular secuestrado, que a su vez, como Ca?* libre estimularfa

Ia liberaci6n de insulina.
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Varios experimentos en que se utilizé 'TTX, han demostrado que estos canales no ticnen efecto
sobre Ia actividad cléctrica de las células 8 2, Sin embargo, en 1988 Hiriart y Matteson demostraron
que Ias células 8 de rata poseen canales de Na' que se activan répidamente llegande a un pico y luego
se inactivan durante una despolarizacién mantenida. La corriente transitoria revierte su direccién de
entrante a saliente entre +40 y +60 mV. La corriente se activaa -30 mV y llega a un méximo alredcdor
de +10mV, Esta corriente transitoria es blogueada por TTX y su magnitud disminuye cuando se reduce
Ia concentracién de Na* extracefular, lo cual indica que es acarreada por canales de Na* sensibles a
voltaje. También se demostré que la TTX tienc un efecto sobre 1a secrecion de insulina en las células
B & concentraciones estimulatorias de glucosa (10-20 mM). Esto demuestra que los canales de Na* de

fas células B de rata son importantes en e! acoplamicnto estfimulo-seerecion ¥,
C.5) Canales de K*.

El fen6meno iénico mds temprano asociado con 1a secrecién de insulina es una disminucién en
el eflujo de K* ya que la glucosa i;lhibc el eflujo de K' de los islotes de rata. Se ha propuesto que las
oscilaciones en la tasa glucolftica y la relacién ATPJADP en la célula beta, estdn relacionadas a la
actividad de los canales de K* sensibles a ATP, que a su vez regulan el potencial de membrana, [Ca®),
y la liberaci6n de insulina *. En la figura 5 se mucstra la serie de pasos que Hevan a la secrecién de

insulina,



, KIca)

Figura §) FENOMENOS QUE LLEVAN A LA SECRECION DE INSULINA DE LAS CELULAS 8 POR
LA ENTRADA DE GLUCOSA. El metabolismo de la glucosa provaca un cambio en Ja relacidn ATP/ADP
dentro de Iz célula lo cual pravoca el clerre de los canales de K* sensibles a ATP y, por lo tanto, la
despolarizacién de Ia membrana permitiendo [a entrada de Na* y Ca™*, E| to en ¢l Ca* citossli
provoca Ja secrecidn de insulina. También se esq izan los j celulares yue existen para
amortigunr ¢! aumento en la concentracién de Ca® citosélico. (Modificada de Atwater ef al, 1989).

Hay dos tipos de canales de K* que son afectados por el metabolismo de la glucosa:

1) El cana! de K* sensible a ATP cuya actividad disminuye cuando €] metabolismo de la glucosa
incrementa la concentracitn de ATP cn la célula.

2) El canal de K* sensible a Ca® que es activado en presencia de Ca®* cn ¢l citosol y cuando
Ia membrana es despolarizada. El metabolismo de Ia glucosa incrementa 1a tasa a la cual cl Ca™
removido de fa clula, posiblemente incrementando el AMPc gue, por lo tanto, inhibe la actividad del

canal de K* sensible a Ca®™.



El influjo de Ca?* a través del canal de Ca* provoca un aumento en la concentracién de este
ion divalente en la vecindad del canal, Jo cual dispara la liberacién de grénulos de insulina por
cxocitosis . Sin embargo, la acumulacién de Ca® cn el citosol también lleva a la activacién del canal
de K* sensible a Ca™ que aumenta el influjo de K' y repolariza a la membrana, impidiendo una
posterior apertura de los canales de Ca, Un amortiguamiento rdpido del Ca?* por parte del retfeulo
endoplésmico, acentuado por AMPc, manticne el Ca™ en el citosol lo suficientemente bajo como para
conservar la despolarizacién. Cuando esta respuesta de amortiguamicnto se satura, éstc es bombeado

fuera de la célula ®,
D) EL DESCUBRIMIENTO DEL FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL.

En 1948, Elmer Brueke;’, observé que al transplantar fragmentos del sarcoma 180 de ratén a
embriones de pollo de 3 dfas, las fibras nerviosas que emergfan de los ganglios dorsales presentaban
acceso al tejido ncopldsico micntras que las fibras nerviosas motoras no entraban en el tumor, Con base
cn cstas observaciones se concluyd que las propicdades histoquimicas del sarcoma proporcionaban un

campo favorable para cl crecimicnto de fibras sensoriales.

Posteriormente s¢ descubri6 que en los embriones donde se habfa iransplamado este sarcoma,
s¢ observaba fibras nerviosas simpdticas que inervaban vfsceras que nunca cran inervadas en log
embriones normales. También se encontré qlue estas fibras simpdticas se desarrollaban dentro de las
venas del hospedero donde formaban grandes ncuronas que obstrufan la circulacién sangufnea. Con esto

surge Ia hipotesis de que estos efectos anormales podfan deberse a I presencia de un agente difusible



producido por las células neopldsicas ¥,

La existencin de este agenie difusible se comprob6 al transplantar el sarcoma de ratén a la
membrana corioafantoidea de embriones de pollo de 4 a 6 dfas de tal manera que los tejidos
embrionarios y neopldsicos no se encontraban en contacto directo, pero sf por el sistema circulatorio,

con lo que sc obscrvé el mismo fenémeno descrilo anteriormente *7.

En cxperimentos subsecuentes en donde los ganglios sensoriales y simpéticos explantados de
embriones de pollo de 8 dfas en un medio semis6lido, cercanos a, pero no en contucto directo con
sarcoma 180 o 37 de ratén, produjeron, en 24 horas, una red de fibras ncrviosas muy densa en direccion

del twmor ¥,

Er.x 1954, Cohen et al, lograron aisiar una fraccién de nucleoprotefna a partir de los dos tumores
a fa cual se atribuy6 la actividad promotora de crecimiento neural in vitro, Para comprobar cual de los
componentes de esta fraccién, es decir, si la fraccidn proteica o la fraccién de 4cidos nucleicos tenfa
actividad bioldgica, sc usé el vencno de serpicnte mocastn, que contiene fosfodiesterasa, una enzima
que degrada fcidos nucleicos. S esperaba que la adicién de este veneno a la fracci6n de nucleoprotefna
tumoral suprimicra la formaci6n de la red o halo fibrilar, y por el contrario, o que se observé fue que
aumentaba la densidad del halo fibrilar, cuando el ganglio era incubado en presencia de la fraccién
tumoral tratada con el veneno de serpiente. Con esto fue evidente que este veneno era una rica fuente
del factor de un promotor de actividad de crecimicento neural, que se describié como una protefna de

peso molecular de 20,000 ¥,
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Los descubrimientos posteriores demostraron que la adicién de extractos de glindula salival
submaxilar de ratén, al medio de cultivo, provoca el desatrollo de un halo fibrilar més compacto y més
denso. Eslos érganos almacenaban al factor de crecimiento neural (NGF). Cohen purificé y aisl6 esta

molécula proieica de peso molecular de 44,000 ¥,

E) ESTRUCTURA DEL NGF.

El NGF uislado a partir de glindulas submaxilares de ratén es un complejo de alto peso
molecular que conticne 3 tipos de cadenas polipeptfdicas designadas ¢, B v vy asociadas per fuerzas no
covalentes débiles. El complejo posee un peso molecular de aproximadamente 130 kDa y tiene un
cocficiente de sedimentacién de 7S. El hecho de que, a concentraciones fisiolégicamente activas, ¢l
complejo 78 se encuentre tolalmentc disociado en sus subunidades constitutivas sugicre que no tienc

actividad biolégica **

La caractcrizacién qufmica y estructural det NGF de rat6n y la relacién de su estructura con su
mecanismo de accién no es clara. Se ha visto que su actividad promotora de crecimiento estd asociada
con una protefna de peso molecular de 30K con una constanie de sedimentacién de 2.5 S % Aungue
toda la actividad promotora de crecimiento de este complejo (78 NGF) estd asociada con fa subunidad
2.58 (B), se ha reportado que pucde presentarse actividad biol6gica recombinando 1a subunidad 8 con

subunidades o y 'y previamente scparadas ™,
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Por medio del andlisis dc sedimentacidn y fraccionamiento de péptidos tripticos (obtenidos por
la digestion con tripsina) solubles se encontrd que el NGF 2.5S posec una estructura dimérica
compuesta por 2 subunidadcs idénticas de peso molecular de 14,500. Posteriormente, se establecid que
cada cadena polipeptidica posefe 3 enlaces disulfuro y que las subunidades sc encontraban asociadas
por fuerzas nio covalentes. La sccuencia de aminogeidos de la subunidad 2.58 del NGF se muestmen

la figura 6 2

La subunidad 2.5 del NGF estd compuesta por 118 aminodcidos y posee un duminio con alto-
contenido en lising, dcido aspdrtico, alanina, valina y leucina y dos dominios con alto contenido en

fcido glutdmico y glicina 2

Figura 6) Subunidad 2.55 (8) det NGF, con actividad biolégica (Modificada de Angeketti y Rradshaw, 1971).
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F) EL RECEPTOR AL NGF.

