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RESUMEN 

Lus células B pancreáticas exhihen varia• caractcrlsticas de tipo neuronal entre lus cuales 

se incluyen su actividad eléctrica y la capacidad de extender neuritas cuando son cultivadas in 

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

neural (NGF) promueve que las células B desarrollen procesos de tipo neurítico, por lo cual fue 

interesante investigar si estos cambios morfológicos se encuentran acampanados por cambios 

fisiológicos en las corrientes i6nica• de estas células. 

En este trabajo, se estudió el efecto del NGP sobre las corrientes iónicas de la• células 

B pancreáticas de rnra, utilizando la técnica de fijación de vofütje en microárcas de membrana 

(patch clamp). Se demostró que el NGP induce cambios en la corriente de Na' ya que la densidad 

de canales de Na• sensibles a tctmdoloxina (TíX) aumenta en un 30.65% con rcsp('.cto al control. 

La cinética de activación de la corricntc iónica no se modifica eu las células tratadas. En cambio, 

la cinética de inactivación en c;tado estacionario de la corriente de Na' de la> células expuesta> 

al factor trófico, exhibe cambios con respecto a la' células testigo. Se obsava, que la curva de 

inactivnci6n para la corriente de Na'. se desplaza aproximadamente 9 m V con respecto a la curva 

de las células testigo, lo cual es un indica1ivo de que las células tratad11s con el factor de 

crecimiento poseen má' canales lis1os parn ser activados por un estimulo eléctrico. 

Las células li exhiben una extraordinaria plasticidad para responder ante los diferentes 

estímulos a los que son expuest<L>, ya que son capaces de extender procesos de tipo neurftico en 

presencia del NGF ª'¡como de presentar cambios en las propiedades eléctricas de sus canales 

iónicos lo cual abre nuevas perspectivas en el campo del estudio de la fisiología de la' célula< 

li. 

ABREVIATURAS UTILIZADAS: ACh, Acelilrnlina; AAllC, L·aminoficidos aromáliros; A!JP, Difosfalo de 

adenoslna; AMPc, Monofusfülo lle adenosina clclico 3'-5'; Al'UU, Vía de CJplura y dci.rarhoxifadón Lle precursores 

de mniua.'\ fluorogénica~; ATP, Trifosfato de Udt'nosina; IUP, Proteína de unMn a cadenas pcsada.i;; BSA, Albl1mi11a 

sérica bovina; CA, catccolamina; CGS, Colagc11.1sa; U600 n-hopmpil-a-tN-mc1il-N-l1or11overn1il)·a-runinopropil)J-



3,4,5·trimeloxifenilncetonilrilo; · DIIP, Dihidropiridina; lll), Desactivnción rápida; GABA, Acido gammn 

nminobutlrico; GAIJ, Descarboxila<> del áddo gluU!miro; GTP, Trifosfatu de gWUlosina; IIBSS, lnsulinoma de 

Hamster¡ IF, Inmunofluorescencia; IFP, Protcfnac; de filamentos intermedios; 1Na1
, Coniente de sodio; KDEL, Lys· 

Asp.Qlu·Lcu; J..-OOPA, L·3,4-diltidroxifeuiletilrunina; M.O. Mcgaolunios; Jll'i, milisegundos; mV, milivoltios; NF-L, 

Ncurofilamento de bajo peso molecuLv, NFP, Protcfnas de neurufilamentos; NGF, FaL1ur de crecimiento ncural; 

NSE. enola¡¡a neuronal especITica; onc, De11carboxilasa de ornitina; pA, Picoampcrios; PDI, Proteína disulfuro 

isomerasa; PEF, Anfoterici11a B; pF, Picofarndios; PKA, ProtcCna cilla.e.a A; PKC, Proteína cioa'ia C; RHC, 

Eritrocitos de borrego; RE, Rc1fc11locndoplásmico; RHPA, J:usayo hcmoUtico im·crso; RINmSF, lnsulinomadcmta; 

S, Coeficiente de sedimentación; SBF, Suero bovino fetal¡ SU, Dcsacüvad6n lenta; STX, Saxitoxina; TH, 'Jirosina 

hidrnxilasa; TTX, TctrodoLOxina; VIP, Polipéptldt1 intestinal \'asoactivo. 
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1) lNTRODUCCION 

A) EL PANCREAS Y SU ESTRUCTURA. 

A.1} Tipos celulares de los Islotes pancreáticos. 

"lt's not what yo11 do tita/ nw.11ers, it's 1!1111 
ym1 do well in wllatever yo11 do that reaUy 
counts." 

M. y M. Rosenhaum. 

El páncreas es una glándula mixta que incluye las partes exocrina y endocrina. lln la parte 

exocrina se elabora el jugo pancreático, rico en en,jmas- tripsina, lipasa, amilasa, cte.- que pasa por 

los conductos excretores al duodeno, donde sus enzima< participan en la desintegmci6n de las proteínas, 

las grasas y lo.< hidratos de carhono hasta obtener los pmductos finales. En la parte endocrina se 

sinleti1an varias hormonas: insulina, glucagon, somatostatina, VII' y polipéptido pancreático, que 

participan en la regulación ·del metaholismo tisular de los hidrntos de carbono, de las proteínas y la 

grasa 20·'°. 

La superficie del páncreas está cublert1 con una cáp.<ula conjuntiva fina que se fusiona con la 

hoja visceral del peritoneo. Su parenquima está dividido en lobulillos, entre los cuales pasan cordones 

conjuntivos. En los mismos esián alojados va1os sanguíneos, nervios, corpúsculos laminosos (de Valer· 

Pacini) y conductos excretorios. La parte exocrina de la glándula en los lobulillos está representada pnr 

los acinos y los conducto; excretorios intralobularcs, asr como por los conductos excretorios 

intcrlobulillares y el conducto pancreático que se abre al duodeno (figura 1) "· Los islotes pancreático.< 

se encuentran distribuidos en todo el órgano ron una mayor densidad en la región caudal ". En la rata. 

adulta., el tamaño de los islotes varía entre 50 y 500 µm " 
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A 

2 

B 

Figura 1) ESTRUL"l'URA 1>~:1, TF.JIDO PANCRl'.\TICO. (A) EsqutllUI de la blsloloR{a dd páncrrR" l• 
Lóbulo pancreátla1; Z.. Alviolo acinar; J. [1;loh~ de J,11ngrrhan.s.. (ll) EM1urma del l.'ilote de LungtrhJms: 1· 
Célula..; •lf11; 2~ Cilutas mw; l· Células delta; 4- Células PP; 5. Capilar Mngufnen; 6- Fibras ncniosaii 
(Modln<J1do do !Clbllev el ni, 1935). 
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Existen 4 tipos de células cndocrinns en el islote pancreático: A, n, D y F. Las 3 primerns 

también reciben los nombres de ll, IJ y ¡¡ respectivamente. Las célu'Xxs ll secretan glucagon las B 

secretan insulina, las o secretan somatostatina, y las F secretan polipéptido pancreático. Las células 6 

que son las más abundantes comprenden entre el 60 y 75% de las células del islote y se localizan 

principalmente en el centro del mismo. Tienden a estar rodeadas por células ll, que comprenden 

aproximadamente el 20% del tollll y por las células o que son las menos comunes 31
• 

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

Figura l) CEI.UL~S IX Y 6 OF.L PANCREAS. Relact6n de las células con los"ª'"'" Sllogufncos.1.a lnsuUna 
y •I glucagon son secretados por nocltosls y olravl .. an la Jimina basal de Ja célula y la lánúna basal dd 
rapllar 1ntrs de entrar en el lumen del cupllnr ren~1rado (Modificada de Junquelra et al, 1989). 
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A.2) Heterogeneidad funcional. 

Varios experimen1os han demostrado que exisle una heterogeneidad funcional entre fas células 

ll, ya que la respuesta de las celulas individuales ante concentraciones estimulatorias de glucosa varían 

amplirunenlc. Se ha sugerido la existencia de diferentes subpoblacinnes de células ll que podrían ser 

clasificadas de acuerdo a la cantidad de insulina secretada en un tiempo dado. En 1991. lliriart y 

Ramfrez.Medeles demostraron que exi1ten tres subpoblaciones secretoras de células ll, las cuales se 

identificaron con la técnica de ensayo hemolflico inverso (RHPA) que se dc.1cribc posteriormente. 

B) LA INSULINA Y SU ESTRUCTURA. 

La esuuctura de la insulina se encuentra bien co11serv11d11 a través de la evolución de los 

vertebrados. La hormona consiste en una cadena A {con 21 aminoácidos) y una cadena D (con 30 

aminoácidos) conectadas por dos puentes di<ulfuro intcrcatcnarios (A 7·B7 y A20-R 19), con una unión 

intracatenaria entre A6 y Al l. Algunas de la1 caraclcrísticas conservada1 incluyen las posiciones de 

los tres puentes disulfuro, las regiones terminales N y C de la cadena A y 10.1 residuos hidrofóbicos en 

la región terminal C de la cadena B 70
• 

B. l) Síntesis de ln.1111fna. 

La insulina es sin1eti1.ada inicialmenlc como un precursor de una sola cadena, la preproinsulina. 

El gen para la insulina humana se localiza en el brazo corto del cromosoma 11. El gen se transcribe 
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en un ARN primario. El procesamiento postranscripcionul incluye la escisión de intrones y la 

poliadenilación del extremo 3' para producir el ARN mensajero para la preproinsulina 11
• 

La preproinsulina se encuentra conformada por un péptido sefial que se encuentra en u! amino 

terminal formada por una secuencia de 24 aminoácidos y seguida por la cadena B de insulina, una 

secuencia Arg-Arg, el péptido concctantc C de 31 aminoácidos, una secuencia Lys-Arg y la cadena ~e 

insulina A 11 • 

La secuencia señal de la preproinsulina es removida por la peptidasa de la señal y degradada 

en el lumen del ret!culo endoplásmico (RE) para formar la proinsulina, ya sea mientras o poco después 

de la translocación "'. La cadena se dobla para dar lugar a su configuración estable, formando los 3 

puentes disulfuro de la Insulina Se piensa que este proceso se encuentra catalizado por 2 proteínas del 

RE: proteína de unión a cadenas pesadas (BiP) que se une a proteínas recién sintetizadas y 

eomplelamentc dobladas impidiendo que se agreguen " y la protefna disulfuro isomera~a (PDI) que 

cataliza la isomeri1.aclón de puentes disulfuro de proteínas 23
• Debido a que la proinsulina carece de lu 

secuencia KDEL en el C-termlnal es capaz de viajar al complejo de Golgi en donde se forman los 

gránulos de secreción en la cisterna trans como se ilustra en la figura 3. 
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•'lgura 3) VJA DE SECllECION EN LA CELULA 6 PANCREATICA. En esta ngura se mu .. tran los 
eventos intracelulares nccuarios para la fonnaciún de los gr'nulos de stcrec1ón de lmulina. (Modlfkada de 
Alhc:ron y Ashcron, 1992). 

