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I.INTRODUCCION



1. ESTRUCTURA DEL PANCREAS ENDOCRINO

En los mamiferos, el pancreas es una gléandula que
tiene una doble funcién: exocrina y endocrina. El1 érgano
adulto es una estructura alargada dividida en tres regio-
nes: la cabeza, el cuerpo y la cola. Embrioldgicamente,
se desarrolla a partir de dos diverticulos del duodeno,
uno que forma parte de la cabeza.y el otro que forma el
resto del pancreas.

La funcidn endocrina del péncreas es realizada por
los islotes de Langerhans, constituyendo del 1-2% de la
masa total del érgano. Los islotes constituyen acumulos
celulares muy vascularizados e inervados, que Se encuen-
tran diseminados por todo el pancreas, con mayor numero
en la cola que en el cuerpo y la cabeza. Su didmetro os-
cila entre 50-300 Pﬂ](HELLMAN et al. 1964), con un peso
seco de aproximadamente 0'6 Pg, un contenido en DNA de
50 ng por islote y un promedio de 5.700 células por is-
lote (GREEN y TAYLOR, 1972).

En los islotes de Langerhans existen al menos cuatro
tipos de células: células A o productoras de glucagbn, lo-
calizadas en la periferia del islote, células B o produc-
toras de insulina y que constituyen un 50-90% del volu-
men celular, células D o productoras de somatostatina, lo-
calizadas por dentro de las células A, y las células PP o

productoras de polipéptido pancredtico (LARSON et al. 1976).

(Fig. 1).



Células A G/lucagon
Células 8 (<0 Insuling

Células D @ Somatostatina
Células PP (2D Polipéptido pancredtico

Fig. 1.~ Esquema de la distribucidn celular

del islote de Langerhans de rata.



2. PAPEL FUNCIONAL DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS.

SISTEMA DE GLUCORREGULACION

En los animales superiores la concentracidén de glu-
cosa en sangre (entre 3'3 y 10 mmol/1l) es controlada por
mecanismos homeostaticos eficientes. Asi, tras la inges-
tidén de una comida rica en carbohidratos o después de un
ayuno de 36-48 h no se observan grandes variaciones en
la glucemia.

En 1853, Claude Bernard reconocidé que la constancia
de la glucosa en el '"milieu interieur" o espacio extrace-
lular se mantenia mediante un equilibrio entre el aporte
del higado o intestino y el consumo por los tejidos peri
féricos. Posteriormente, supuso que este equilibrio esta
ba regulado por el sistema nervioso central mediante un
balance de fuerzas opuestas: '"nerfs desassimilateurs",
que estimulaban la producciédn de glucosa hepatica, y
"nerfs assimilateurs'", que estimulaban la utilizacidn
de la glucosa.

Actualmente, se sabe que son los islotes de Langer-
hans los dérganos encargados de la regulacidén de los nive
les de glucosa sanguinea. Al mismo tiempo, el péancreas
endocrino es controlado por el sistema nervioso central
a través de terminaciones adrenérgicas, colinérgicas y

peptidicas (EDWARDS y BLOOM, 1978) (Fig. 2 ).



SNC
"NERVIOS “NERVI0S
DESASIMILADORES" ASIMILADORES"
HIGADO = ——m GLUCOSA = TEJIDOS
PRODUCCION UTILIZACION
SNC
GLUCAGON  [f?%'=) INSULINA ~seh-'l
QM) —a CEREBRO
)
_ 1l __/ HIGADO
HIGADO ———tm GLUCOSA N—— MuscuLO
R __T/'o_g';':,—‘\ 4g.h~! GRASA

Fig. 2.- Homeostasis de la glucemia (UNGER,1981)

Superior:

Inferior:

concepto de Claude Bernard.

concepto actual.



Por otra parte, las hormonas libermadas por los islo-
tes ejercen una accibén local o paracrina sobre las acti-
vidades secretorias de sus células vecinas. Asil, la so-
matostatina liberada por las células D, que estan loca-
lizadas entre las células A y las células B, inhiben la
secrecidén de ambas hormonas, glucagdn (KOERKER et al.,
1974) e insulina (OSORIO et al., 1976); el glucagdn es-
timula la secrecidén de las células B (SAMOLS et al.,
1965) y de las células D (PATTON et al., 1977); la insu-
lina inhibe la secrecidén de glucagbdn (SAMOLS et al.,
1972).