La habilidad de} NGF para ejercer sus acciones troficas, de diferenciacion y mitogénicas sobre
sus células blanco estd mediada por la unién de alta afinidad a los receplores de 1a superficie celular,
Existen dos clases de receptores para ¢t NGF: los de alta afinidad {con una constante de disoéiacidn.
Kd= 10" M) y los de baja afinidad (Kd= 10° M) *.. En la figura 7 se muestran los dos receptores
distintos donde ¢} receptor de alta afinidad es una protefna de 140 KDa llamada prototrk A (p140™*)
y el receptor de baja afinidad es ona protefna de 75 kDa que se denomina p75N°™, La concentracién
de NGF necesaria para provocar una respresta y la deteccion de una unién del NGF con alta afinidad
en células sensibles @ NGF indican que la respuesta biolGgica al NGF depende de las interacciones con

¢l receptor de alta afinidad *,

El receptor de baja afinidad al NGF (LNGFR o p75%™) es una cadena peptfdica sencilla de
aproximadamente 400 residuos de aminodcidos, con un dominio Ynico que atraviesa la membrana y que
separa un dominio extmcelulac ligeramente més largo de un dominio intracclular més corto ', Las
regiones ricas cn cistefna {anillos) determinan cl dominio de unién del NGF ™ y cada uno de estos
anillos se re'q;Jiere y ordena dc tal manera que forma un sitio correcto de unién de NGF ®, Es
ineresante notar que a la regi6n intracelular de este receptor no sc le ha comprobado ninguna
interaccién con los mecanismos de transduccion de sefiales conocidos ; sin embargo, se picnsa gue
sf existe alguna relacion con la tmnsduccim; de seftales ya que cuando el NGF se unc a esta protefna,

el complejo que se forma (NGF-p75°“®) ¢s internalizado por endocitosis *°.
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Se ha demostrado que 'el NGF sc une al proto-oncogén trk en células PC12 % E producto det
proto-oncogén trk es una glucoprotefna transmembranal que se expresa selectivamente en el sistema
nervioso en desarrollo. La identificacién de trk (pl407%) como un receptor al NGF en las c6lulas
PC12, sugicre que puede participar en una unién de NGF de alta afinidad. Este receptor de alta afinidad
pertenece a la familia de las cinasas de protefnas que fosforilan sus sustralos en residuos de tirosina

.(cinnsas de tisosing; %, Adcmds, es intcresante notar que 1a coexpresién de pl4gr™ y p75N0™ g
requieren para la formacién de sitios de unidn al NGF de alta afinidad. Kaplan ez al (1991) reportan
que es probable que el sitio de unidn para NGF de alta afinidad esté compuesto de, por lo menos, 2
componcnies de unidn de NGF: el producto det gen uk y p75%°™® que unen al NGF con una Kd de alta

afinidad .

trkA
p140"”
NGFR
p7s
.
H
NGF ¢ i
|
e B
) =]
75 kiDa (] TIROSIN CINASA
4PROTEINA G? Mok

Figurs 7) RECEPTORES MEMBRANALES A NGF. Las diferenclat bislcas entre los dos teceptotes a NGF
se esquematizan en esta figura, al igual que los mecanismos de transduccén de sefiales con los gue
Interaccionan. (Modificada de Meakin y Shooter, 1992).
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G) FUNCION DEL NGF SOBRE SUS CELULAS BLANCO.

Las funciones bioldgicas mds importantes del NGF incluyen: su accién neurotr6fica tanto in
vitro como in vivo, su habilidad para modular el programa de diferenciacién de las células ncuronalcs

precursoras y su contribucin al mantenimiento del fenotipo diferenciado adquirido 2,

EI NGF es un factor neurotr6fico requerido puﬁ: la sobrevivencia y crecimiento de neuritas de
las neuronas colinérgicas del cerebro frontal, ncuronas postganglionares simpdticas y células
ganglionarcs sensoriales derivadas a pastir de fa cresta neural. EI NGF es producido por células en
blancos periféricos de axones simpdticos y sensoriales asf como por células de Schwann y los
macr6£agos en nervios periféricos en_ desarrollo, Los niveles més altos de NGF en cl ceicbro de los

mamfferos ocurren en regiones de fa formacién hipocampal y la corteza cerebral ™,

Las células cromafines y la Ifnea celuler PC12 s¢ han convertido en los modelos elegidos para
estudiar la capacidad del NGF para modular Ia expresién fcnotipica y los mecanismos moleculzres

adyacentes a este proceso.

Cuando lus células PCI2 son cultivadas en presencia del NGF, se diferencfan dando lugar a
ncuronas de tipo simpftico. Dejan de dividirse, s desarrolan neuritas y se vuclven cléctricamente

excilables %,

Greene y Tischler (1982) demostraron que ¢l NGF es capaz de inducir sfnlesis de protefnas
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citopldsmicas y nucleares como ODC, tubulina y protefnias de neurofllamentos que juegan un papel

importantc cn la extensién de neuritas.

Varios estudios realizados en células PC12 indican que el NGF también ticne un efecto sobre
Ia expresién de los canales de Na*. Pollock et ai (1990), demostraron que al cultivar estas célulus con
NGF durante 10 dfas, la corriente de Na* sensible a TTX aumenta considerablemente ya que la mayorfa -
de las células no tratadas con NGF carecen de corriente de Na®. El cfecto del NGF en este caso es el
de promover una diferenciacion desde un tipo adrenal hacia un tipo neuronal con actividad cléctrica

acentuuda,

H) ORIGEN DE LAS CELULAS 8.

La cresta neural es una estructura embrionaria temporal que aparece junto con los pliegues
neurales que se cicrran para formar el tubo neural, Poco después de que se forma Ia cresta neural, las
células migran a diferentes partes del embrion para dar lugar a una gran variedad de células

diferenciadas.

El origen embriolégico de las células 8 ha sido un tema de gran controversia, porque se ha
propuesto lanto un orfgen endodérmico como uno neurocctodérmico para cl islote pancreftico. La
posibilidad de que las células B se originen a partir del cndodermo (tcorfa cldsica) se basa
principalmente en estudios anatémicos durante la ontogenia del pancreas. Por otro lado, la posibilidad

de que las células B se originen del neurvectodermo, y que scan parte del sistema APUD (amine
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precursor uptake and decarboxilation), se basa en las caracterfsticas citoqufmicas y ultraestructurales

de las células secretoras de polipéptidos.