La proinsullna es convertida en insulina por actividad de endopeptidasas. No se conoce bien 

como ocurre ésto pero se ha propuesto que existen dos tipos de nctividade.; de endopeptidasas en los 

gránulos de secreción. Las en1jmas designadas como tipo l y tipo 2 poseen distinta especificidad a 

substratos: la cndopeptidasa tipo 1 sólo corta a la proinsulinn en el extremo C-terminnl de la Arg31 y 



Arg32, mientras que la endopeptidasa tipo 2 corta predominantemente en el lado curboxilo de la Lys64 

y Arg65 y tiene algo de actividad en el sitio de la Arg3 l y de la Arg32. finalmente, después de las 

escisiones, el resultado es insulina (es decir, la cadena A y la cadena B unidas por puentes disulfuro 

más péptido e libre dentro de los gránulos de insulina) 18
, 

C) ACTIVIDAD ELECTRICA Y SECRECION DE INSULINA. 

C.1) Propiedades genernles de los canales fónicos. 

Hay evidencias considerables de que la actividad eléctrica de la célula 6 juega un papel muy 

importante en el acoplamiento estúnulo-.o;ccrcción. Algunas de estas evidencias se han obtenido del 

registro del potencial de membrana de células ll en islotes de Langerhans "· Tules estudios han 

demostrado que cuando la concentración de glucosa es subcstimulatoria, las células están polarizadas 

con un potencial de membrana de -70 mV aproximadamente. El me1abolismo de la glucosa, que entra 

a la célula 8 por difusión facilitada, provoca un cambio en la relación ATP/ADP y, por lo tanto, una 

despolarización lentll de la membrana de la célula ll debido al cierre de los canales de K+ dependientes 

de ATP. A concentraciones estimulatorias de glucosa (>7 mM), la despolarización es suficiente para 

llevar a la membrana a un potencial umbral donde hay una despolarización rápida hasta un nivel de 

meseta en el que se superponen trenes de potenciales de acción, después de lo cual la célula se 

repolarha, continuando con una actividad eléctrica oscilatoria mientras el nivel cxtracelular de glucosa 

sea alto. La actividad eléctrica es el resultado de la actividad de diversos canales iónicos presentes en 

¡" la membrana celular de las células n '. La glucosa, incrementa la actividad eléctrica aumentando la 

1 activación de los canales de Ca'• dependientes de voltaje que resulta en un aumento del Ca" 

1 
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intracelular y en la exocitosis de insulina "· 

Los canales iónicos son glucoprotelnas, con un peso molecular de entre 25,000 y 250,000, que 

tienen un poro central que atraviesa enteramente la membrana plasmática. Cada canal consiste de 3 o 

más subunidades que pueden dividirse en tre.• dominios distintos: la partícula de compuerta, que 

contra.la si el canal eslá abierto o cerrado, la vln de conducumcia, que determina cuántos iones por 

segundo fluirán a lravés de la membrana en respuesla a gradientes qulmicos y eléctricos cuando el canal 

eslá abierto y el filtro de selectividad que discrimina cuáles serán los iones que fluyan a través de la 

membrana 16• 

Los iones están hidratados y .no pueden atravesar direclamente In bicapa lipldica de carácter 

hidrofóblco; los canales iónicos son una vla muy importante de permeabilidad para su movimiento a 

través de las membranas celulares. 

Los canales iónicos presentan tres propiedades fundamenlales 67
: 

1) Conducen iones a través de la membrana plasmática a gran velocidad, de 1 a 1 O millones de 

iones por segundo, provocando ílujos de corriente iónica. 

2) Los canales iónicos son allamente selectivos para uno o varios tipos de iones. Existe un filtro 

de selectividad -.n el poro del canal, se propone que los iones se unen a sitios polares especlficos de 

In prolclnn. La interacción entre el ion y su sitio de unión es débil, dando como resulrado una velocidad 

alla de conducción. 

3) Los canales i6nicos consliluyen vlas dinámicas de permeabilidad, ya que pueden e.~tar al 

10 



menos en dos estados, ahiertos y cerrados. Todos los canales estudiado¡; son proteínus alostéricas que 

tienen dos o más estados confonnacionales. Cada una de las conformaciones estables del canal· 

representa un estado funcional düerente. A la transición entre los estados cerrado y abierto se le conoce 

como mecanismo de compuerta o "gating" e incluye necesuriarncntc un cambio confonnacional de la 

protefua. 

Algunos tipos de canales i6nicos sensibles al voltaje, después de abrirse de manera trart~iloria 

durante una despolarización larga, no se cierran sino que entran en un periodo refractario, durante el 

cual no es posible activarlos, a lo que se llama inuctivación del canal. Un canal iónico sensible al 

voltaje que se inactiva, solamente puede cerrarse después de que el potencial de membrana regresa al 

nivel de reposo. Se piensa que la inactivaci6n del canal se debe a un cambio confonnacional de la 

protefna controlado por una región distinta a la compuerta que regula su activación ". 

La célula no invierte directamente energfa en promover el paso de iones a través de un canal 

abierto, ya que los iones se mueven a favor de su gradiente electroqufmico. El potencial de reposo se 

origina por la existencia de un gradiente de concentración de iones y de potencial eléclrlco a través de 

la membrana. Supongamos una membrana cuyos canales en reposo son exclusivamente penneables a 

K'. La concentracMn del K' es mucho mayor dentro de la célula, de manera que el movimiento de K' 

a través de los canales será hacia fuera, a favor del gradiente de concentración. Esto ocasiona que exista 

un exceso de cargas positivas en el exterior y dentro un exceso de cargas negativa.~. Esta separación 

de cargas impide que siga saliendo K' de la célula, llegando as! a un estado de equilibrio, llamado 

estado estacionario, en el cual la.~ fuw,1s impulsoras eléclrica y química son iguales y opuestas entre 

11 
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Si se abrieran canales de Na• el movimiento sería de fuera hacia dentro, debido al gradiente de 

concentrución. La entrada de Na• provocaría que la magnitud del voltaje transmembranal disminuyera, 

es decir la célula se despolariz.arfa. 

C.2) Canales fónicos de la~ dlulns 8. 

A la fecha han sido descritos los siguientes tipos de canales en fa.~ células B: 

-Canales de Pota.~lo: 

i1) Scusibics a glucosa y A TP '·". 

b) Activados por calcio 17
, 

c) Dependientes del voltaje membrana! '~1• 

-Canales de Sodio 22."·16
• 

·Canales de Calcio "·"·"'·". 

Los diferentes tipos de canales i6nicos que han sido identificados en la membrana de las células 

B se muestran en la figura 4. 
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Figura 4) TIPOS DE CANALES IónkOS ENCONTRADOS EN LA llfFMRRANA DE !.AS CELULAS O. 
Abrevlaclontsi K-1, canal de K •cUvado por lnhibklores de secreción; canal K-ATP, canal de K re,,rulado 
por ATP; cana! A, canal de K tramJtorlu saliente; RT-K, canal de K rectiOcador tardío; K-Ca, canal actJv1do 
por Ca; canal NS, canal no selectivo a cationes; canal ACb, canal 11ctJvndo por ncetllcollna; proteína G, 
proteínn acUvada por GTI'. l.89 lle<has rellenas repr.,.nlan las vías lnhlbllorias y las Rechu vaclas 
representan las YlÍl< artlvadoras. (Modificada de Ashcroft y Ronman, 1989), 

C.3) Canales de Ca". 

Se han descrito dos tipos de canales de Ca" en la1 células B de rala: tipo L y tipo T ".Ambos 

canales difieren en sus cinética1 de inactivación y de activación asf como en su habilidad para 

transportar cationes divalenles ya que los canales tipo L o de desactivación rápida (FD) transportan 

·mejor el Ba" que el Ca'+, mientras que la conduclancia de los canales To de lenta desactivación (SD) 

e.1 igual para ambos cationes divalen1es '""· 
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Las corrientes de Cal+ tipo L, o de desactivación rápida, son sensibles a ta acción de 

dihidropiridinas" y su actividad declina con et tiempo de peñusión intracelular, que se le conoce como 

"lavado; este fenómeno depende de la fosforilación del canal y puede reducirse utilizando Mg-A TP 

dentro de la pipeta de registro ". 

Se ha sugerido que los cannles de Cal• tipo L son responsables tanto de la despolarización para 

el potencial de acción como del porcncial de meseta. Lo que implica que la mayor parte del influjo de 

Ca,. que se requiere para la secreción de insulina es a través de canales de ca>+ tipo L. También es 

imporrantc notar que la1 dihidropiridinus, que bloquean específicamente a estos canales, también 

bloquean la secreción de insulina en células Ilff (Hamstcr insulinoma tumor) sugiriendo que los canales 

de Ca,. tipo L controlan la mescra y la actividad eléctrica en espigas activada por varios secreragogos 

de insulina "A'. Es bien sabido que la glucosa induce potenciales de acción de calcio y que se requiere 

el influjo de Ca2+ para inducir la liberación de insulina SI se aplican bloqueadores de los canales de 

Cal+ o se elimina el calcio extnleelular, se inhibe lllnlo la actividad eléctrica como la secreción de 

insulina. 

Los canales tipo T de las células ll pancreática1 se desactivan lentamenle, se activan a 

potenciales cercanos a -40 m V, es decir a potendales más negativos qu" los ca.mies tipo L que se 

activan a potenciales cercanos a -20 m V. y se inuctivan rápidamente. En 1988, Hirian y Mane son 

propusieron que. los canales tipo T podrían estar involucrados en la generación de la meseta de 

despolarización debido a que se activan a potenciales más negativos que los canales tipo L y que los 

canales tipo L. podrían ser responsables de la generación de las espiga1 superpuestas en la mcscra de 

14 



despolarización. 

Los potenciales de acción de las células 6 se pueden inducir despolari7imdo la membrana hasta 

-40 m V con K• o por aplicación de corriente en la ausencia de glucosa y estos potcnciales de acción 

son dependientes del Ca,. en el medio extracelular. Son bloqueados por Mn" o Co,. o bloqueadores 

del canal de Ca" como D-600 o nifedipina •. 

C.4) Canales de Na'. 

Una gran variedad de estudios han demostrado que las célula.1 6 poseen canales de Na•. Esta 

corriente puede ser identificada por su rápida activación y su rápida inactivación y por su sensibilidad 

a los bloqueadores de canales de Na• como la tetrodotoxlna (TI'X) y la saxitoxina (STX). Las corrientes 

de Na• se activan a potenciales más positivos que -50 mV con un pico entre O y +to mV y el potencial 

de inversión positivo a +40 m V "''. 

En Ja mayoña de las células excitables, los potenciales de acción ocurren como resultado de un 

incremento en la conductancia al Na• o Ca" o de wnbas. Pero en las célul:IS O, el papel del Na• no es 

tan claro. En 1968, Hales y Milner propusieron que el Na• externo era un rec¡uisito para la respuesta 

de las células 6 ante una estimulación con glucosa, ya que si se sustituye el Na' por u•. que pcrmca 

a través del mismo canal, se bloquea Ja secreción de insulina. Ellos sugirieron que el influjo de Na• a 

la célula 6 podría estar liberando Ca,. intracelular secuestrado, que a su vez, como Ca2• libre estimulañn 

la liberación de insulina. 
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Varios experimentos en que se utilizó ·rrx, han demostrado que estos canales no tienen efecto 

sobre la actividad eléctrica de las células 6 ".Sin embargo, en 1988 Hiriart y Matteson demostraron 

que las células 6 de rata poseen canales de Na' que se activan rápidamente llegando a un pico y luego 

se inactivan durante una despolarización mantenida. La corriente transitoria revierte su dirección de 

entrante a saliente entre +40 y +60 mV. La corriente se activa a -30 mV y llega a un máximo alrededor 

de +10 mV. Esta corriente transiloriu es bloqueada por 1TX y su magnitud disminuye cuando se reduce 

la concentración de Na• extracclular, lo cual indica que es acarreada por canales de Na• sensibles a 

voltaje. También se demostró que la 1TX tiene un efecto sobre la secreción de insulina en las células 

6 a concentraciones estimulatorias de glucosa (IU-20 mM). Esto demuestra que los canales de Na• de 

las célula.~ 6 de rata son importantes en el acoplamiento estfmulo-sccreción ". 