La necesidad de un sistema regulador de la glucosa
circulante radica en que ésta es el principal combusti-
ble del sistema nerviosc central, siendo sus necesida-
des energéticas del orden de 6 g de glucosa por hora.
Esta cantidad puede ser aportada por la circulacidn sbélo
si la concentracidén de glucosa circulante excede de
2'75 mmol/1. Por otra parte, una hiperglucemia excesiva

puede producir modificaciones posttranscripcionales de
determinadas proteinas, lo que puede modificar su estruc

tura y funcidén (CERAMI et al.,1979).



3. QUIMIOSENSIBILIDAD DE LA CELULA B

La célula beta no sbélo es sensible a la glucosa,
sino que otros carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos,
cuerpos cetdédnicos, hormonas, etc., pueden actuar incluso
a niveles considerados como fisioldgicos (Fig. 3 ). Mu-
chos de estos agentes provocan escasa liberacidn de in-
sulina cuando se administran solos, siendo necesario con-
centraciones basales de glucosa para estimular la respues-

ta insulinica.

3.1. Estimulacién de la secrecidn de insulina por azlcares

Se denominan iniciadores aquellos compuestos que es-
timulan la liberacidén de insulina '"per se' y potenciado-
res aquellas susﬁancias gue son inefectivas solas nece-
sitando la presencia de un iniciador para estimular la
respuesta insulinica.

En la tabla I se muestran los efectos de algunos
carbohidratos y sus derivados sobre la liberacidén de in-
sulina. Estas sustancias se clasifican en iniciadores,

potenciadores, inhibidores e inertes (ASHCROFT,1976).



MODIFICADORES NATURALES

SUSTANCIAS

Y ARTIFICIALES

ALOXANA
DIAZOXIDO
SULFONILUREAS
ESTREPTOZOTOCINA

CATECOLAMINAS
ESTEROIDES
GLUCAGON

H. GASTROINTESTINALES

CALORIGENAS

FRUCTOSA
GLUCOSAMINA
ESTERES-P

GLUCOSA

ARGININA
LISINA
ALANINA

PALMITATO
C. CETONICOS

CELULA BETA

Fig. 3.- Quimiosensibilidad de la célula B.



INICIADORES

D-glucosa
D-manosa
D-gliceraldehido
Dihidroxiacetona

D-glucosamina

TABLA I

POTENCIADORES

D-fructosa
N-acetilglucosamina
L-gliceraldehido
D-manoheptulosa

D-glucosamina

INHIBIDORES

D-manoheptulosa

D-glucosamina

SIN EFECTO

L-glucosa
3-0-metilglucosa
2-deoxiglucosa
D-galactosa
D-ribosa
D-ribitol

D-xilitol



3.1.1 Glucosa

La D-glucosa es el més potente iniciador fisioldgico
de la liberacidén de insulina. Esta respuesta secretora de
la célula Ba la glucosa muestra una especificidad anomé-
rica siendo el andémero X un estimulador maAs potente que

el andémero B (GRODSKY et al., 1974).

Cinética de la secrecidn

La respuesta insulinica de la célula B a una deter-
minada concentracidén de glucosa es de naturaleza bifa-
sica. Estos estudios fueron realizados por GRODSKY et al.
(1968) en pancreas perfundido de rata. Aparece una eleva-
cidén en la secrecidn de insulina a los 0'5-1 min, retor-
nando a los valores basales en varios minutos. A conti-
nuacidn, aparece un segundo pico en la secrecidn de in-
sulina més constante y espaciado en el tiempo.

Varias hipbtesis han sido propuestas péra explicar
la respuesta bifésica. Una primera hipdtesis, postula la
existencia de dos compartimentos para la insulina: uno
pequefio y labil a la glucosa y otro mds grande que res-
ponde més lentamente a la glucosa (GRODSKY et al., 1969).
La transferencia de insulina de un compartimento a otro

es un paso limitante.
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Otra hipbtesis, sostiene que la cinética multifa-
sica puede ser debida a una inhibicidén "feedback'" de
la secrecidénpor la hormona liberada (PACE et al., 1977).

Una tercera hipdtesis, propone que la dinamica
temporal de la secrecidén de insulina se debe a la actua-
cidén secuencial de las dos ramas del sistema mensajero
del calcio: la "rama de la calmodulina", responsable de
la iniciacibén de la respuesta, y la '"rama de la protei-
na quinasa C" que mantiene la secrecidén (ZAWALICH et

al., 1983).