A continuacin se enumeran las caracterfsticas que comparten las células 8 con las células del

sistema APUD;

-Capacidad para extender neuritas ™',

-Antfgenos neuronales encontrados en las células B:
Enzimas de biosfatesis de catecolaminas ™72
Sinaptofisinas, perifering, NF-L, enolasa neuronal especifica ™2,

Un alto contenido de GABA y GAD %,

-Actividad cléctrica de las células B ™5,

Escurat et al (1991) demostraron la presencia de NIPs (protefnas de ncurofilamentos) como la
NF-L (low molecular ncurofilament NFP) y de periferina en una lfnea celular de insulinoma de rata
(RINmSF). Estas dos protefnas de filamentos intermedios (IFPs), especfficas de neuronas
son expresadés en primordios de los péncreas pero no en péncreas adultos. Aunque todo el sistema
nervioso es de orfgen ectodérmico, sc picnsa que tanlo el sisiema nervioso centrat como cl periférico
s¢ originan del newroectodermo y que algunas células sensoriales asf como sus células gliales
acompafiantes se originan a partir de plncné (ue son engrosamicntos del ectodermo cefdlico. Es bien
sabido que la periferina s¢ expresa sélo en poblaciones nearonales bien definidas y que s un elemento

TFP representativo de las células simpdticas y de las célufas PC12 que adquicren varias propiedades de
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neuronas simpéticas en resprcsta al NGE %, Por lo tanto, el hecho de que las células § expresen

periferina ¢s una evidencia que apunta hacia un orfgen ectodérmico de las células del islote pancredtico.

El hecho de que la periferina se encuentre en primordios de péncreas y no en pdncreas de
animales adultos, se explica tomando e cuenta que las células del islote pancredtico migran, liegan a
su destino final y expresan protefnas neuronales en respuesta a Jas sefiales del medio ambicnte que serfa
similiar al que rodes a las células det sistema simpdtico. Postetionnente, el medio smbientc cambia

- colncidiendo con la diferenciacién de los Grganos y consecuentemente con el futuro de las células
endacrinas; la expresidn de los marcadores ncuronales se podifa reprmir y las células madurar{an dando

lugar a células endocrinas funcionales 2,

Teitelman et af (1981) demostraron que las células del islote pancredtico también conticnen dos
enzimas de 1a via biosintética de las catecolaminas (CA): !a tirosina hidoxilasa (TH), que cataliza fa
conversidn de Iz tirosina en L-DOPA y también la descarboxilasa de los L-aminofcidos arométicos
(AADC), que convierte los precursares de L-DOPA y S-hidroxitroptofano en dopamina y serotonina,

respectivamente,

Sin embargo, también cs importante mencionar las evidencias cn contra de un posible orfgen
neuroectodérmico de las células B, Teitelman (1990) reparta que al remover el ectodermo del tejido
cmbribnico del ratdn, antes de que s inicie la migracidn de las cSlulas de 1a cresta neural, s¢ observan

rudimentos embri6nicos con célutas inmunopositivas a glucagon, TH y NSE. Teitelman propone que
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es posible que cstas células correspondan a clulas de islotes inmaduros encontrados en ¢} pdncreas
1anto in vitro como in vivo caracterizadas por Ia presencia de marcadores neuronales y por la presencia
de, por lo menos, una hormona pancredtica. La presencia de células endocrinas en los explantes

demostrarfa que éstas no se derivan a partir de 1a cresta neural.

‘Tamhién se ha propuesto la hip6tesis de que las células endocrinas del pancreas se deriven a
partir de precursores neuroectodérmicos gue migran hacia el endodermo antes de que se forme la cresta
ncural. Para comprobar la validez de esta hip6tesis, se construyeron embriones quimdricos in vitro
asociundo el neurocctodermo de codomiz con el endomesodermo del pollo. En todos los explantes s¢
observé que los ganglios entéricos s¢ originaban a partir del ectodermo de codorniz, pero las células
endocrinas cran de pollo. A partir de estas obscrvaciones s¢ concluye que las células endocrinas del
pancreas no s¢ originan del neuroectodermo, sino que se derivan del endodermo a medida que ésle se

establece al final de la gastrutacién .

Es importante notar que las células 8 exhiben varias caracterfsticas de tipo neuronal entre las
cuales se incluyen su actividad cléctrica, la cual cs importante para Ja secrecitn de insuling como ya
se menciond; ademds de esta caracterfstica fisiol6gica, las células 8 ticnen la capacidad de extender
neuritas cuando son cultivadas in vitro ', este cambio morfolGgico hacia un tipo celular que asemeja
neuronas s¢ ha reportado que también cs inducido por NGF; ya que se ha obscrvado que el NGF induce
la extension de neuritas en una lfnea de células B, RINmSE, que provienc de un insulinoma de rata ¥,
Estos efectos del NGF sobre Ia morfologfa de as células 8 también se observa cn células obtenidas a

pattir de cultivos primarios como lo demuestran los estudios realizados prevismente en el laboratorio,
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En cstos trabajos también se demostré que el NGF actia directamente sobrc las células 8 ya que
expresan, al menos, un receptor a este factor de crecimiento. La sensibilidad de las c€lulas B8 al NGF
podria indicar un posible orfgen comiin entre estas células y célnlas de tipo neuronal; es decir, que

ambos tipos celulares se originan a partir del nevroectodermo.
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I1) HIPOTESIS

Como yz se mencion6, sc ha observado que las células 8 poscen la capacidad de extender
procesos de tipo newrftico espontdncamente in vitro ™ y el crecimicnto de estos procesos es promovido
por el NGF tanto en una lfnea de células 8 tumorales (RINmSF) 7 como en cultivos primarios de cllas,

lo que se debe a la expresién de un receptor 2 NGF en la membrana plasmdtica de las células 8 7,

Los efectos del NGF sobre sus células blanco no son solamente a nivel morfolégico, sino
también a nivel fisiolégico, ya que, por ejemplo, este factor induce cambios en la actividad eléctrica
de las células cromafines y PC12, en estas dltimas el NGF induce la aparicién de canales de Na* en

{a membrana plasmética .

Las células B poseen canales de Na* y de Ca®* en la membrana plasmética que son importantes
en el proceso de acoplamicnto estimulo-secrecion, Dado que el NGF promucve la extension de neuritas
cn las células £ de rata, resulta de interés estudiar si estos cambios morfolégicos conlievan cambios en

les comicntes i6nicas de Nat y Ca™.

De acuerdo con los datos obtenidos en el laboratorio en cuanto a [os cambios inducidos por el
NGF sobre la morfologfa de lus células 8 pancredticas de rata; y a los efectos de este factor sobre las
corrientes iénicas cnirantes en olros sistemas celulares, suponemos que, probablemente, ¢l NGF tenga

algtin efecto sobre fa densidad de corriente idnica de las células 8 pancredticas de rata.
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) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar el efecto del NGF 2.58 sobre Ias corrientes idnicas entrantes de Na* y Ca?* de
células B aisladas y cultivadas en presencia det factor durante 5-7 dfas; de existir un cfecto sobre las
cortientes idnicus, cvaluar si existe vn cambio en las cinbticas de activaci6n ¢ inactivacién de los

canales idnicos de las células.

2) Evaluar si cxisten diferencias en la actividad elécrrica de las diferentes subpoblaciones

funcionales de cClulas B.
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"El hombre ¢s una criaturg singuiar. Posee un cimulp de dones gue lo

hacen dnico entre los animales; a diferencia de ellos, no es una figura
del palsafe, es un modelador de este. En cuerpo y mente es el
explorador de la naturalexs, el animal ubicuo que no ha enconirado
sinp creado su hogar en cada continente.”

). Bronowski. £l ascenso del fiombre,

1V) MATERIALES Y METODOS

Los reactivos nccesarios pura llevar a caho los procedimicntos experimentales se

obtuvieron de las signientes fuentes:

Colagenasa tipo 1V de Worthington (Frechold, NJ, USA); anticuespo contra insulina de
Biodesign International (Keenebunkport, ME, USA);. suero bovino fetal (SBF), complemento de
cobayo, solucidn salina balanceada de Hanks (HBSS) y soluciones de gentamicina y penicilina-
estreptomicina de Gibeo (Grand Island, NY, USA); albtmina de suero bovino (BSA), cloruro de
cromo, protefna A de estafilococo, HEPES, hidrobromuro de poli-L-lisina {peso molecular
>380,000), medio RPMI 1640, D-{+]-glucosa, solucién dispersantc, sal de Spinner-Eagte, Ficoll
tipo 400DL {peso molecular 400,000) y NGF 2.58 de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA),
tetrodotoxina de Calbiochem (La Jolla, CA, USAY; scido L-aspdetico de Aldrich Chemical Co;

Pentobarbital sddico (Anestesal) de Smith Kline, Norden de México,
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A) OBTENCION DE CELULAS B PANCREATICAS DE RATA.