C.5) Canales de K'. 

El fenómeno iónico más temprano asociado con la secreción de insulina es una disminución en 

el enujo de K• ya que la glucosa inhibe el enujo de K' de los islotes de rata. Se ha propuesto que las 

oscilaciones en la tasa glucolftica y la relación ATI'/ADP en la célula beta, están relacionadas a la 

actividad de los canales de K' sensibles a ATP, que a su vez regulan el potencial de membrana, [Ca"], 

y la liberación de insulina ". En la figura 5 se muestra la serie de pasos que llevan a la secreción de 

insulina. 
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Figura 5) •'ENOMENOS QUE LLEVAN A LA SECRECION llE INSUI.INA DE LAS CELULAS n POR 
14A ENTRADA DE GJ,UCOSA. El metabofü1mn de Ja glucosa provoca un cambio en Ja relación ATP/ADP 
dentro de la célola In cual pnm>CR el derre de IM canales de Kº semlbles a ATP y, por lo tanto, Ja 
despolarización de la membrana permitiendo la enlrada de Na• y Cah. El aumento en el cai+ citosóllco 
provoca la secreción de lmullna. También se esquematizan los mecanismos celulares 11ue existen para 
amorUguor el aumento en la conctnlraddn de Ca1

' dtos6Ucu. (Modlftcad11 de Atwater el al, 1989). 

Hay dos tipos de canales de K' que son afectados por el mctabo!L<mo de la glucosa: 

1) ·El canal de K' sensible a A 11' cuya actividad disminuye cuando el metabolismo de la glucosa 

incrementa la concentración de ATP en la célula. 

2) El canal de K' sensible a Ca" que es activado en presencia de Ca" en el citosol y cuando 

la membrana es despolarizada. El melllbolismo de la glucosa incrementa la lll'ill a la cual el Ca'• es 

removido de la cfüla, posiblemente incrementando el AMPc ~oc, por lo tanto, inhibe la actividad del 

canal de K+ sensible a Ca". 
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El influjo de Ca" a través dd canal de Ca'' provoca un aumento en la concentración de este 

ion divalente en la vecindad del canal, lo coa! dispara la liberación de gránulos de insulina por 

exocitosis 1
• Sin embargo, la acumulación de Ca" en el citosol tambi~n lleva a la activación 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 rápido del Ca'' por parte del relfculo 

endopUsmico, acentuado por AMPc, mantiene el Ca" en el cilosol lo suficientemente bajo como para 

conservar la despolarización. Cuando esta respues"1 de amortiguamiento se satura, éste es bombeado 

fuera de la célula '· 

D) EL DESCUBRIMIBNTO DEL FACTOR DE CRECIMIENTO NEIJRAL. 

En 1948, Elmer Brueker, observó que al transplantar fragmentos del sarcoma 180 de ratón a 

embriones de pollo de 3 día1, las fibras nerviosas que emergían de los ganglios dorsales presen"1ban 

acceso al tejido neoplásico mientras que las fibras nerviosas motora~ no entraban en el tumor. Con base 

en estas observaciones se concluyó que 1111 propiedades histoquúnicas del sarcoma proporcionaban un 

campo favorable para el crecimiento de fibras sensoriales. 

Posteriormente se descubrió que en los embriones donde se hahía transplantado este sarcoma, 

se observaba fibras nerviosas simpáticas que inervahan vfscr.ras que nunca eran inervadas en los 

embriones nonnales. Tarnbi~n se encontró que estas fibras simpáticas se desarrollaban dentro de las 

venas del hospedero donde formaban grandes neuronas que obstru!an la circulnción sangufnea. Con esto 

surge la hipótesis de que esto.1 efectos anormales podfan deberse n la presencia de un agente difusible 
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producido por las células neoplásicas 47
• 

La existencia de este agente difusible se comprobó al transplantar el sarcoma de ratón a la 

membrana corioalantoidea de embriones de pollo de 4 a 6 días de tal manera que los tejidos 

embrionarios y neoplásicos no se encontraban en contacto directo, pero sí por el sistema circulatorio, 

con lo que se observó el mismo fenómeno descrito anteriormente". 

En experimentos subsecuentes en donde los ganglios sensoriales y simpáticos explantados de 

embriones de pollo de 8 días en un medio semisólido, cercanos a, pero no en contacto directo con 

sarcoma 180 o 37 de ratón, produjeron, en 24 lioras, una red de fibras nerviosas muy densa en dirección 

del tumor 47
• 

En 1954, Ceben et al, lograron aislar una fracción de nuclcoprotcína a partir de los dos tumores 

a la cual se atribuyó la actividad promotora de crecimiento neurat in 1•itro. Para comprobar cual de los 

componentes de esta fracción, es decir, si la fracción proteicn o la fracción de ácidos nucleicos tenía 

actividad biológica, se usó el veneno de serpiente mocasín, que contiene fosfodiesterasa, una enzima 

que degrada ácidos nucleicos. Se esperaba que la adición de este veneno a la fracción de nucleoprolefna 

tumoral suprimiera la formación de la red o halo fibrilar, y por el contrnrio, lo que se observó fue que 

aumentaba la densidad del halo fibrilar, cuando el ganglio era incubado en presencia de la fracción 

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 crecimiento neural, que se describió como una proteína de 

peso molecular de 20,000 15
• 
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Los descubrimientos posteriores demostraron que la adición de extractos de glándula salival 

submaxilar de ratón, al medio de cultivo, provoca el desarrollo de un halo fibrilar más compacto y más 

denso. Estos órganos almacenaban al factor de crecimiento ncural (NGF). Caben purificó y aisló esta 

molécula proteica de peso molecular de 44,000 1'. 

E) ESTRUCTURA DEL NGF. 

El NGF aislado a partir de glándulas submaxilares de ratón es un complejo de alto peso 

molecular que contiene 3 tipos de cadenas polipcptldicas designadas et, B y 'Y asociadas por fuerzas no 

covalentes débiles. lJl complejo posee un peso molecular de aproximadamente 130 kDa y tiene un 

coeficiente de sedimentación de ?S. El hecho de que, a concentraciones lisiológicarnentc activas, el 

complejo 7S se encuentre totalmente disociado en sus subunidades constitutivas sugiere que no tiene 

actividad biológica 10
• 

La caractcri7Jtción química y estructural del NGF de ratón y la relación de su estructura con su 

mecanismo de acción no es clara. Se ha visto que su actividad promotora de crecimiento está asociada 

con una proteína de peso molecular de 30K con una constante de sedimentación de 2.5 S 8• Aunque 

toda la actividad promotora de crecimiento de este complejo (7S NGF) está asociada con la subunidud 

2.5S (B), se ha reportado que puede presentarse actividad biológica recombinando la subunidad 6 con 

suhunidndcs et y 'Y previamente separadas 76
• 
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Por medio del análisis de sedimentación y fraccionamiento de péptidos trípticos (obtenidos por 

la digestión con tripsina) solubles se encontró que el NGF 2.5S posee una estructura dimérica 

compuesta por 2 subunidadcs idénticas de peso molecular de 14,500. Postcrionnente, se estableció que 

cada cadena polipept!dica poseía 3 enlaces disulfuro y que las subunidadcs se encontraban asociadas 

por fuerll!S no covalentes. La secuencia de aminoácidos de Ja subunidad 2.5S del NGF se muestra en 

la figura 6 '. 

La subunidad 2.5S del NGF eslá compuesta por 118 aminoácidos y posee un dominio con alto. 

contenido en lisina, ácido aspánico, alanina, valine y leucina y dos dominios con alto contenido en 

ácido glotámico y glicina '. 

Figura 6) Suhunhbd 2.SS (11) del NGF, con uclivldad bloMglca (lllodllicada de Angekltl y Dradshaw, 1971). 
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F) EL RECEPTOR AL NG~'. 

La habilidad del NGF para ejercer sus acciones tróficus, de diferenciación y mitogénicas sobre 

sus célula1 blanco está mediada por la unión de alta afinidad a Jos receptores de la superficie celular. 

Existen dos clases de receptores para el NGF: los de alta afmidad (con una constante de disociación, 

Kd= 10-'.'M) y los de baja afinidad (Kd= io-'Ml "·En Ja figura 7 se muestran los dos receptores 

distintos donde el receptor de alta afinidad es una proteína de 140 KDa llamada prototrk A (pl40..,.) 

y el receptor de baja afinidad es una proteína de 75 kD11 que se denomina p75Norn. La concentración 

de NGF necesaria para provocar una respuesta y la detección de una unión del NGF con alta afinidad 

en células sensibles a NGF indican que la respuesta biológica al NGF depende de las interacciones con 

el receptor de alta afinidad 32
• 

El receptor de baja afinidad al NGF (LNGHl o p75Non) es una cadena peptídica .~ncilla de 

aproximadamente 400 residuos de aminoácidos, con un dominio ónico que arraviesa la membrana y que 

separa un dominio cxlrncelular ligeramente más largo de un dominio intracelular más corto ". Las 

regiones ricos en cisterna (anillos) detenninan el dominio de unión del NGF "' y cada uno de estos 

anillos se requiere y ordena de tal manera que fomia un sitio correcto de unión de NGF ". Es 

interesante notar que u lu región intracelular de este receptor no se le ha comprobado ninguna 

interacción con lo.1 mecani~mos de transducción de seHales conocidos "; sin embargo, se piensa que 

si existe alguna relación con la transducción de señales ya que cuando el NGF se une a esta protcfna, 

el complejo c¡ue se forma (NGF-p75'º'R) es intemalizado por endocitosis "· 
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Se ha demostrado que el NGF se une al proto-oncogén trk en células PC12 "· El producto del 

proto-oncogén trk es una glucoprotefna transmembranal que se expresa selectivamente en el sistema 

nervioso en desarrollo. La identificación de trk (pl40"""") como un receptor al NGF en las células 

PC12, sugiere que puede participar en una unión de NGF de aUa afinidad. Este receptor de alta afinidad 

penenece a la familia de las cinasas de proteínas que fosforilan sus sustratos en residuos de tirosina 

(cinasas de tirosina: 42• Además, es interesante notar que la coexpresión de p 140""'"• y p75Nm• se 

requieren para la fonnación de sitios de unión al NGF de alta afinidad. Kaplan et al (!991) reportan 

que es probable que el sitio de unión para NGF de alta afinidad esté compuesto de, por lo menos, 2 

componentes de unión de NGF: el producto del gen trk y p75Norn que unen al NGF con una Kd de alta 

afmidad "· 

75kDo 1, '\ 

¿PROU:INA G? 