Dependencia de la concentracibdn de glucosa

La respuesta insulino secretora a concentraciones
crecientes de glucosa es de tipo sigmoide (ARILLA, 1979;
BEDOYA et al., 1984a).

Concentraciones de glucosa por debajo de 3 mM no
tienen efecto sobre la secrecidén de insulina. La concen-
tracidén umbral es aproximadamente 5 mM y la maxima res-
puesta secretora se obtiene a 17 mM. La maxima sensibi-
lidad en la respuesta insulino secretora estd a una con
centracidédn de glucosa gue oscila entre 5-10 mM, que
coincide con los niveles de glucosa circulantes. La con
centracidn de glucosa que produce una respuesta insuli-
nica semiméxima es 6 mM (ASHCROFT et al., 1972a).

La naturaleza sigmoidea de la curva dosis-respues-

ta para la secrecidn de insulina inducida por glucosa
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ha sido atribuida a una distribucibn gaussiana de umbra-
les para la estimulacidén entre las células B (GRODSKY,

1975).

3.1.2. Otros azGcares

La D-manosa es un potente estimulador de la secre-
cién de insulina "per se'", con una cinética de libera-
cién de tipo bifasico, una concentracibén umbral algo
més elevada que la de la glucosa (10 mM) y una respues-
ta de tipo sigmoide desplazada hacia la derecha (ZAWA-
LICH et al., 1977a).

El anbmero « de la D-manosa es un estimulador de la
secrecidén de insulina més efectivo que el anoméro A ;
la fosforilacibédn de la D-manosa por la glucoguinasa pre-
senta la misma preferencia anomérica (MEGLASSON y MATS-
CHINSKY, 1984). La velocidad maxima de metabolizacidn
de la manosa por los islotes es igual a la de la gluco-
sa, pero la concentracibn necesaria para alcanzar la
velocidad semiméxima es mayor (ZAWALICH et al., 1977a).

La D-fructosa "per se'" no estimula la secrecidn de
insulina, ni a concentraciones por encima de 50 mM.

Sin embargo, puede potenciar la secrecidén de insulina
en presencia de una concentracibén basal de glucosa
(ZAWALICH et al., 1977a). Por otra parte, la fructosa

es poco metabolizada por los islotes,
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El D-gliceraldehido y la dihidroxiacetona aumentan
la secrecién de insulina "per se" (HELLMAN et al., 1974a).

La N-acetilglucosamina estimula la secrecidn de in-
sulina con una concentracidén umbral de 10 mM, una res-
puesta semimdxima a 15-17 mM y una respuesta maxima a
20 mM (ZAWALICH, 1979). Ademés, la N-acetilglucosamina
es un potenciador de la secrecidn de insulina inducida
por la glucosa y el gliceraldehido (HELLMAN et al., 1974a).

El sorbitol es un potenciador de la secrecidn de
insulina en islotes de rata (MALAISSE et al., 1974a),
mientras que la L-glucosa, la galactosa, la 3-O-metil-
glucosa, la ribosa, el ribitol y el xilitol no tienen
efecto alguno (HEDESKOV, 1980).

La manoheptulosa inhibe la respuesta insulino se-
cretora a la glucosa, por inhibicidén de su fosforilacidn
(ZAWALICH et al., 1977b).

En general, se puede afirmar que existe una acen-
tuada correlacidén entre la capacidad insulino secretora
de los azlcares descritos y la capacidad que tiene el

islote de Langerhans para metabolizarlos.

3.2. Aminoacidos

Hay determinados aminoédcidos que estimulan la libe-
racién de insulina. La capacidad insulino secretora de

cada aminoacido varia segln la especie. En el hombre el
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mas potente es la arginina, seguido de lisina y leucina
(FAJANS et al.,1972).

La arginina se comporta como un potenciador de la
accidén insulino secretora de la glucosa, dando lugar a
una liberacidédn mayor que la obtenida con glucosa sola
(ARILLA et al., 1979).

La L-glutamina no estimula la liberacidén de insuli-
na en presencia o ausencia de glucosa (MALAISSE et al.,
1980), pero potencia la secrecidn de insulina inducida

por la L-leucina (SENER et al., 1981).