A.1) Discecién de los pfincreas de rata.

Los pdncreas fueron obtenidos a partir de ratas Wistar macho de peso de 250 a 280 g, de

acuerdo con la técnica de Lacy y Kostianovsky (1967).

Las ratas fucron anestesiadas con pentobarbital sédico (0,063 mg/g). Se cerré el conducto
de Wirsung y se canulé el conducte pancredtico a la altura de su uni6n con el conducto biliar y
s¢ inyectaron de 5 a [0 ml de solucién de Hanks suplementada con gentamicina 5 pg/ml y 0.1%
de albdmina sérica bovina (HBSA). Se disecaron y limpiaron el cuerpo y 1a porcién caudal del
pncreas insullado y se cortaron en pedazos pequefios, posieriormente, se digiri6 el tejido con

colagenasa tipo 1V (CGS 0.1 mg/ml) durante 15 minutos a 37°C.
A.2) Gradicente con Ficoll,

Para la separacitn dc los islotes pancredticos se utiliz6 un gradiente de Ficoll (27, 23, 20
y 11% en HBSA). Una vez listo e] gradiente éste se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos.

Posteriormente los islotes se Javaron tres veces con IIBSA y se seleccionaron manualmente con

ayuda de una pipeta Lang-Levi.
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A.3) Dispersidn de las células del islofe pancredtico.

Los islotes limpios de tejido acinar fueron disgregados con tripsina durante 10 minutos
a 37°C en un baflo con agilaci6n constante y rdpida, y se dispersaron las células manualmente
con la ayuda de una pipeta Pasteur siliconizada. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con
medio RPMI 1640, penicilina 200 p/ml, estreptomicina 200 pg/ml, anfotericina B 0.5 pg/ml

(PEF), 2 mM glutamina y 10% de SBF para inactivar a la tripsina.
A.4) Cultivo de las células del islote,

Las células se sembraron en cajas Corning para cultivo primario con medio RPMI 1640),
penicilina 200 p/ml, estreptomicina 200 pg/ml, anfotericina B 0.5 jig/ml, 2 mM glutamina y 10%
SBL, (testigo) y 40 ng/ml de NGF 2.58 (tratamiento), segdn fuera el caso y se mantuvieron en
cultivo en una incubadora humidificada (5% CO, cn 95% de aire) durante § dfas antes de reatizar

cl ensayo hemolftico inverso o RHPA (Reverse Hemolytic Plague Assay) *.
B) IDENTIFICACION DE LAS CELULAS  POR MEDIO DEL RIPA.

Las células 8 aisladas fueron identificadas por medio de la técnica de ensayo hemolftico

inverso o RHPA pum lo cual se levé a cabo como sigue **:
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B.1) Conjugacion de eritrocitos de borrego (RBC) con la proteina A.

Los eritrocitos fueron conjugados con proiefna A de Staphyloccocus aureus en presencia

de cloruro de cromo con el propdsito de unir anticuerpo contra insulina a la membrana.
B.2) Preparacién de cimaras de Cunningham.

El RHPA sc llevd a cabo en cdmaras dc Cunningham utilizando cajas para cultivo
primario Corning & las cuales se Ies habfa agregado poli-Ilisina (0.5 mg/ml cn solucién
amortiguadora de TRIS, 0.15 M, pH= 8.2). Las cdmaras se fabricaron de tal manera que la

hormona secretada difundiera lateralmente concentrdndose alrededor de las células B,
B.Y) Ensayo hemolitico inverso (RIIPA).

El ensayo hemolltico inverso explota el fendmeno de hemdlisis mediada por complemento
en presencia del complejo antfgeno-anticuerpo como se mucstra en la figura 8 %,

Anticucrpo
CS coqnu\entc

Bl 0D

Insulina
célula 8 Hemoli sis

Figura §) Representaciin del {smo de hemdlisis mediadn por complej f {cuerpo ¢n
presencia de complemento (Modificada de Smith eZ af, 1989),
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Las células cultivadas se despegaron de las cajas de Petri con 2 ml de solucién sin calcio
a 37°C. Posteriormente, se hizo una mezcla de eritrocitos y células y se colocaron 30 pl de la
mezcla en las cAmaras y se incubaron durante una hora para asegurar que las células se pegaran
al piso de las cdmaras. Después se les agreg6 glucosa 20 mM en Hanks junto con el anticuerpo

contra insulina y se incubaron una hora. Las células fucron incubadas con compl ) durante

30 minutos, y al finalizar ¢l RHPA, las células sc continuaron cultivando en medio RPMT 10%

SBF + 2% PEP con y sin tratamiento.

C) EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS,

Osm= 295mOsmol/Kg
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C.1) Soluciones de registro.
SOLUCION EXTERNA (mM) SOLUCION INTERNA (mM)

130 NaCl 120 CsAsp
SKcCt 10 CsCl
5 CaCy, 10 BAPTA
2 MeCl, 10 HEPES

10 HEPES 5CsF

10 Glucosa 2 ATP-Mg

pH=17.33 pHl=7.26

Osm= 285mOsmol/Kg



En algunos experimentos se agregd 10 mM de NaCl a Ia soluci6n interna para medir el
potencial de inversidn y en otros, se us6 tetradotoxina en el medio externo (TTX 100 nM) para

bloquear la corricnte de Na*.

C.2) Registro de corrientes de Na* y Ca™* por medio de la técnica de fijacién de voltaje en

microdreas de membrana (patch clamp).

Los microelectrodos de registro se fabricaron con vidrio Kimax-51 y se recubrieron con

Sylgard. La resistencia de los electrodos en Ia solucién de registro fue de 1.5 a 1.8 MQ.

Los registros se llevaton a cabo en la configuracién de célula completa de la técnica de
“patch clamp" que consiste en formar un sello de alta resistencia (gigaohms) entre la punia de
un microclectrodo de vidrio y la membrana celular, Después de hacer el sello se rompe ln
membrana que subyace al clectrodo por medio de un pulso de succidn haciendo posible ¢l
registro de corrientes macroscépicas *. La generacién de pulsos y la adquisicion de datos fue
controlada usando un amplificador Axopatch 200 (Axun Instruments, Inc.) concctado por una
interfase DMA TL-1 (Axon Instruments, Inc) a una computadora con una tarjeta Lab Master
DMA (Scientific Solutions, Inc) . Los protocolos de pulsos se diseflaron y los datos se

adquiricron con el programa PClamp versién 5.5.

En nugstros experimentos fue necesario estimar la capacitancia total de la membrana

plasmdtica (Cm) en cads ona de las células registradas. Con ese fin, aplicamos pulsos
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hiperpolarizantes de 10 mV de amplitud y 15 ms de duracién. Se restaron los transitorios
capacitivos de la pipeta de registro y se integ6 el drea del transitorio capacitivo de la membrana,
1o cual nos proporciona una medida de cuanta carga es nccesaria para crear wna diferencia de

potencial a través de la membrana de la célula.

Con el objeto de cstudiar si existen diferencias en la actividad cléctrica y la actividad
secretora de las célwlas B se utilizé la clasificacion de diferentes subpoblaciones funcionales de
células B propuesta por Hiriart y Ramirez-Medeles (1989) y que es la que se muestra a

continuacién:

SP (PLACA CHICA) < 2,000 pm?
" MP (PLACA MEDIANA) entre 2,000 y 4,500 pm?

LP (PLACA GRANDE) > 4,500 im?

También se levaron a cabo experimentos para calcular las curvas de inactivacin para I,*
tanto en células control como en ¢élulas tratadas con NGF. El protocolo de pulsos para la

obtencién de la curva de inactivacién se muesira en la figura 9.

Los recambios de solucién externa normal a soluci6n externa +TTX s¢ llevaron a cabo
con un sistema de perfusién mediante una bomba de presion y vacfo. Cabe mencionar que todos

los experimentos se Lievaron a cabo a una temperatura de 20°C, utilizando un controlador de
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temperatura (Medical System Corp).