TIROSIN CINASA 

140 kD• 

Flgun 7) RECEPTORES MEl.ffiRANALES A Nm·. J,a.< dilen:ncta. básicas enlrt 109 dos rt«ptures a NGF 
:ie esquematiun en e.sta figura, al igual que los mecanlstnoo de transducdón de señales con lll'I que 
Interaccionan. (llfodlllcada d• Meaktn y Shooler, !9'JZ). 
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G) FUNCION DEL NGF SOBRE SUS CELULAS llLANCO. 

Las funciones biológicas más importantes del NGF incluyen: su acción neurotrófica tanto in 

vitro como in vivo, su habilidad para modular el programa de diferenciación de la.• células neuronales 

precursoras y su contribución al mantenimiento del fenotipo diferenciado adquirido "· 

El NGF es un factor neurotrófico requelido para la sobrcvivencia y crecimiento de neuritas de 

las neurona.• colinérgicus del cerebro frontal, neuronas postganglionares simpáticas y células 

ganglionares sensoriales derivadas a partir de la cresta neural. El NGF es producido por células en 

blancos periféricos de axones simpáticos y sensoriales a.•f como por células de Schwann y los 

macr6fagos en nervios periféricos en. dcsnrrollo. Los niveles más alta> d~ NGI' en el cerebro de los 

mamífero.• ocurren en regiones de la fonnación hipocampal y la corteza cerebral ". 

Las células cromafincs y la linea celular PCl2 se han convertido en los modelos elegidos para 

estudiar la capacidad del NGF para modular la expresión fcnollpicn y los mecanismos molecularo.• 

adyacentes a este proceso. 

Cuando las células PCl2 son cultivadas en presencia del NGF, se diferencian dando lugar a 

neuronas de tipo simp~tiro. Dejan de dividir•c, se desarrollan neuritas y se vuelven eléctricamente 

excitables '"'. 

Grcene y Tischlcr (1982) demostraron que el NGF es capaz de inducir síntesis de protelnas 
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citoplásmicas y nucleares como ODC, tubulina y proteína.1 de neuroftlamentos que juegan un papel 

importante en la extensión de neuritas. 

Varios estudios realizados en células PC12 indican que el NGF también tiene un efecto sobre 

la expresión de los canales de Na•. Pollock et al (1990), demostraron que al cultivar estas célulus con 

NGF durante JO días. Ja corriente de Na• sensible a TIX aumenta considerablemente ya que la mayoría 

de las célula.1 no tratadas con NGF carecen de corriente de Na•. El efecto del NGF en este cuso es el 

de promover una diferenciación desde un tipo adrcnal hacia un tipo neuronal con actividad eléctrica 

acentuada. 

Il) ORIGEN DE LAS CEI.ULAS 8. 

La cresta neural es una estructura embrionaria temporal que aparece junto con los pllegucs 

neurales que se cierran para formar el tubo ncural. Poco después de que se forma la cresta neural, las 

células migran a diferentes partes del embrión para dar lugar a una gran variedad de células 

diferenciadas. 

El origen embriológico de las células B ha sido un tema de gran controversia, porque se ha 

propuesto tanto un orígen endodérmico como uno neuroccwdérmico para el islote pancreático. La 

posibilidad de que las células ll se originen a partir del endodermo (teoría clásica) se basa 

principalmeme en estudios anatómicos durante la ontogenia del páncreas. Por otro lado, la posibilidad 

de que la.1 células 6 se originen del neurocctoderrno, y que sean parte del sistema APUD (amine 
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precursor uptakc and decarboxilation), se basa en las características citoquímicas y uUraestructuraJ.es 

de las células secretoras de polipéptidos. 

A continuación se enumeran las características que comparten las células 6 con las células del 

sistema APUD: 

-Capacidad para extender neuritas 71
• 

-Antlgenos neuronales encontrados en las células B: 

Enzimas de biosfntcsis de catccolaminas n.n. 

Sinaptofisina1, pcriferina, NF·L, enolasa neuronal especlfica 18~1 • 

Un alto contenido de GABA y GAD ". 

-Actividad eléctrica de las célula1 6 1m ... 

Escura! et al (1991) demostraron la presencia de Nf.Ps (proteínas de neuroíllamentos) como la 

NF-L Oow molecular neurofilaruent NFPJ y de periferina en una línea celular de insulinoma de rata 

(RINm5F). Eslas dos proteínas de filamentos intermedios (IFPs), especflicas de neuronas 

son expresada1 en primordios de Jos páncreas pero no en páncreas adultos·. Aunque todo el sistema 

nervioso e,1 dr origen ectodérmico, se piensa que tanto d sistema nervioso central como el periférico 

se originan del neuroectodermo y que algunas células sensoriales así como sus célula1 gliales 

acompaftantes se originan a partir de placas que son engrosamientos del ectodermo cefálico. Es hien 

sabido que la pcriferina se expresa sólo en poblaciones neuronales bien definidas y que es un elemento 

IFP representativo de las célula1 simpática1 y de las células PCl2 que adquieren varias propiedades de 
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neuronas simpáticas en respuesta al NGF. 27• Por lo tanto, el hecho de que las células 8 expresen 

periferina es una evidencia que apunta hacia un orfgcn ectodérmico de las células del islote pancreático. 

El hecho de que la pcriferina se encuentre en primordios de páncreas y no en páncreas de 

animales adultos, se explica tomando en cuenta que las células del islote pancreático migran, llegan a 

su destino final y expresan proteínas neuronales en respuesta u las scftales del medio ambiente que sería 

simillar al que rodea a las céluln.1 del sistema simpático. Posleriormcntc, el medio ambiente cambia 

coincidiendo con la diferenciación de los órganos y consecuentemente con el futuro de las células 

endocrinas; la expresión de los marcadores neuronales se podría reprimir y las células madurarían dando 

lugar a células endocrinas funcionales 21 • 

Te.itelman et al {1981) dcmoslraron que las células del islote pancreático también contienen dos 

enzimas de la vfa biosintética de las catecolaminas (CA): la tirosina hidoxilasa (TI!). que calali1.a la 

conversión de la tirosina en L-DOPA y lambién la dcscarboxilasa de los L-aminoácidos aromáticos 

(AADC). que convierte los precursores de L-DOPA y 5-hidroxitroptofano en dopamina y serotonina, 

respectivamente. 

Sin embargo, también es importante mencionar las evidencias en contra de un posible origen 

neuroectodérmico de las células IJ. Teilclman (1990) reporta que al remover el ectodermo del tejido 

cmbriónico del ratón, antes de que se inicie la migración de las células de la cresta neurnl, se observan 

rudimentos emhriónicos con células inmunopositivus u glucagon, TI! y NSE. Teilelman propone que 
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es posible que estas células correspondan a células de islotes in~aduros encontrados en el páncreas 

tanto i11 vitro como i11 vivo caracterizadas por la presencia de marcadores neuronales y por la presencia 

de, por lo menos, una hormona pancreática. La presencia de células endocrinas en los explnntes 

demostraría que éstas no se derivan a partir de la cresta neural. 

También se ha propuesto la hipótesis de que las células endocrinas del páncreas se deriven a 

partir de precursores neuroectodérmicos que migran hacia el endodermo antes de que se forme la cresta 

neural. Para comprobar la validez de esta hipótesis, se construyeron embriones quiméricos i11 vilro 

asociando el neurocctodermo de codorniz con el eodomesodermo del pollo. En todos los explantes se 

observó que los ganglios entéricos se originaban a partir del ectodermo de codorniz, pero las células 

endocrinas eran de pollo. A partir de. estas observaciones se concluye que las células endocrinas del 

páncrea.q no se originan del neuroectodermo, sino que se derivan del endodermo a medida que éste se 

estiblece al final de la gastrulación ''. 

Es importante notar que las célula.q 8 exhiben varias caracterfsticas de tipo neuronal entre las 

cuales se incluyen su actividad eléctrica. la cual es importnnte para la secreción de insulina como ya 

se mencionó; además de esta caractcrfstica fisiológica, las célulaq 8 tienen la capacidad de extender 

neuritas cuando son cultivadas in vi1ro 71 , este cambio morfológico hacia un tipo celular que asemeja 

neurona.~ se ha reportado que también es inducido por NGF; ya que se ha observado que el NGF induce 

la extensión de neurita.~ en una línea <le células 8, R!Nm5F, que proviene de un insulinoma de rata ". 

Estos efectos del NGF sohre la morfología de las célula.~ 8 Ulmbién se observa en célula~ ohteni<las a 

partir de cultivos primarios como Jo demuestran los estudios realizados previamente en el laboratorio. 
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En estos trabajos también se demostró que el ll'GF actúa directamente sohrc las células 6 ya que 

expresan, al menos, un receptor a este factor de crecimiento. La sensibilidad de las células 6 al NGF 

podría indicar un posible origen común entre estas células y células de tipo neuronal; es decir, que 

ambos tipos celulares se originan a partir del neuroectodermo. 
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11) HIPOTESIS 

Como ya se mencionó, se ha observado que las células 6 poseen la capacidad de extender 

procesos de lipo neur!lico espontáneamente in vitro 71 y el creclmiento de estos procesos es promovido 

por el NGF tanto en una llnea de células B tumorales (RINm5F}" como en cultivos primarios de ellas, 

lo que se debe a Ja expresión de un receptor a NGF en la membrana plasmática de las células 6 n. 

Los efectos del NGF sobre sus células blanco no son solamente a nivel morfológico, sino 

también a nivel fisiológico, ya que, por ejemplo, este factor induce cambios en la actividad eléctrica 

de las células cromafines y PCl2, en estas últimas el NGF induce lu aparición de canales de Na• en 

la membrana pla<mática ". 

Las células B poseen canales de Na• y de Cal• en la membrana pla1mática que son importantes 

en el proceso de acoplamiento estimulo-secreción. Dado que el NGF promueve la extensión de neuritas 

en las células 6 de rala, resulta de interés estudiar si esros cambios morfológicos conllevan cambios en 

las corrientes iónicas de Na' y Cal'. 

De acuerdo con los datos obtenidos en el laboratorio en cuanto a los cambios inducidos por el 

NGF .10\lre la morfología de las células 6 pancreática< de rata; y a los efectos de este facror sobre las 

corrientes i6nica1 entrantes en otros sistemas celulares, suponemos que, probablemente, el NGF tenga 

algún efecto sobre la densidad de corriente iónica de la1 células 6 pancreáticas de rata. 
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ID) OBJETIVOS ESPECIFICOS 

l) Analizar el efecto del NGF 2.5S sobre las corriente.~ i6nicas entrantes de Na' y Ca'' de 

células B aisladas y cultivadas en presencia del factor durante 5.7 d!as; de existir un efecto sobre las 

corrientes iónicas, evaluar si existe un cambio en las cinéticas de activación e inactivación de los 

canales iónkos de las células. 

2) Evaluar si existen diferencias en la actividad elécnica de las diferentes subpoblacioncs 

funcionales de células B. 
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"El hombre es una criatura singular. Posee un cúmulo tk dones que lo 
hacen llnlco e111re los animales: a diferencia de ellos, no es una figura 
del paisaje, es un modelador de me. En cuerpo y meni. es el 
explorador de la MJuraleza. el animal ubicuo q11e no ha enconlrado 
súw creado su hogar en cada continente." 