3.3. Acidos grasos y cuerpos cetdnicos

Los lipidos y sus derivados son capaces de modifi-
car la secrecidn de insulina por la célula B. Los éacidos
grasos de cadena corta (propionato, butirato y octanato)

o larga (palmitato y oleato) y los cuerpos cetdnicos(aceto-
acetato y A -hidroxibutirato) estimulan la secrecidn

de insulina en presencia de concentraciones basales de

glucosa (GOBERNA et al., 1974; BIDEN y TAYLOR, 1983).

El hecho de que el palmitato, el p—hidroxibutirato y el

acetoacetato no produzcan un aumento de la secrecidn de
insulina en ausencia de glucosa parece indicar que el

mecanismo estimulador es dependiente de la glucosa.
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3.4. Hormonas y neurotransmisores

Existe un gran nGmero de hormonas que intervienen
en la regulacidn de la seérecién de insulina, bien por
un mecanismo directo o indirecto. La mayor parte de los
trabajos estéan realizados a dosis farmacolbgicas siendo
cuestionable por tanto la validez de 10s resultados des-
de un punto de vista fisiolédgico.

Entre las hormonas que inhiben la secrecidén de in-
sulina destaca la somatostatina (TAMARIT et al., 1974a;
OSORIO et al., 1976), que ejerce un efecto paracrino
sobre la célula B. Por el contrario,el glucagdn estimu-
la la secrecidn de insulina (SAMOLS et al., 1965).

La hormona adrenocorticotropa (ACTH) estimula la
adenilato ciclasa de los islotes de Langerhans y la se-
crecidén de insulina (KUO et al., 1973).

La calcitonina, cuya funcidén es disminuir los nive-
les de calcio en sangre, es capaz de inhibir la segunda
fase de la secrecidén de insulina mediada por glucosa,
probablemente por la accidén de esta hormona sobre el
calcio extracelular (TAMARIT, et al., 1976).

Se ha demostrado que las hormonas gastrointestina-
les participan en el proceso de secrecibdn de la insuli-
na ya que tanto la glucosa como los aminocdcidos provocan
una liberacidén mayor cuando se administran por via oral

que cuando se hace por via intravenosa (McINTYRE et al.,
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1965). La gastrina, secretina y pancreozimina potencian
la secrecidén de insulina mediada por glucosa (GOBERNA,
1972). La pancreozimina es la de accidén més potente y
estimula tanto la secrecidn de insulina como la de glu-
cagbn (FUSSGANGER et al., 1969).

Las hormonas estercideas no tienen una accidn di-
recta sobre la funcidén del islote. Después de un trata-
miento prolongado con esteroides aparece una hipertro-
fia en los islotes de Langerhans, con una respuesta in-
sulinica acentuada a la glucosa (GOBERNA et al., 1971).

La acetil colina incrementa la secrecidén de insuli-
na a concentraciones basales de glucosa y estimula la
adenilato ciclasa de los islotes (KUO et al., 1973).

Las catecolaminas a altas concentraciones inhiben
la secrecibdn de insulina en respuesta a la glucosa
(CERASI et al., 1972). La adrenalina facilita la salida
de calcio al exterior y el desplazamiento del calcio in-
tracelular a los lugares de reserva (BRISSON y MALAISSE,
1973). La respuesta de la célula B a la administracidn
de glucagdn, teofilina, db-cAMP, tolbutamida es también
inhibida por la adrenalina.

La serotonina es un inhibidor de la secrecidn de
insulina (TAMARIT et al., 1974b).

El efecto de las prostaglandinas sobre la secrecidn
de insulina también ha sido estudiado, encontrindose dis-

crepancias entre los resultados '"in vivo'" e '"in vitro".
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La mayoria de los estudios "in vivo" indican que las
prostaglandinas inhiben la liberacidén de insulina (ROBERI
SON, 1979). Sin embargo, MATSUYAMA y col. (1983) han ob-
servado que la PGD2 estimula la secrecidén de insulina en
pancreas perfundido de rata, aunque queda por confirmar

si su via de actuacidn es de modo directo o indirecto.

3.5. Farmacos

La aloxana y la estreptozotocina ejercen un efecto
citotdxico selectivo sobre la célula B, pudiéndose con-
seguir una diabetes experimental (GOBERNA, 1975).

La aloxana inhibe la secrecibn de insulina en res-
puesta a la glucosa (BORG, 1981). Asimismo, ejerce un
efecto inhibidor sobre la utilizacibén de la glucosa,
siendo anulado este efecto mediante una incubacibn pre-
via con una concentracidén alta de glucosa (BORG et al.,
1979).