D) ANALISIS DE RESULTADOS.

Para el andlisis de los resultados se utiliz6 el programa Clampfit versidn 5.5.
Los datos se evalvaron con una prueba de andlisis de varianza (ANOVA), seguida por una prucha
miltiple de Fischer o una prueba de Student de dos colas para datos pareados usando el programa
NCSS (Number Cruncher Statistical System, 4.2, Dr. Jerry L. Hintze, Kaysville, UT, USA, 1983).

Todos los datos son expresados como Ia media + error estandar de Ja media (ESM).
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-30 mV

-80 mV

+10 mV

-120 mV

5 ms

Figurn 9) Protocolo de pulsos utilizado para la obtencién de la curva de
inactivaclén de la corriente de Na'. Se aplicé un prepulso de 35 ms para inactivar los
canales de Na" hasta un estado estacionario, La cormicnte de Na* se registré durantc
pulsos de prueba de 14 ms a +10 mV para determinar la fraccién de canales que no
fueron inactivados por el prepulso. La amplitud al pico de la corriente fue normalizada

¥ graficada cn funcidn del voligje del prepulso.
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"Now is na time to think of what you
do not kave. Think of what you can
do whith what there is.”

EMemingway. The old man and the sea.

V) RESULTADOS
A) EFECTO DEL NGF SOBRE LA CORRIENTE MACROSCOPICA DE Na* DE

CELULAS B PANCREATICAS AISLADAS EN CULTIVO.

En la figura 10 s¢ muestcan los regisiros de una familia de corrientes Idnicas entrantes a
1a célula B en una célula testigo y cn otra tratada con NGR, En ¢l pdnel inferior se muestra el
protocolo de pulsos utilizado paralla obtencion de estos registros. En general, para [a obtencion
de las relaciones corriente a voltaje (curva 1V}, se aplicaron pulsos despolarizantes de =30 mV
a +40 mV con incrementos de +10 mV, El potencial de mantanimiento fue de -80 aV pasa todos
los casos. Las corrientes registradas tieren dos componentes, uno transitorio, que se inactiva y
corresponde a la corricnte de Na' y otro mantenido, de menor magnitud que corresponde a la

corriente de Ca®™.

La existencia de canales de Na* séusibles a tetrodotoxina (TTX) en célulus B pancredticas
de rata ya ha side demostrada anteriormente (Hidast y Matieson, 1988; Ashcroft ¥ Rorsman,
1989); sin embargo, se consider6 importante Ycevar a cabu experimentos usando TTX, un
bloqueante especifico de los cunales de Na®, asf como experimentos para calcular ef potencial de

inversién de la corriente para comprobar que realmente se tratara de una corriente de Na*. Se
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obtuvo que ¢l 100% de las células, testigo y tratadas con NGF, poscen corrientes de Na*

sensibles a TTX (figura 11).

El potencial de inversién observado, es decir, el momento en que la corriente de Na*
invierte su direcci6n de entrante a saliente, fuc a los +42 mV tanto para las células control como
para células tratadas con NGF, lo cual es consistente con el valor calculado (+47.28 mV). Estos
valores para ¢l potencial de inversion de la corriente de Na* se obmvieron a partir de Ja ecuacién

de Nemst que se muestra a continuacion:

RT, INa,
N B A

En donde, Ey= potencial de equilibrio para sodio; R= constante de los gases; T=
temperatura; F= constante de Faraday; [Na)= concentracion de sodio extracclufar; [Nal=

concentracién de sodio intracelular.

En la figura 12 sc muestra [a relacidn corriente a voltaje promedio de c€lulas testigo y
tratadas durante 5 a 7 dfas con NGF 2.58. Es claro que el tratamiento con el factor de
crecimiento provoca un incremento en la cortiente de Na*, que es en promedio del 55.6% (n=31).
En las células testigo, 1a magnitud de la corriente medida al pico (+10 mV) es de -36.33 pA
0.51, mientras que en las tratadas con NGF es de -56.53 pA £ 1.17 (n=31). Como sc observa en

la figura 13 en la que se grafican los cambios en la densidad de células tratadas con NGF en
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relacién a las clulas testigo a los diferentes voltajes, ¢l aumento en [a corriente de Na* no se
debe a un aumento ¢n ¢l tamaiio de las células sino a un aumento del 30.65% en la densidad de
canales de Na* en la membrana plasmitica de lus células tratadas con NGF (p<0.01, n=31) (tabla

1), ya que las capacitancias de los dos grupos experimentales no son significativamente diferentes.

B) CAMBIOS INDUCIDOS POR EL NGF SOBRE LA CONDUCTANCIA Y LAS

CINETICAS DE ACTIVACION E INACTIVACION DE LA CORRIENTE DE Na'.

También resulté de interés estudiar st el NGF induce cambips en la conductancia (g) de
los canales dc Na*, Este resultado sc obtuvo a partir de la ecuacién de Hodgkin-Huxiey que

cstablece lo siguiente:

g _ INA
Ne E- En.

En donde, gy,= conductancia al sodio; Iy= corriente de sodio; E= potencial de membrana;

Ey,= potencial de equilibrio para sodio.
Los resultados obtenidos para I conductancia (g) de Na* a los diferentes potenciales se

muestran en la figura 14 y, como se observa en esta figura, no existen difercncias significativas

en la conductancia al Na' entre ninguno de los 2 grupos experimentales,
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También se lcvaron a cabo expesimentos para determinar si el tratamiento con NGF
induce cambios en las cinfticas de activacién e inactivacién en estado estacionario dc las

corricntes de Na* de las células 8.

La activacién es un proceso rdpido que abre los canales de Na' durantc una
despolarizacidn mientras que la inactivacion en estado cstacionario es un proceso en el cual los
canales dependientes de voltaje pueden entrar en un estado refractario después de la activacion
y puede deberse a un cambio conformacional en los cangles en una region distinta a la que

controla la activacion.

Los datos obtenidos demuestran que no existen diferencias significativas cntre los dos
grupos experimentales en lo que concieme a la cinética de activacion de la corriente de Na'. Sin
embasgo, la cingtica de inactivacidn de Ja corriente de Na* de las células tratadas con NGF sf
presenta diferencins significativas con respecto al contro! ya que se observa que a polenciales de -
70, 60, -50 y 40 mV las células tratadas con NGF se inactivan 9 mV después que las células
control, Es decir, ¢l porcentaje de inactivacion para las células icstigo a estos voltajes ¢s mayor

que para las células tratadas con NGF (figura 15).

C) EFECTO DEL NGF SOBRE LAS CORRIENTES MACROSCOPICAS DE Ca™ DELAS

CELULAS fi AISLADAS EN CULTIVO.

En la figura 16 se mueslra Ia relacin comiente a voltaje para la comiente de Ca™ medida



al pico (+10 mV) tanto para células testigo como para células watadas con NGF durante 5 a 7

dfas (n=10).

En nuestras condiciones de registro, las células B cultivadas en presencia de NGF 2.58
durante 5-7 dfas no presentaron un aumenio significativo en la corriente de Ca® con respecto al
control (figura 16). Tampoco sc presentaron difercncias significativas en la capacitancia y la
densidad de corricnie de Cu®* crﬁm Jos dog grupos experimentales (Tabla II). Sin embargo, si se
observé que las células tratadas con NGF presentan un corrimiento en la relacién corrdente a
voltaje ya que la cotriente al pico a se presenta a +20 mV a diferencia de las células control que
tienen un pico a +10 mV. Ademds, sc observa un hombro entre () y +10 mV en la curva para las
células tratadas con NGF lo cual podrfa indicar la expresién de otro tipo de canales activados a

alto voltaje (HVA).

D) CORRELACION ENTRE LA MAGNITUD DE LA CORRIENTE DE Na' DE LAS

CELULAS B PANCREATICAS Y LA SECRECION DE INSULINA.