J. Bronowskl. El ascenso del hombre. 

IV) MA TERJALES Y METODOS 

Los reactivos necesarios ¡iura llevar a caho los procedimientos experimentales se 

obtuvieron de las siguientes fuentes: 

Colagenasa tipo IV de Wm:thingcon (Frechold, NJ, USA); anticueqio contra insulina de 

Biodesign lnternational (Kcenebunkport, ME, USA); suero bovino fetal (SBF), complcmen!o de 

cobayo, solución salina balanceada de Hanks (HBSS) y soluciones de gentumicina y penicilina-

cs!rcptomicina de Gib<:u (Grand lsland, NY, USA); albámina de suero bovino (BSA), cloruro de 

cromo, protelna A de estafilococo, HEPES. hidrobromuro de poli-L-lisina (peso molecular 

>380,000), medio RPMI 1640, D-[+]-glucosa, solución dispcrsante, sal de Spinner-Eagle, l'icoll 

tipo 400DL (peso molecular 400,000) y NGF 2.SS de Sigma Chcmical Co. (SI. Louis, Mu, USA), 

tctrodotuxina de Calbiochem (La Jolla. CA, USA); ácido L-aspártico de Aldrich Chemical Co; 

Pentobarbital sódico (AnestcSal) de Smith Kline, Norden de México. 
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A) OBTENCION DE CELULAS fl PANCREATICAS DE RATA. 

A.1) Dlsccclón de los páncreas de rata. 

Los páncreas fueron obtenidos a partir dt' ratas Wistar macho de peso de 250 a 280 g, de 

acuerdo con Ja técnica de Lucy y Kostianovsky (1967). 

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (0.063 mg/g). Se cerró el conducto 

de Wirsung y se canuló el conducto pancreático a la altura de su unión con el conducto biliar y 

se inyectaron de 5 a 1 O mi de solución de Hanks suplementada con gentamicina 5 µg/ml y 0.1 % 

de albúmina sérica bovina (HBSA). Se disecaron y limpiaron el cuerpo y la porción caudal del 

páncreas insuflado y se cortaron en pedazos pequeños, posteriormente, se digirió el tejido cun 

colagenasa tipo IV (CGS 0.1 mglml) durante 15 minutos a 37°C. 

A;2) Gradiente con Flcoll. 

Para la separación de los islotes pancreáticos se utilizó un gradiente de Ficoll (27, 23, 20 

y l J % en HllSA). Una v"z listo el gradiente é.<te se centrifugó a 2000 rpm durante 10 minutos. 

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

ayuda de una pipeta Lang-Lcvi. 
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A.3) Dispersión de la• células del islote pancreático. 

Los islorcs limpios de tejido acinar fueron disgregados con tripsina durante 10 minutos 

a 37'C en un baño con agilaci6n constante y rápida, y se dispersaron las células manualmente 

con la ayuda de una pipeta Pasreur silicnnizada. Fmalmenle, las células se lavaron 3 veces con 

medio RPMl 1640, penicilina 200 ¡úml, estreptomicina 200 µg/ml, anforericina B 0.5 µg/ml 

(PEF), 2 mM glutamina y 10% de SBF paia inacrivar a la tripsina. 

A.4) Cultivo de las células del Islote. 

Las células se sembraron en cajas Coming para cultivo primario con medio RPMI llí40, 

penicilina 200 µ/mi, estrcptomicina 200 µg/ml, anfolericina B 0.5 ¡Jg/ml, 2 mM glutamina y 10% 

SBF, (testigo) y 40 ng/ml de NGF 2.5S (tralamicnro), segiln fuera el cao;o y se mantuvieron en 

cultivo en una incubadora humidificada (5% C02 en 95% de aire) durante 5 días antes de realizar 

el ensayo hcmolÍ!ico Inverso o RHPA (Reverse Hemolytic Plaque Assay) ". 

B) IDENTIHCACION DE LAS CEl.ULAS fl POR MEDIO DEL RIÍPA. 

Las células 8 aisladas fueron identificadas por medio de la técnica de etL•ayo hemolítico 

inverso o RHPA para lo cual se llevó a cabo como sigue": 
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B.!) Conjugación de criltorltos de borrego (RBC) con la proteína A. 

Los eritrocitos fueron conjugados con protcfna A de Srapllyloccoc11s a11re11s en presencia 

de cloruro de cromo con el propósito de unir anticuerpo contra insulina a la membrana. 

B.2) Preparación de cúmurns de Cunnlnghnm. 

El RHPA se llevó a cabo en cámaras de Cunningham utilizando caja~ para cultivo 

primario Coming a las cuales se les habfa agregado poli-1-lisina (0.S mg/ml en solución 

amortiguadora de TRJS, 0.15 M. pH"' 8.2). Las cámaras se fabricaron de tal mtl!lcra que la 

honnona secretada difundiera lateralmente concentrándose alrededor de las células B. 

&~1) Ensayo hemolítico Inverso (Rlll'A}. 

El ensayo hemolftico inverso explota el fenómeno de hemólisis mediada por complemento 

en presencia del complejo antígeno-anticuerpo como se muestra en la figura 8 ". 

Anticuerpo 

{S camplWNanto 

~~--·.l.~ .. c 
Insulina ~ .._.-

célula a PrA olWC Hez0011s1s 

•·1gura 8) Reprcsentaclón del meranlsmu de hrmóllsls meclittdn por complt!jos antlgeno-anllcuerpo en 
presrnda de cornplemenlo (lllodlllcada de Snútb ti al, 19119), 
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Las células cultivadas se despegaron de las cajas de Petri con 2 mi de solución sin calcio 

a 37ºC, Posterionnente, se hizo una mezcla de eritrocitos y células y se colocaron 30 µl de la 

mezcla en las cámaras y se incubaron durante una hora para asegurar que las células se pegaran 

al piso de las cámaras. Despu~ se les agregó glucosa 20 mM en Hanks junto con el anticuerpo 

contra insulina y se incubaron una hora. Las células fueron incubadas con complemento durante 

30 minutos, y al finali1J1r el RHPA, las células se continuaron cultivando en medio RPMI 10% 

SBF + 2% PEF con y sin tratamiento. 

C) EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS. 

C. l) Soluciones de registro. 

SOLUCION EXTERNA (mM) 

130 NaCl 

SKCl 

5 CaC12 

2MgC12 

10 HEPES 

10 Glucosa 

pH= 7.33 

Osm= 295m0smol/Kg 
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SOLUCION INTERNA (mM) 

120 CsA~p 

10 CsCI 

IO BAPTA 

IOHEPES 

5 CsF 

2 A1P-Mg 

pi!= 7.26 

Osm= 285mOsmoi/Kg 



En algunos experimentos se agregó JO mM de NaCl a la solución intcrna para medir el 

potencial de inversión y en otros, se usó tetradotoxina en el medio externo (ITX !00 nM) para 

bloquear la corriente de Na'. 

C.2) Registro de corrientes de Nn' y Ca'' por medio de la técnica de fijnclón de voltaje en 

núcyoárea~ de membrana (patch clamp). 

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

Sylgard. La resistcncia de los electrodos en la solución de registro fue de 1.5 a 1.8 MU. 

Los registros se llevaron a cabo en la configuración de célula completa de la técnica de 

"patch clamp" que consiste en fonnar un sello de alta resistencia (gigaohms) entre la punta de 

un microelcctrodo de vidrio y la membrana celular. Después de hacer el sello se rompe la 

membrana que subyace al electrodo por medio de un pulso de succión haciendo posible el 

registro de corrientes macroscópicas "· La generación de pulsos y la adquisición de datos fue 

controlada u.sando un amplificador Axopatch 200 (Axun lnstrumenL1, lnc.) conectado por una 

interfase DMA TL-l (Axon Instruments, !ne) a una computadora ·con una tarjeta Lab Ma1ter 

DMA (Scientilic Solutions, Inc) . Los protocolos de pulsos se discftaron y los datos se 

adquirieron con el programa PC!amp versión 5.5. 

En nuestros experimentos fUe necesario estimar la capacitancia total de la membrana 

plasmática (Cm) en cada una de las células registrada~. Con ese fin, aplicamos pulsos 
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hiperpolarizanles de 10 m V de amplitud y 15 ms de duración. Se rcslllron los transitorios 

capacitivos de la pipeta de registro y se integró el área del transitorio capacitivo de la membrana, 

lo cual nos proporciona una medida de cuanta carga es necesaria para crear una diferencia de 

potencial a través de la membrana de la célula. 

Con el objeto de estudiar si existen diferencias en la actividad eléctrica y la actividad 

secwtora de las células B se utilizó la clasificación de diferente.1 subpoblaciones funcionales de 

células B propuesta por Hiriart y Ramlrcz-Medeles (1989) y que es la que se muestra a 

continuación: 

SP (PLACA CHICA) < 2,000 µm' 

MP (PLACA MEDIANA) entre 2,000 y 4,500 µm2 

LP (PLACA GRANDE) > 4,500 ¡un' 

También se llevaron a cabo experimentos para calcular la.1 curva.1 de lnactivación para Is; 

tanto en Células control como en célula.1 tratadas con NGF. El protocolo de pulsos para la 

obtención de la curva de inactivaci6n se muestru en la figura 9. 

Los recambios de solución externa normal a solución externa + TfX se llevaron a cabo 

con un sistema de perfusión mediante una bomba de presión y vacío. Cabe mencionar que todos 

los experimentos se llevaron a cabo a una tempcraturtt de 20ºC, utilizando un controlador de 
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lemperatura (Medica! Systcm Corp). 

D) ANALISIS DE RESULTADOS. 

Para el análisis de los resultados se utilizó el programa Clampfit versión 5.5. 

Los datos se evaluaron con una prueba de análisis de varianza (ANOVA), seguida por una prueba 

móltiple de F'tscher o una prueba de Student de dos colas para datos pareados usando el programa 

NCSS (Numbcr Crunchcr Statistical System, 4.2, Dr. Jcrry L. Hintze, Kaysville, UI', USA, 1983). 

Todos los datos son expresados como la media± error cstand.'.lr de Ja media (ESM). 
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-30 mV 

-120 mV 

+10 mV 

.__ ________ ----------

'------------- -------~ 

5 ms 

Figura 9) Protocolo de pulsos utlllzado para la obtención de lo curva de 

lnnctivaclón de In corriente de Na'. Se aplicó un prcpulso de 35 ms para inactivnr los 

canales de Na' hasta un estado estacionario. La corriente de Na' se registró durante 

pulsos de prueba de 14 ms a +JO mV para determinar la fracción de canales que no 

fueron innctivados por el prepulso. La amplitud al pico de la corriente fue nomiali7.ada 

y 1:raficada en función del voltaje del prepulso. 
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V) RESULTADOS 

"Now Is no time to rhink o/ whor yo11 
dD nor hove. 1ñlnk o/ whol )'OU can 
do whith whar rhm is." 

E.llemlogwny. The old man an4 the sea. 

A) EFECTO DEL NGF SOBRE LA CORRIENTE MACROSCOPICA DE Na• DE 

CELULAS B PANCREATICAS AISLADAS EN CULTIVO. 

En la figura JO se muestran los registros de una familia de corrientes Jónicas entrantes a 

la célula 6 en una célula testigo y en otrn tratada con NUP. En el pánel inferior se muestra el 

protocolo de pulsos utililii<lo para la obtención de estos registros. En general, para la obtención 

de las relaciones comente a voltaje (curva IV), se aplicaron pulsos despolarizantes de -30 mV 

a -+40 mV con incrementos de +!O mV. El potencial de mantenimiento fue dc-80 ro V para todos 

los casos. Las corrientes registradas tienen dos componentes, uno transitorio, que se inactiva y 

corresponde a la comente de Na• y otro mantenido, de menor magnitud que corresponde a la 

corriente de Ca'•. 

La existencia cfr. canales de Na• wusibles a tetrodotoxina (TIX) en células 6 pancreáticas 

de rata ya ha sldo demostrada a111erionnenw (Hiriart y Malleson, 1988; Ashcrofl y Rorsman, 

1989); sin embargo, se consideró importanle llevar a cabo experimentos usando TfX, un 

bloqueante especifico de los canales de Na+, así como experimentos para calcular el potencial de 

inversión de la corriente para comprobar que realmente se trntara de una corriente de Na•. Se 
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obtuvo que el 100% de las células, testigo y lratadas con NGF, poseen corrientes de Na• 

sensibles a TTX (figura 11). 

F.I potencial de inversión obseivado, es decir, el momento en que la corriente de Na• 

invierte su dirección de enlrante a saliente, fue a los +42 mV tanto para las células con1rol como 

para células lratadas con NGF, lo cual es consistente con el valor calculado (+47.28 mVJ. Estos 

valores para el potencial de inversión de la corriente de Na' se obmvieron a partir de la ecuación 

de Ncmst que se mueslra a continuación: 

E= RT1n [Na]. 
'" F [Na], 

En donde, E,,,= potencial de equilibrio para sodio; R= con.~tantc de los gases; T= 

temperatura; P= constante de Faraday; [Na),= concentraciOn de sodio extracelular; [Na)1= 

concenlración de sodio inlracelular. 

En la figura 12 se mueslra la relación corriente a voltaje promedio de células testigo y 

trntadas durante 5 a 7 días con NGF 2.5S. Es claro que el tratamiento con el factor de 

crecimiento provoca un incremento en la corriente de Na+, que es en promedio del 55.6% (n=31). 

En las células testigo, la magnitud de la corriente medida al pico (+10 mV) es de -36.33 pA ± 

0.51, mientras que en las lratadas con NGF es de -56.53 pA ± 1.17 (n=31). Como se obsetva en 

la figura 13 en la que se grafican Jos cambios en la densidad de célula.< trau1das con NGP en 
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relación a las células testigo a los diferentes voltajes, el aumento en la corriente de Na' no se 

debe a un aumento en el tamafto de las células sino a un aumento del 30.65% en la densidad de 

canales de Na' en la membrana plasmática de las células tratadas con NGF (p<D.01, n=3ll (tabla 

n. 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 ACTJVACION E lNACTJVACION DE LA CORRIENTE DE Na'. 

También resultó de intcres estudiar si el NGF induce cambios en la conductancia (g) de 

los canales de Na'. Este resultado se obtuvo a partir de la ecuación de Hodgkin-Huxley que 

establece lo siguiente: 

En donde, gN,= conductancia al sodio; IN,= corriente de sodio; E= potencial de membrana;. 

E,,,= potenciál de equilibrio para socllo. 

Los resultados obtenidos para la conductancia (g) de Na• a los diferentes potenciales se 

muestran en la figura 14 y, como & obsérva en esta ligurn, no existen diferencias significativas 

en la conductancia al Na' entre ninguno de los 2 grupos experimentales. 
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También se llevaron a cabo experimentos para determinar si el tratamiento con NGF 

induce cambios en las cinéticas de activación e inactivación en estado estacionario de las 

corrientes de Na' de las células 6. 

La activación es un proceso rápido que abre los canales de Na' durante una 

despolarización mientras que la inactivaeión en estado estacionario es un proceso en el cual Jos 

canales dependientes de voltaje pueden entrar en un estado refractario después de la activación 

y puede deberse a un camhio conformacional en los canales en una región distinta a la que 

controla la activación. 

Los datos obtenidos demuestran que no exL•ten diferencias significativas entre Jos dos 

grupos experimenlalcs en lo que concierne a la cinética de activación de la corrieme de Na'. Sin 

embargo, la cinética de inactivaclón de la corriente de Na' de las células tratada• con NGF sf 

presenta diferencias significativas con respecto al control ya que se observa que a potenciales de -

70, -60, -50 y -40 mV las célula• tratadas con NGF se inactivan 9 mV después que las célula• 

control. Es decir, el porcentaje de inactivación para las células testigo a estos voltajes es mayor 

que para las célula• tratadas con NGF (figura 15). 

C) EFECTO DEL NGF SOBRE LAS CORRIENTFS MACROSCOPICAS m: Ca,. DE LAS 

CELULAS 11 AISLADAS EN CULTIVO. 

En la figura 16 se muestra la relación corriente a voltaje para la corriente de Ca" medida 
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al pico (+10 mV) tanto para células testigo como para células 1ra1adas con NGF durantc 5 a 7 

días (n=I 0). 

En nuestras condiciones de regi~tro. las células 8 cultivadas en presencia de NGF 2.5S 

durante 5-7 días no presentaron un aumento significativo en la corriente de Ca" con respecto al 

conirol (figura 16). Tampoco se presentaron diferencias significativas en la capacilllncia y la 

densidad de corricn1e de Ca" enlre los dos grupos experimentales (Tabla II). Sin embargo, si se 

observó que las células lratadas con NGF presentan un corrimiento en la relación corriente a 

voltaje ya que la corriente al pico a se presenta a +20 m V a diferencia de las células control que 

tienen un pico a + 10 m V. Además, se observa un hombro entre O y + 10 m V en la curva para las 

células traladas con NGF lo cual podría indicar la expresión de oiro tipo de canales activados a 

alto vollaje (HVA). 

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

CELULAS 8 PANCRF..A TICAS Y LA SECRECION DE INSUUNA. 

Como ya se mencionó, existe una eslrecha correlación entre la actividad eléctrica de las 

un célUli!S ll y la secreción de insulina, por lo que se llevó a cabo un anáfüis e.;ladístico para 

determinar si el tamaño de las placas de secreción de insulina correspondían de alguna manera 

a la magnitud de la corricnle de Na' de estas células. No se encontró una correlación entre la 

magnitud de la corricnlc de Na' y rl área de la inmunoplaca de insulina, como se muestra en la 

labla m. Piiru la corriente de Ca" no fue posible llevar a cabo esta correlación ya que el mlmero 

45 



de datos no fue suficiente para el análisis cs!lldfstico. 
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CONTROL NGF 

20pAL 

2ms 

600~1--· ~ 
-301---------· 

·80-

Figura 10) Corrientes de Na' y de Ca" de una célula control y una célula tratada 

con NGF 2.SS. La duración de los pulsos dcspolarizantes fue de 15 ms a los voltajes 

indicados, desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. El protocolo de pulsos 

utilll.11do para la obtención de los registros clectrofislológicos se muestra en la parte 

inferior. 

47 



A B 

CONTROL NGF 

+ TTX + TTX 

Flgura 11) Efecto de la TrX (100 nM) sobre la corrfenle de Na• de las células 8 

pancreállcas. La TTX bloqueó la corrie111e de Na' úe l11s células B en el 100% de los 

casos tanto en células control (A) como en células tratadas con NGP (B). El pulso que 

se muestra es a + 10 m V paru todos los casos. 
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I(pA) 
40 

.6() * 

Figura 12) Erecto del NGF 2.SS sobre las corrientes de Na' de las células 8 

pnncreáUcas. Las corrien!Cs se regl~tramn durante 15 ms a clifc11:11tes vol111jcs desde un 

potencial de mantenimiento de ·80 mV. El potencial de inversión se observa a +42 mV. 

(• p< O.O!: + p<0.05: n=3 I para ambos casos) 
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I/C (pA/pF) 
5.0 

2.5 
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'.? • .5 
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- -to.O 

30 

o CONTROL 
• NGF 

Figura 13) Efecto del NGF 2.SS sobre la densldad de corriente de Na' de law 

~lulas n pancreállcns. La densidad se obtuvo a panir de la división del promedio de los 

valores de la corriente a cada uno de Jos pulsos despolnri7.antes entre la cupadtancia de 

cada célula tanto para células control como para células tratadas con NGF. (* p< O.O!; 

+ p< 0.05; n=31 para 111Tibos casos) 
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CAPACITANCIA DENSIDAD CORRIENTE 
1RATAMIENTO (pF) (pA/pF) (pA) 

CONTROL 5.94 ± 0.05 ·6.72 ± 0.13 -36.33 ± 0.51 

NGF 6.37 ± 0.05 -8.78 ± 0.13 -56.53± 1.17 

AUMENTO 30.65% 55.60% 

TABLA 1) Efecto del NGF 2.SS sobre la corriente y Ja densidad de corriente de Na' de las 
células 11 pancrcátlras. p< O.O 1 para lodos los casos excepto para capacitancia. 
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o cgNTRoL 
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1 1 V (mV) 

10 20 30 40 so 60 

Figura 14) Erecto del NGF 2.SS sobre In conductnncla de los canales de Na• de las 

células R pancreáticas. En esta figura se encuentra representada la dependencia de la 

conductancia de Na• al pico sobre el voltaje. La conductancia se encuentra nonnalizada; 

y se expresa como la fracción relativa al máximo. 
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0.1 
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-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 

o CONTROL 
• NGF 

V(mV) 

Figura 15) Efecto del NGF 2.SS sobre la cinética de lnnctJvaci6n de 111 corriente de 

Na• de las células 8 pancreáUcas. Las corrientes de Na• de las células tratadas con 

NGP se inactivaron aproximadamente 9 m V 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.SS sobre las corrientes de Ca'• de células 6 

pancreáticas. Las corrientes se registraron dumntc 15 ms a diferentes voltajes desde un 

potencial de mantenimiento de -80 mV. El NGF no indujo ningón cambio 

significativo en la amplitud de la corriente de Ca" de las células B con respecto al conlrul. 
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TRATAMIENTO CAPACITANCIA DE.~SIDAD {pA/pF) CORRIENTE {pA) 
(pF) +10 mV +20 mV +lOmV +20mV 

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 -1.57 ± 0.05 -1.88 ± 0.06 -10.63 ± 0.33 -12.74 ± 0.38 

TABLA m Efecto del NGF 2.SS sobre Ja corriente y Ja densidad de corriente de Ca'• de las células B pancreáticas. No 
exi•ten diferencias significativas para ningún caso (n= 12 para ambos grupos). 



IN, (pA) 

TRATAMTENTO SP MP LP 

CONTROL -33.32 ± 2.23 ·33.47 ± 1.33 -29.37 ± 3.01 

NGF -57 .62± 4.62 -44.19 ± 1.65 -65.41 ± 6.04 

TABLA ID).- CORRELACION ENTRE LA MAGNITUD DE LA CORRIENTE DE Nn' 
DE LAS CELULAS 11 PANCREATICAS CON LA CANTIDAD DE INSULINA 
SECRETADA. Los valores que se muestran son para la corriente de Na' ni pico ( + 10 m V) (SP, 
n=6; MP, n=12; LP, n= 9) 
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VI) DISCUSION Y CONCLUSIONES 

"QUIN OC CA TWIATI NOYOUO: YF.HUA 
NICCAQUI IN CUICATL, NIC flTA IN OCHIIU: 
MA CA IN CUf."/1AllU/YA" 

"Por fin lo comprende mi coraWn: tscucho un canJo, 
contemplo una flor: ¡Ojald no se marchiren!" 