Como ya se menciond, existe una estrecha correlacidn entre la actividad eléctrica de las
un células B y la secrecién de insulina, por lo que se llevé a cabo un andlisis estadfstico para
determinar si el tamafio de 1as placas de secrecion de insulina correspondfan de alguna manera
# la magnitud de la coriente de Na' de estas células. No se encontré una correlacin cntre la
magnitud de 1a corriente de Na* y ¢l drea dc 1a inmunoplaca de insulina, como se muestra ¢n la

tabla TIT, Para la corriente de Ca®* no fue posible llevar a cabo esta correlacién ya que el nimero
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de datos mo fue suficiente para el andlisis cstadfstico.



CONTROL NGF

Figura 10) Corrlentes de Na' y de Ca* de una célula control y una célula tratada
con NGF 2.58. La duracién de los pulsos despolarizantes fuc de 15 ms a los voltajes
indicados, desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. El protocolo de pulsos
utilizado para la obtencidn de los registros electrofisiolégicos se muestra en la parte
inferior,
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Figura 11) Efecto de la TTX (100 nM) sobre la corriente de Nn* de las células B
pancredticas. La TTX bloqued la corriente de Na* de lus células B en el 100% de los
casos tanto en células control (A) como en células tratadas con NGF (B). El pulso que

se muesira cs a +10 mV para todos los casos.
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o CONTROL
e NGF

Figura 12) Efecto del NGF 2.5S sobre 1as ‘corrlentes de Nao' de las células §
pancrediticas, Las corrientes s¢ registrason durante 15 ms a diferentes voltajes desde un
potencial de manienimicanto de -80 mV. El polencial de inversidn se observa a +42 mV.
(* p< 0.01; + p<0.0§; n=31 para ambos casus)

49



1/C (pA/pF)
5.0

2.5

10 20 30 40/ 50

-30 20 -10 v (mV)

o CONTROL
s NGF

Figura 13) Efecto del NGF 2.5S sobre la densidad de corriente de Na* de Ins
célvlas i pancredticas. La densidad sc obtuve a paniir de la divisién del promedio de los
valores de la corriente a cada uno de los pulsos despolarizantes entre 1a capaitancia de

cada célula tanto para células control como para células tratadas con NGF. (* p< Q.01;
+ p< 0.05; n=3{ para ambos casos)
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CAPACITANCIA DENSIDAD CORRIENTE

TRATAMIENYO ®F) (pAD) {pA)
CONTROL 594 £ 0.05 £72£0.13 -36.33 £ 0.51
NGF 637 % 0.0 8784013 5653+ 1.17
AUMENTO 30.65% 55.60%

TABLA I) Efecto del NGF 2.58 sobre Ia corriente y la densidad de corriente de Na* de Ins
célulns § pancredticas, p< 0.01 para todos los casos excepto para capacitancia.
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Figura 14) Efecto del NGF 2.58 sobre In conductancia de los canales de Na* de las
células § pancrefticas, En esta figura se encoentra representada la dependencia de la
conductancia de Na* al pico sobre ¢l voltaje. La conductancia se encuentra normalizada;
y s¢ expresa como la fraccién relativa al méximo,
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Figura 15) Efecto del NGF 2.5S sobre la cinética de Inactivacién de Ia corriente de
Na* de las cflulas B pancrefticas. Las corricntes de Na* de las células tratadas con
NGPF se inactivaron aproximadamente 9 mV después que las corrientes de Na* de las
células control. (+ p< 0.01; * p< 0.05; n= 14)
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Figura 16) Efecto del NGF 2.58 sobre las corrlentes de Ca™ de células 8
pancredlicas. Las comientes se registraron durante 15 ms a diferentes voltajes desde un
potencial de manicnimiento de -80 mV. El NGF no indujo ningdn cambio
significativo en la amplitud de Ia corriente de Ca** de las células  con respecto al control.
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TRATAMIENTO CAPACITANCIA DENSIDAD (pA/pF) CORRIENTE (pA)

(pF) +10 mV +20 mV +10 mV +20 mV
CONTROL 6.49 £ 0.12 -1.96 = 0.08 -1.87 £0.06 -12.20 + 0.47 -11.65 + 0.39
NGF 6.38 & 0.15 -1L.57 £0.05 -1.88 £0.06 -10.63 % 0.33 -12.74 £ 038

TABLA II) Efecto del NGF 2.58 sobre la corriente y 1a densidad de corriente de Ca®™ de las células B pancredticas. No
existen diferencias significativas para ningin caso (n= 12 para ambos grupos).



Ly (pA)

TRATAMIENTO Sp Mmp Lp
CONTROL -333242.23 -33.47£133 -29.37 £3.01
NGF -57.62 £ 4.62 -44.19 £ 1.65 -65.41 1 6.04

TABLA TIIT).- CORRELACION ENTRE LA MAGNITUD DE LA CORRIENTE DE Na'
DE LAS CELULAS B PANCREATICAS CON LA CANTIDAD DE INSULINA
SECRETADA. Los valores quc se muestran son para la corriente de Na® al pico (+10 mV) (SP,
n=6; MP, n=12; LP, n= 9)
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"QUIN OC - CA TLAMATI NOYOLLO: YEHUA
NICCAQUI IN CUICATL, NIC ITTA IN OCHIILI:
MA CA IN CUETLAIHUIYA"

"Por fin lo comprende mi corazdn: escucho un canto,
contemplo una flor: ;Gjald no se marchiten!”

Nezahualcoyotl.

VI) DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante su desarrollo, las neuronas expresan canales de Na* como un paso necesario para
convertirse cn partes funcionales del sistema nervioso adulto. Los factores tréficos que regulan
esta expresion son, por lo tanto, componentes crfticos de los mdltiples mecanismos moleculares
que causan la diferenciacién neuronal. En este trabajo se estudia cGmo cs que uno de cstos
factores, el NGF, afecta la cxpresion de los canales de Na* en lus célufas § pancredticas ya que
se ha propuesto un posible origen nevroectodérmico para eslas células. Varios experimentos
llevados a cabo previamente en ¢l laboratotio indican que las células B responden al NGF 2.5S
extendiendo procesos de tipo neurftico, ademds de que presentan sitios de unidn al NGR 2.5§

positivos por inmunofluorescencia indirecta (IF) 7,

Los resultados de este trabajo indican que el NGF 2,58 promueve un aumento del 30.65%
en la densidad de corriente de Na* sensible a TIX. Adcmds, no s¢ observa un cambio en la
conductancia m4xima rclativa al Na*, por lo tanto, la diferencia en la densidad de comricnte de
Na* antes descrim sugiere que las células tratadas con NGF expresan un mayor ndmero de

canales de Na* funcionales por unidad de 4rea de membruna plasmdtica, ya que no existen
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diferencias en la conductancia relativa de ninguno de los dos grupos experimentales. Dado que
1a conductancia relativa no cambia podemos concluir que 1o estamos observando un tipo distinto

de canales.

También se encontr6 que el NGF induce un cambio en la cinética de inactivacién de los
cnnglcs de Na'* de las células 8 pancredticas ya que los canales de Na* de las células cultivadas
en presencia de este factor se inactivan aproximudz;mentc 9 mV después que los canales de Na*
de las células control. Esto resulta interesante porque durante un pulso despolarizante pueden ser

activados un mayor mimero de canules que en las célulus testigo.

Estos datos son consistentes con aquellos encontrados en otros sistemas celulares como
lo ¢z el de 1as células PCI2 ya que se ha observado que el NGF induce 1a aparicién de canales

de Na' en estas células

Se ha propuesto que, para este sistema celular, el efecto del NGF sobre 1a densidad de
{os canales de Na* sc cacuentra mediado por una PKC (protetna cinasa dependicnte de
fosfolfpidos) y poi- una PKA (protefna cinasa dependiente de AMPc). Se ha sugerido gue la
activacién de la subunidad catalftica de la PKA es un evento bioquimico importante iniciado por
¢l NGF para incrementar el nsmero de canales de Na* en las células PC12. Asf mismo, debe
considerarse la participaci6n d¢ procesos transcripcionales ya que ¢l ARNm de los canales de Na'

se incrementa en las clulas PC12 cultivadas durante una semana cn presencia de NGF %,
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IS W8 WEBE
\:’?;W proth MALITECA

La induccién del ARNm del canal de Na* por el NGF cn las células PCI2, depende de
Ia sfntesis de protefnas lo cual sugiere que cs necesaria otra protefna intermediaria para activar
¢l gen del canal de Na* como lo son los productos de los genes de respuesta temprana c-fos y
c-jun ®. Sin embargo, los experimentos realizados en Ifneas celulares deficientes en PKA, como
1o son las células AB-11, 123.7 y A126-1B2, han demostrado que cl incremento del ARNm del
cangl de Na* en respuesta al NGF puedc ser por una via independicnte de la PKA, pero que la
PKA desempefia un papel importante en la induccidn de los canales de Na* funcionales a un

nivel postranscipcional y postraduccional ».