Nezahualcoyoll 

Durante su desarrollo, las neurona~ expresan canales de Na+ como un pa~o necesario para 

convertirse en partes funcionales del sistema nervioso adulto. Los factores tróficos que regulan 

esta expresión son, por lo tanto, componentes crítico.1 de lo> milltiplcs mecanismos moleculares 

que causan la diferenciación neuronal. En este trahajo se estudia cómo es que uno de estos 

factores, el NGF, afecta la expresión de los canales de Na+ en la1 c~lulas 6 pancreáticas ya que 

se ha propuesto un posible origen ncuroectodém1ico para estas célula~. Varios experimentos 

llevados a cabo previamente en el laboratorio indican que las célula~ 6 responden al NGF 2.SS 

extendiendo procesos de tipo ncurítico, además de que presentan sitios de unión al NGF 2.5S 

positivos por inmunolluorcscencia indirecta (!F) n, 

Los resultados de este trabajo indican que el NGF 2.SS promueve un aumento del 30.65% 

en la densidad de corriente de Na' srnsible a TIX. Además, no se ol»crva un cambio en la 

conductancia máxima relativa al Na', por lo tanto, la diferencia en la densidad de corriente de 

Na' antes descrita sugiere que las células tratadas con NGF expresan un mayor mlmero de 

canales de Na+ funcionales por unidad de área de membrana plasmática, ya que no c~isten 
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diferencias en la conductancia relativa de ninguno de los dos grupos experimentales. Dado que 

la eonductancia relativa no cambia podernos concluir que no estarnos observando un tipo distinto 

de canales. 

También se encontró que el NGF induce un cambio en la cinética de inactivación de los 

canales de Na' de las células 8 pancreáticas ya que los canales de Na' de las células cultivadas 

en presencia de este factor se inactivan aproximadamente 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 número de cannles que en las relulas testigo. 

Estos datos son conslstente.s con aquellos encontrados en otros sistemas celulares como 

lo cs el de las células PC12 ya que se ha observado que el NGF induce la aparición de canales 

de Na' en estas células 41
• 

Se ha propuesto que, para este sistema celular, el efecto del NGF sobre la densidad de 

los canales de Na• se encuentra mediado por una PKC (proteúia cinasa dependiente de 

fosfolípidos) y por una PKA (proteína cinasa dependiente de AMPc). Se ha sugerido que la 

activación de la subunidad catalítica de la PKA es un evento bioquímico in1portante iniciado por 

el NGF para incrementar el número de canales de Na' en las células PCl2. Así mismo, debe 

considerarse la participación de procesos transcripcionnles ya que el ARNm de los canales de Na' 

se incrementa en las relulas PC 12 cultivadas durante una semana en presencia de NGF "'· 
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~T~ TESIS 
~~11J1 ¡;¡: \_~ 

nn nrni 
31qtlOTEC& 

La inducci6n del ARNm del canal de Na• por el NGF en las células PC12, depende de 

la síntesis de proteínas lo cual sugiere que es necesaria otra proteína intermediaria para activar 

el gen del canal de Na• como lo son los productos de los genes de respuesta temprana e-Jos y 

c-jun "· Sin embargo, los experimentos realizados en lú1eas celulares deficientes en PKA, como 

lo son las células AB-11, 123.7 y Al26-IB2, han demostrado que el incremento del ARNm del 

canal de Na' en respuesta al NGF puede ser por una vía independiente de la PKA, pero que la 

PKA desempeña un papel importante en la inducci6n de los canales de Na' funcionales a un 

ruvel postranscipcional y postraduccional "· 

Es probable que el NGF tenga un efecto postraduccional sobre las proteínas de los canales 

de Na' de las células B pancreática.1. Sin embargo, será necesario llevar a cabo estudios del efecto 

del NGF sobre la transcripci6n del ARNm del canal de Na' de las células B por medio de Ja 

utilización de técnica.1 como lo son el análisis de hibridización por Ja técruca de Northem Blot 

ya que si no se observan efectos en la transcripción, se deberán estudiar los efectos sobre la 

proteína del canal ya traducida. 

También sería interesante llevar a cabo experimentos con saxitoxina triliada {'H-ST) 

la cual se une espcc(fican1ente a Jos canales de Na' y hace posible una cuantificaci6n exacta del 

número de canales en la membrana. 

El NGF 2.55 también afecta la cinética de inactivación de la corriente de Na'. Esto podrla 

deberse a un cambio en la conformación de la proteína del canal, probablemente por un 
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mecanismo de fosforilación. El receptor al NGF es una protefncinasa de tirosina y no hay que 

perder de vista Ja posibilidad de que esta enzima, al ser activada por la unión de NGF, fosforitlse 

las proteúias de los canales de Na' cambiando sus propiedades de apertura y cierre o activara a 

alguna otra proteína intermediaria que tuviera este efecto de fosforilación sobre las proteínas de 

los canales de Na', lo que podría explicar Jos cambios observados en la cinética de inactivación, 

en las células tratadas con el NGF. 

En cuanto al efecto del NGF sobre las corrientes de Ca", no se observó ningdn cambio 

significativo ni en la amplitud, ni en la densidad de Ja corriente Jo cual es consistente con Jos 

datos de secreción de insulina obtenidos en el laboratorio ya que ~sta no aumenta en presencia 

de NGF 06
• Sin embargo, exL~!e una tendencia a un cambio en la forma de la relación corriente­

voltaje de las células cultivadas en presencia de NGP 2.5S con respecto a las células testigo. Será 

necesario llevar a cabo experimentos tanto de secreción de insulina, como electrofisiología para 

esclarecer si la secreción y la corriente de Ca" aumentan con un mayor tiempo en cultivo, ya que 

los cambios observados en la fomia de la curva podrían ser más evidentes si las células se 

mantuvieran más tiempo en cultivo en presencia del factor de crecimiento. 

Este cambio podría indicar la inducción de otro tipo de canales de Ca" de nito umbral 

por el NGF ya que en células 6 de humano y en la lú1ea celular R!Nm5F (insulinoma de rata) 

se ha observado Ja presencia de un componente sensible a dihidropiridinas (DHPs) y otro no 

sensible a DHPs ". Para confirmar esta hipótesis será necesario llevar a cabo experimentos con 

OKonotoxina y nifedipinu ya que esto nos permitirá discernir 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 ..:rá necesario llevar a cabo 

experimentos sustituyendo el Ca" por Da'• en el medio extracelular ya que algunos canales 

conducen mejor a este ion, con lo que se lograrían observar las diferencias entre los distintos 

tipos de canales. 

Los resultados obtenidos con respecto a la relación entro la densidad de la corriente de 

Na• y la cantidad de insulina secretada demuestran que no existen diferencias significativas entro 

la actividad de los canales de Na• en las distintas subpoblacinnes secretoras. Estos datos sugieren 

que estos canales iónicos no son la única vía necesaria parn la estimulación de la secreción de 

insulina en las células B pancreáticas. También se encuentran involucrados segundos mensajeros 

como lo es el AMPc el cual, comn ya se demostró anteriormente en el laboratorio, aumenta la 

secreción de insulina en un 193% "". Sin embargo, es necesaria la realización de más 

experimentos para ampliar la población de datos ya que para el caso de los lactotropos " se 

encuentran diferencias en la densidad de corriente de Na' de las diferentes subpobladones 

secretoras. Para el caso del papel que juegan los canales de Ca" serla necesario llevar 

experimentos bajo condiciones de registro dinstintas ya que, como ya se mencionó, lo más 

adecuado serla la utilización de Ba'• en lugar de Ca", ya que la permeabilidad de los canales de 

Ca'• tipo L transportan mejor Ba" que Ca" y ,o;e piensa que estos canales son más importantes 

para la secreción d~ insulina que los demás tipos de canales de Ca" 17• 

Las células 6 exhiben una extraordinaria plasticidad para responder ante los diferentes 

estímulos a los que son expuestas, ya que son capaces de extender proc•~os de Upo neur!Uco en 

61 



presencia del NGF así como de presentar cambios en lns propiedades eléctricas de sus canales 

i6nicos Jo cual abre nuevas perspectivas en el estudio de la fisiología de las células 6. 

"You'I/ say ti,. hill'.110 stup to clbnb, climbing. You say JVll'd likc to set lllt 

try, c//mbing. Y<1u pick the place and /' /1 choose the timt. And /'// c/imb tht 

hill in my º"'" way. Just wait a whl/t for ti" rlght day. And as / rist abovt tht 

tm lint and thc c/ouds, I /ook do11 .. hearing the sowuf of tht th/ngi you'l't 

said today." 

A mi.! padres con mucho roritlo. 
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"Caminante, no hay camino: se hace camino al atular. 
Al andar se hact camino, y al volver la vista aJrds 
se \1e la senda que mmca se /Ja de \.'O/ver a pisar. 
Caminante, no hay camino.· sólo estelas en la mar." 

VIl) GLOSARIO 

Adno. Olllesquicr1 &! los lóbul011 (diluciones ACcif''1'· 

mu) de Wll g]'ndula compuesta. 

Actblldón Pnxelo que altt las analu i6nicm dunnle 

UAl dupcüriución. 

AMP ádko (AMPc) Nuclel.tido dc:lico (momlo.~fato de 

ldenMina ddko l'·n muy ubicuo. ¡roducido rula 

aa:i6a de la Wo.ila1t1 cidw. sobrt el ATP; u un importan1t 

agente te¡Wador que aclÓI como segundo men.ujeto celular de 

alguw hcrmonu '/ 11curouan1milorca. 

Antlcurrpo Inmuno11Iobulioa formada pr awm cad.i:11u 

protck:u con una urucncia especlfic1 de &nlilwkiilol. 

Antfrno Surtancia n.fal de causar la producoóa de lllticutrpus 

y de reacriooar lutgu con cllnl upeúficamr-alt. 

ATP (ttlfodllto ck .dl'hlKirui) Moltrob de aho cimtecido 

enn¡tlico que particlp4 cu vano. proct:tos A·pc1ulicntc.1 & 

ener¡;l'L 

BAPTA (fttn.wUo) Qutla111e de ionu calcio. 

Caldo. mpuesLa dd De.qiol.ttitaci611 graduada dtbida a una 

dlbil cttrie11te nscm:rativa w11ad1 pv movimiellto de iones 

calclohaciaclimeriocdelltl!lulL 

Canal Jáol~ Olucq1rucdn1 coa un peso molU"Ular de entre 

25 ro:> y lSO 000 que tiene 11u poro ct11ttd que alravir.u 

cnlcramente la nrrnl.una ~·lunWka. 

c:ap.itand• (C) F.a una medida de cuanta car111 dtbe de su 

traDJferida dt: WI roaductor 1 ..no p.ua dar lugar a un p:ilencial 

.wlo. 

CatetcUmlnas Grupo de coru¡m.uas rd.Wi.wwhr entres! que 

cpcca ai:ci6a simpalomi~tiu. c11 eJ tcpdo ncm050; cJC11"(110 de 

cllu 1011 la a.Jrcnalin&. la 11cradre11alin.a y la d~na. 

Cilulu endoc:rinM Cllulu especiAhuda.s CD la seacci6u de 

bormoau que viajan por d iorrcnte san¡ufnro hatia sus cllula.t 
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A. Machado 

diana. 

Cihtla! nocrinas 1.a secrec:ióa de c.ttu dlulu no u bada 

el tmeotc sangufueo sino hacia uo conducto. Ejemplo.s dt 

trjido11 C1CXXÍ4llll ¡u¡ lu gl1udulu nlivalu y sudafp;mu. 

Codklmle dt stdfmtatad6n (S) Mtdida que equivaJe a b 

velocidad punedjo pll'· unidad de acelrnci6o; tasa a la 

cual se se<limcuta Cll.Lt ix1mpoocntc en un gr.dicntc &: cealrifu· 

gaá6a. d~de de la torma y de su llnWio lo ala! se daaibe 

entbmi.n0&deruwadestdi~u!ad611. 

Compltmttllo S11S1a11cia que am¡~ifica la acción de 011.aaticuupo. 

CondLtdancia (g) r..ft.rlit1a de 111 facilidad con que tm coodudí:l' 

lnliL'JUlaUnt.t'tXlirntcd¿mil2. 

CowtaDle de dilodllCMn K'= lll'JIA VJHAJ. Es la medida 

tmpíric1 dd Rrado de disociaci6a de uu pu icido búko 

co11jugadorn1oluci6n. 

CorrHntt rdard1d1 (corrimlt rttardAd de poWlo) Cmiente 

de K' hacia d ei:teritl" a tra\·~s de anale1 que le abren 0011 '1111 

rcuuo klll{lORl rr.sp:ctu al inidn dr. 11 tl~uciOO: ai 

respo1Wble de la fue de rcpolariw:i{.G dd ¡Uencial de acción. 

Cmta nrural Estructura emt.wn.ui1 iemporal que ap.rccc jumo 

00111(\1 pbtl!llet neuralcs que 1e' ám1n ¡iara fcrmu el tnho reural. 

Cromllftnt:t, dJalas C~lulu 1eattoru de adrenalina de 

la m6dula Wnal: llamadu .uf flll' Sil elevada afini<bd hAd1 lo.t 

colurll.llle1de1alet&amno. 

)>600 U·ISl111flll•l·U·(N·mctil·N·hmmvm!n1)·U·aminoprosll)J 

·l,4.S·ttimrwifcnil.:cwnitrilo: mtn¡iur.ito orsMiro que 

bloquea la tnttW dt ca.lcio a trnh & 14 memlran1 ciclular. 

lktpulauiudóo Rt.Jllü;i(.Q o in\tr1i611 d.: t.. ihlmoci.\ d.t 

(lQlrocial a travti dt Ja mrmbrw en rtpruo. 

IHhldn.,iridinll C.OmpueSlo li~oluble que bloquea prefemicial· 

~ntc ICll a.na1c1 de C.1' tipo l. 



1\ 

Dopnlnl Producco de la dcscarhoxilación de 11 drpa, un 

ialennediario en Ja súite1is de la non.drtaalioa; es un ot\JrolflnS· 

mls0c del sisttma nervi°'o central. 

F.ndodrnno La m1t itttnna de Ju ca pu q•lt din Clrigen aJ epilt'lio 

delApll'Modigestivo. 

Eqdihrio dtdroqufmko lliudo en el que el gradiente de 

ooncentraci&a de un ion 1 travb de la memluna est.4 coo11&11c.'1· 

lado ~e por el paet1ci&l elb:trico, 

E:.udhdls l'rucero de 1ecnci6n de una protelna. 

Flilit'tor de ttrdm.Jdllo Sustancb apu: de rromovc.r la (Jrolifm· 

ci6n,.diftteociaci6n o sot.avivencia de algda li¡kl celular. 

Factor lrólJco Molmül que iDd~ camhiot en la mafologla o 

ea la fulolog!a de un tipo ctlulu. 

Film.mlol hdennrdlo• Filament1U lar1<» sil! ramificaciones que 

se encuntn.11 entre los miaotáhul!lll y lrc mim<iluncntos. 

FollodJtstenui Ho.zi011 hidto!ílic. del cituplulM que degrada 

el
0 

AMPc pcopxcionando AMP. 

Fodorilidñn focorporacióu de un grupo P01' ea una moléuila 

"'ll"'"'· 
G-.stm!adéin Ptoceso de fmoaclón de lu hoju ~ennin.ilcs. 

T&miDO eml:rinllif!ioo que des.iGna lcu 1110vi1nitnh~ celul11teJ' que 

.te produm:l ea wi lodWI lcu 1.11i111.1.!ei al fioal del pttiodo de 

Je¡mtalac:i6o. 

Hemóllóa Proa.to que desaibto el hinc:b'111Uenlo )' po1tcrior 

lisisdelC1Jcrilmrito1. 

Iltpt~ Incremento en la difcrcnda de p«encial a 

travi!s de la turmlnn, haciéndose el lntnicr mb ncgalivo que u ...... 
lfonllnfUI S1111anda c¡ufrnica siDletiu.da. y seaet.i.Lr. .J. toncntc 

sanguúico por un tejido endnaino que influye en Ja actividad 

~ un tejido diam. 

ludtnd.sn ru estado a.t.donariu fll(l(:('Jjo en d wal IOJ 

caaale.1 dtfltll<litDlel de voltaje p.icden enllu u un alado 

reffldario 11es¡W de Ja activación. 

Iwaundluol"ftletnd• lndlft<'fa Túnica que revela la txJresión 

d-: zud'¡e.cn; ¡:¡¡ L;.¡ ~ mo<li11lu por mr.dlo de un aotit'llCI· 

po dirigido couua el anligcno de lntab. y de ua 1nliruttp0 

marcado con 0tlOl'6geuo dirigido contra el priira anticuerpo. 

InrnlaQopoddvo Ctlula blanoo que c1¡irua rl antiseno en 

t'Ue¡tj6a 

lualiraa HOCEIVlU ~eica sintcliuJa y aeactada p:.cr 
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Ju célulu hcta de ln<i idnfr~ J"UlCl"~liroi¡ controla 

el ioRre.to de wOOhidtafnl a lu tthdu e influye en 

el mctabi:ilismu de Jn:1 U~dos y amiookidot. 

Untt. cdtalar Pobtaci6fl celular obct!Uda de un tejido 

ncqilirico,quepuedcre[rOOuciNciodefinitlamenre. 

Lomea Lw: (espacio lilrc) de ua vuu o cooducto. 

Neophiúm Tejido que prolifera fuera de cuolrol, 

1cjidu~ 

Nemst, ecvadcia dt Eaucióo para el c4lculo de J;a difcreocia de 

poct"ncial a 1n.vh de una ~mlnna que eqmll'lnrl el graJkntc 

osmólicu de un ion. 

Nrurila-t Pn1loll8adones cdulare.s que se eilicndcn de..00 

el sonu neuronal. 

Neuroedodtnno Potcióo del ect~nno emhlionaio que wigina 

el •isltma nmio.so, Wlto cnml (placa y rubo nenral}. corm 

el perif&ico (ct'UU nennl). 

Ntnrntnínau., PfllPrdad't.s f'..aps.rldad 1le un factor para lnd1x:ir 

amlios que •~mejan un tipo neuronal en varint tipns oelul.vu. 

Nifrdipina I>ihid-opirit.li11a que blrw¡uea i:.r¡icdficmk!Jltr, IU'I 

c&D.&les de ci· tipo L 

.l'Cll lfnoctum.Odtoma) lln~ celuf.v derivad.l de Ja mldnla 

atlreulderaU. 

rtptJdo HiW La sccueDci1 pepddica que dirige a los 

ribo.toro.u que cnnlirncn l.t pmldna nacientf' al rcdrulo endt>­

plúmico nlBºSO. 

PenntabWdad ~tud con la que Ju nucandu pueden 

pu.v l cnvlt de UDI membll.DL 

P0&tnducdonal Modificacione.s a una protefoa dupu.!s de ha 

1ido traducida pcr el ril-o.!:oma. 

Potcbclal de cqcDJbrio Diferencia tic Jllllenci1! a ir.vú 

de una mcnibua pw. la que Ju fomw ióoicu ifllilicadu 

.1e lullan en equilibrio deruoquinüco; C.J dependiente 

dd gradiente de ooncentracionu de Jru iones, lal y como 

lu duaibc la ecuadOO de NUIUI. 

Potokl.I de innnMn Potencial de membrma al roal la 

OOl'Ticn~ in\i~ si dirrccióil ya sea de czilraolc 1 Wienlc 

o victvers.a. 

Potenchl de manttDiinlCblo Pm11ci1I eUctriro al cnal te 

mantiene la mentv1na celular por medio de lé.cnicu c:onto el pk.il 



Potcnd.I de me¡uLNUW Potcocllll elét.1rico medido en el 

illtaic:r de la célula ea relaciOO oou d Jd íluido u11anol11b.r, 

que u por coovcru:ión igual 1 ctto; es la diferencia de potencial 

entro I011 dos lados opuestos de la membrana celular. 

Putmdal de tr¡xMO flotcncial de la membrana de una 

a!lula. ea mucncia de caUmulaci6n. 

Potcndal de llCdlin lnw.ni6n tran.ritOOa de tipo lodo-nada 

del ~to.cid de meml:n.111 producid&pc>t' una corriente 1ce:cnC"1"adva 

hacia el i111crior en memlnnat u.du.blra. 

Prtprohsulillll Proillllulin& mú la sc:uencia de pqitido 

1eilal.La(tt¡.Un.rulinacrrort&Jacnproinsulinadur1.111e 

la transferencia de ta prctdna naciente a] rctkuJo cndopl!smico, 

Pl'Vfnsullm. Un ¡ncursor de la iruulina qtll! cor11iuede in1ulina 

y un P4'6do COlll'.d.lntt (C). La ¡rainsulina se cu11 o ro~ en 

fosulina ca el rompkjo de Golgi y ~ los grbulo.t dt scac.ciOO. 

lmn>dm-.. 

S1Att01Da TllmCf que 111 orlglu a partir de rtjido co1>ecdvo o 

1D11Scal•. 

S~ Swtanda que cttinrula o promueve la Kercclón. 

Snvtoalna S·!údrolitriJWnin.i. S-Hl', WÚI como net1n .. r1nun.i-

1or, CJluN10. 

Sullmlluna F'1nacor que estimulan la •eacci&a de lnruliila de 

Tu d!ulu B p1naútic1.t al bkquear los ea.nalet de K• icgulados 

JX'l'ATP. 

Tc(rodotolinli (l1'X) Toxina que blcx¡uu u¡JCclflC'.amente lor 

canaJra de Kdio, 

Tiwhcdón Uliliuci6n de la sccutJJcia de butJ del ADN 1ma la 

cqauizaci6o lineal de l'CSlul anün~cldos en un poliplprido, lltv&rta 

acabo por un ARNm. 

TBPSCripd6a fun"°6Q de una cadena de ARN t.-on sewcnci.a 

dt. bues complc~11taria 1 la secuencia del AI>S. 

Volt.Je lnuwncrn.Lnmal DúC'l'Cncia deporencial el6ctrico cstahlc­

cida ea la mernI.•na pl•.nnitica de Ju célulu, que se debe al• 

difmnda de eoottntJacirGea de lus iones en los CJPICÍO' urn e 

i11trrrfnl11r. 
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