Es probable que el NGF tenga un efecto postraduccional sobre las protefnas de los canales
de Ng* de las células B pancredticas. Sin embargo, serd necesario llevar a cabo estudios del efecto
del NGF sobre fa transcripcién del ARNm del canal de Na* de las células 8 por medio de la
utilizacién dc técnicas como lo son el andlisis de hibridizacién por la técnica de Northern Blot
ya que si no s¢ observan efectos en la transcripcién, se deberdn cstudiar los efectos sobre la

protefna del canal ya traducida.

También scrfa interesante levar a cabo experimentos con saxitoxina tritiade CH-ST)
Ia cual se une especfficamente a los canales de Na* y hace posible una cuantificacién exacta del

mimero de canales en la membrana.

El NGF 2.55 también afecta la cinética de inactivacién de la corriente de Na', Esto podria

deberse a un cambio en la conformacifn dc 1a protefna del canal, probablemente por un
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mecanismo de fosforilacién. El receptor al NGF es una protefncinasa de tirosina y no hay que
perder de vista la posibilidad de que csta enzima, al ser activada por Ia unién de NGF, fosforilase

las protefnas de los canales de Na* cambiando sus propiedades de apertura y cierre o activara 2

alguna otra protefna intermediaria que tuvicra este efecto de fosforilacion sobre las protefnas de
Ios canales de Na*, lo que podria explicar los cambios obscrvados cn la cinética de inactivacién,

en Jas células tratadas con el NGF.

Eﬁ cuanto al efecto del NGF sobre las corrientes de Ca™, no se observ ningén cambio
significativo ni cn la amplitud, ni en la densidad de la corriente lo cual s consistente con los
datos de secrecidn de insulina obienidos en el laboraterio ya que ésta no aumenta en presencia
de NGF %, Sin embargo, existe una tendencia a un cambio en la forma de la relaci6n corriente-
voltaje de las células cultivadas en presencia de NGF 2,58 con respecto a las células testigo, Serd
necesario lievar a cabo experimentos lanto de secrecién de insulina, como electrofisiologfa para
esclarecer si la secrecién y la corricnte de Ca®* aumentan con un mayor tiempo en cultivo, ya que
los cambios obscrvados cn la forma de {a curva podrfan ser mds cvidentes si las c€lulas se

mantuvieran mds tiempo ¢n cultivo en presencia del factor de crecimiento.

Este cambio podrfa indicar la induccién de otro tipo de canales de Ca™ de alto umbral
por ¢l NGF ya que en células 8 de humano y en la lfnea celular RINmSF (insulinoma de rata)
sc ha observado la presencia de un componente sensible a dihidropiridinas (DHPs) y olro no
sensible a DHPs *, Para confirmar esta hiptesis scrd necesario Hevar a cabo experimentos con

w-conotoxina y nifedipina ya que esto nos permitird discerir entre los dos tipos de canales de
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Ca® de alto umbral: los canales tipo N y los canales tipo L. También serd necesario llevar a cabo
experimentos sustituyendo el Ca™ por Ba™ en el medio extracelular ya que algunos canales
conducen mejor a este ion, con lo que sc lograrfan observar las diferencias entre los distintos

tipos de canales.

Los resultados ohtenidos con respecto a la relacién entre Ia densidad de la corriente de
Na* y la cantidad de insulina secretada demuestran que no existen diferencias significativas entre
la actividad de los canales de Na* en las distintas subpoblacioncs sccretoras. Estos datos sugieren
que estos canales iénicos no son la dnica via necesaria para la estimulacién de 1a secrecién de
insulina en las células B pancredticas. También se encuentran involucrados segundos mensajeros
como lo es el AMPc el cual, como ya s¢ demostré anteriormente en el laboratorio, aumenta Ia
secrecion de insulina en un 193% %. Sin embargo, es necesaria la realizacién de mis
experimentos para ampliar la poblacién de dutos ya que para cl caso de los lactotropos * se
encuentran diferencias en la densidad de corriente de Na' de las diferentes subpoblaciones
secretoras, Para ¢f caso del papel que juegan los canales de Ca™ serfa necesario llevar
experimentos bajo condiciones de regiswro dinstintas ya que, como ya se menciond, lo mds
adecuado Serfa la utilizacion de Ba™ en lugar de Ca®, ya que la permeabilidad de los canales de
Ca® tipo L transportan mejor Ba™ que Ca® y se picnsa que estos canales son mds importantes

para la secrecidn de insulina que los demdés tipos de canales de Ca* ¥,

Las células 8 exhiben una extraordinaria plasticidad para responder ante los difercntes

estfmulos a los que son expuestas, ya que son capaces de extender procesos de Upo neurftico en
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presencia del NGF asf como de presentar cambios en Ins propicdades eléclricas de sus canales

idnicos lo cual abre nucvas perspectivas en el estudio de la fisiologfa de las células B.

“You'll say the hill's to steep to climb, climbing. You say you'd lixe to see me
try, climbing. You pick the place and I'll choose the time. And I'll climb the
hill in my own way. Just wair a while for the right day. And as I rise above the

tree tine and the clouds, 1 look down hearing the sound of the things you've

said today,”

A mis padres con mucho carifio.
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"Caminante, no hay camino: se hace caming ol andar,
Al andar se hace camino, y al volver la vista atrds

se ve la senda que nunca se ha de volver a pisar.
Caminante, no hay camine; solo estelas en la mar.”

VII) GLOSARIO

Actno’ Cualesquiera de fos 16bulon (dlataci
mes) de una glénduls compuesta.
Activacion Proceso que abye Jos casales i6nicos durante

una despolarizacidn.

AMP ddico (AMPc) Nuclediido ciclico (monufosfato de
adenosina dclico 3'-5°) muy ubicuo, producido por Is

saccifor

sccifa de Ia adenilal ciclasa sobee e} ATP; es un importante
agento regulador que actia como seguodo mensajero celular de
algupas hormonas y newotrantmisorcs.

Antlcverpo Fornunoglobulioa formada por custro cadeaas
proteicas con una sequencia especifica de aminodcidos.

Antigeno Sustancis rapay de causar s producade de anticoerpos
yde
ATP (tritosfato de sdenosing)
energético que: participa en varios procesos depeadientcs de

1,

Juego con eblos

Molécula de alio conterido

encrgih.

BAPTA (Tetrasodlo) Quelante de iones calcio.

Calclo, respuesta del Despolarizacién graduada debida a uoa
débil carriente regencrativa cumada por movimiento de jones
calcio hacia el intetior de 1a clule.

Cenal jéuico Ghucoprote(ng con un peso molecular de entre

25 000 y 250 000 que tiese na poro centrud que atraviess
enteramente Ia membeana plasmitica.

Capacitands (C) Es uns medida & cuanta cargs debs de ser
transferida de nn cosductor a vtro para dar lugar & un potencial
dado. .

Catecd Grepo de lacivoados enlro sf que
ejeroen accidn simpaomimética ex el tejido pervioso; cpemplo de
¢llas 1on la adremaling, 1a y ladop

Célnlas endocrins Células expecializadas en la searecidn de
hormonas que viajan por e} forrente sanguineo hacia sus eélulas
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diana.

Célules exocrinus 1a scerecitn de estas cflules go es hacls

el torrente sangufneo sino hacia ua condocto. Ejemplos de
tejidus ezocrisos son las gléndulas salivales y sudexiparas,
Coeficiente de sedimentackin (5) Medida que equivale a la
velocidad promedio por unidad de sceleracita; tasa a la

cual se sedimesta cada componentc en un gradiente de centrifu-
gacidn, depende de la formn y de sa mafio Yo cval se describe
en términos de su tasa de sedimentacién.

Complemento Sustancia que amglifica la accién de un anticuerpo.

" Conductancia (g) Medida de I facilidad con que un coaducter

trunsporta une gexricote eléctrica.

Constante de disoduciin K'= (H')[AJTHA. Es 1a medida
emplrica del grado de disociacide de vo par kcido bisico
conjugado en solucisn.

Corrienie retardada (corriente retardad de potaslo) Carriente
de K hacia el exterice a través de canales que se abren oot on
reaaso tempors] respectiz al inicie de Ta despolanizacide; e
respoasable de 1a fase de repolarixacida del potencial de accién.
Crests neural Estructura embrionaria temporal que aparece junto
coa Jos pliegues ncurales que sc cicrran para formar ¢l tubo newural,
Cromafines, cflolas Células secretocas de adrenalina de

Ta mé&dula adrenal; llamadas asf por s elevada afinidad hacia Jos
colvrastes de mles de cromo.

1600 tdsoqwopiloc-[Nemetil-N " . .

-3.4,5-trimetomifenilucetoniteilo; annpuexto orgénico que
bloquea 1a ¢niyada de calcio a tavés de 1o membeans octular.
Desplurizacida Reduccion o inversidn de La diferencia de
polencial & través de Ja membrans en reposo.

Compucesto liposoluble que bloquea prefereacial-

mente os canales de Ca®* tipo L.



Dopamina Producto de la descarboxilacibn de Ia dopa, un
intermediario en la sintesis de a poradrenaling; es un neurotrans-
wisor del sistema nerviose ceatral.

Endudermo LamAs interna de las capas gne dan origen al epitelio
del aparato digestivo.

Equilibrio electroquimico Estado en ¢l que el gradicate de
concentracidn de un ion & través de Ia esth

Tax células beta de low islofes pancredticos; cogtrola

¢l ingreso de carbohidratng & Jas eélulas ¢ influye en

¢l metabolismo de b Upidos y aminoécidos.

Lines celular Poblacién celular obtenida de un tejido
lisio, que puede reproduciree indefin

Lamen Lz (espacio libre} de an vaso o conducto.

ado precisamente por el potencial eléctrico,
Exocitnals Proceso de secrecién do una peotelaa.
Factor de credmiento Sustancia capnz de promover la prolifera
¢idn, diferenciacién o sobwevivencia de algin tijo cclolar,

Factor tréfico Molécula que ioduce camhbiot cn la marflagia o
en fa fisiologlx de un tipo celular.

Flsruentos intermedios Filamentos largos sin ramifi

plik Tejido que prolifera fueca de control,

tejidu caseeroso,

Nerst, ecuacién de Ecuacidn pars el chlculo de 1a diferencia de
potencial a través de una membrans que equilibrard el gradicate

wsmdlico de ue oo,

" Neusitas Prolongacioncs celulares que se eatiendea desde

ef soma ncurosal.

3¢ entre log talos y Tos
Fosfodlesterssa Enzima hidrolitica del citupluma que degrada
¢l AMPe peopaecionando AMP,

Fosforilacidn Tncorporacift de un grupo PO, ¢u tna moléaila
orgdnica,

Gastridaciin Proceso de firnacién de las hojas germinales,
Término ¢robriolégico que designa los inavimnientos celulares que
e producen en casi fodos los snimales al final del periodo de
segmemtacion.

Hemdisds Proceso que desaibe ef hinchamienio y posterior
lisis de Jos eritrocitos,

Miperpolarizaciin  Incremento en la difercnda dde potencial 4
11avés de la membrana, haciéndoss el interior més pegativo que ea
reposo, '
Hormohs Sustancia quiiics sitt=tizsds ¥ secretada ol tuncate
sanguleeo por un tejido endnaino que iafluye co la actividad

de un tejido disma. )
Insctivacin ¢n estado estaconario Poceso ea el coal los
canales dependicates de voltaje pucden eatrar eo un extado
refeacurio despuds de 1a activacién

Inmwmellunrescencin indirecta Técnica que revela la expresida
ds entfpenos ca L oftulay entudiadas por medio de un anticoe-
po dirigido cootra el antigeno de interés, y do un snticuerpo
mareado con flvorSgeno dirigido contra €l primer anticuerpo.
Inmunopasitiva  Célula blanco que expresa o antfgeno en
cuestiéa.

nsuline Horowaa proteica sintetizadn y secretads por

Porcidn del ectoud io que origing
¢l sistema nervioso, ante central (placa y wbo newral). como

el periférico (cresta nenral).

Neumtrificas, propledades Capscidad de un factor para inducir

cambios que asemcjan un tipo heuronal ca varics lipas ecjulurs,

Nifedipina Dihidropiridina que bloquea esp los
canales de Ca® tipo L.

PCL2 (fewctumocitoma) Linea celular derivada de [a médaly
adrenal de rata,

Péptido wehal La secvencia pepudica que dinige 4 los
ritanimas que conticaca la protefna acicate ol retfoulo ende-
plismico rugosa,

Permesbilidad Aptitud con la que la¢ sustancias pueden
pasar & través de una membrana,

Postraduccional Modificaciones a una protefna después de ba
sido traducida par ¢} phosoma.

Potencial de equilibrio Difercacia e polencis! a través

de una memixana para b que Tas formas idnicas implicadas

se hallan en equilibrio electroquimico; es dependiente

del gradicate de concentracionss de Jog iones, tal y como

To describe 1a ecuaciGa de Nemst.

Pulencial de inversion Potcocial de membeana af cual Ia
comiente invierte si direccin ya sca de caliaate a salicnle

O victversa.

Potencil de manlenimiento  Prtencial eléctrico al el s¢
matticne la roerbrana celnlar par medio de Wenicas convo ef patch
clamp.



Potendal de membrus Polencial eléctrico medido ea ¢}
interior de 1a célula ca relacibn con e} def Muido extracelular,
que &8 por coavenciés jgual a cero; es Ia diferencia de potencial
entre lod do Tados opuestos de [a membeana celulas,

Putendial de reposo Totencial de 1s membeana de una

célula, en museads de estimulacién.

Potenclal de sedén [nversidn transitoria de tipo lode-gada

del potencial de membrana producida por uta corriente 1cgenarativa
hacia ¢l interior en membranas excitables.

Preprofimsuling Proinsuling mils Ya reuchcia d¢ péplido

sciial, La pregruinmling es cortada en proinsulina durante

Ta transfercncia de W protefna nacicnte al retfculo endopidsmico,
Protosuling Un precirsor de Ja insulind que consiate de insuling
¥ un péptido copertante (C). La proiusulina se coa o rompe e
insulioa ea ¢l complejo de Golgi y en los grinulos de secrecifa
inmadiros.

Surcoma Tumer que sa orgins & partir de tejido conectivo 0
muscelar,

Secretagoge Sustancia que estinula o promueve ls secrecién.
Serotonin 5-hidoxitriptamina, 5-HT, actiia como netiroteansmi-
sar, Coll,N,0.

Sulfenilures Firmacor que estimulan la secreciba de insulina de
Tas cflulas B panaciticas a] bloqueas los canales de K regulados
poc ATP.

Tetrodotoxina {TTX) Toxiua que bloquea especificamente Jos
camles de sodia,

Tradueddén Utilizacisn do Ia secuencia de bases del ADN parals

180 Uineal d P

e un polipéptido, Hevada

2 cabo por ua ARNm,
Tranxripdén [omacién de una cadena de ARN con secuencia
de bases complementaria & la secuenciz del ADN.

Voltaj Diferenciade potencial
cida en la membyana plasmitica de las células, que se dede ala

oy o,

difercocia de concentraciones de Jos joncs en log espacios extra o
intracetnlar,
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"These are the last  words
I have to say; ihat's why this
fook so long (o write: there
will be other words some day,
but that's the story of my life.”

B. Joel. Famous last words.
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