El diazbdxido inhibe la secrecidn de insulina (MIL-
NER y HALES, 1969), debido a una disminucidén de la cap-
tacidén de calcio por la célula B (MALAISSE-LAGAE y MA-
LAISSE, 1971).

La*accidén hipoglucemiante de las sulfonilureas (tol-
butamida y glibenclamida) es debido a su efecto sobre el
péancreas endocrino, pero su modo de accidn a nivel mole-

cular no esté bien definido. La accidn de estos farmacos
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sobre la secrecidn de insulina es glucosa independiente,
observandose una potenciacidn sdélo a concentraciones ba-
sales de glucosa (CERASI y KAISER, 1983). Por otra parte,
se ha comprobado que las sulfonilureas son potentes inhi-
bidores de la fosfodiesterasa y que aumentan los niveles
de cAMP en presencia de glucosa (GRILL y CERASI, 1978).

2+ (GYLFE et

También actlan sobre el metabolismo del Ca
al., 1984).

Las metilxantinas (teofilina, cafeina e isobutil-
metilxantina) estimulan la secrecidn de insulina en pre-
sencia de glucosa (BORG, 1981). ActGan inhibiendo la fos
fodiesterasa del islote y por tanto aumentando en segun-
do término los niveles intracelulares de cAMP (ORTIZ,
1980). Existe un paralelismo entre la eficacia en la
inhibicidén de la fosfodiesterasa y la capacidad de pote-

ciar la secrecidén de insulina, siendo el IBMX el mas po-

tente de las metilxantinas.
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4. MECANISMOS DE RECONOCIMIENTO DEL ESTIMULO

Como hemos visto en el apartado anterior, la célula
B es sensible a una amplia variedad de compuestos: car-
bohidratos, aminoacidos, A4cidos grasos, cuerpos cetdni-
cos, hormonas y drogas. Tiene una especial importancia
el estudiar los mecanismos por los que la célula B reco-
noce a los azlGcares como sefial (reconocimiento del esti-
mulo) para poner en marcha los mecanismos de secrecién
insulinica.

Se define como glucosensor a la especie molecu-
lar que por su capacidad de unidén a la glucosa confiere
a la célula B la sensibilidad a los cambios en la con-
centracidén extracelular de glucosa.

Se han propuesto dos modelos de glucosensor:
modelo del locus regulador y modelo del locus sustrato

(RANDLE et al., 1968).

Hipdtesis del "locus regulador"

Segin esta hipdtesis, el glucosensor seria una
proteina unida a la membrana y capaz de unirse a la
glucosa y a otros azlcares. La combinacidén del azlcar
con el receptor induce un cambio conformacional en el
receptor que pone en marcha los mecanismos que conducen

a la sintesis y liberacidén de insulina.
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Un primer dato experimental en apoyo de esta hipb-
tesis fue la demostracidén de la existencia de un siste-
ma transportador de la glucosa en la membrana de la cé-
lula B que presentaba especificidad X -anomérica (HELLMAN
et al., 1971 ). Se sugerid que este transportador podria
ser el glucorreceptor. Sin embargo, posteriormente se
comprobd que andlogos estructurales de la glucosa, como
la 3-O-metilglucosa, la 5-tioglucosa y la 2-deoxiglucosa,
que son transportados por el mismo sistema, pero no son
metabolizables, no estimulaban la secrecidén de insulina
(HELLMAN et al., 1973 a yb).

Un segundo dato experimental que apoya este modelo
es el hecho de que la glucosa (16'7 mM) activa la adeni-
lato ciclasa del islote e incrementa los niveles de cAMP
(CAPITO y HEDESKOV, 1977; ORTIZ, 1980). Sin embargo, es-
to no parece ser cierto porque los niveles elevados de
cAMP constituyen una condicidén necesaria pero no sufi-
ciente para estimular la secrecidn de insulina.

Otra evidencia que apoya esta hipbdtesis estéa en
que la floretina inhibe la secrecidén de insulina induci-
da por la glucosa, pero no afecta la velocidad de utili-
zacidén de glucosa (ASHCROFT y NILO, 1978). El1 hecho de
gue ciertos agentes inhiban la secrecidn de insulina sin
afectar el metabolismo de la glucosa en el islote pudie-

ra ser debido a que actlGan sobre algin componente de la
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maquinaria secretora distinto del sistema de reconoci-

miento de la glucosa.

Hipétesis del "locus para el sustrato"

Segin este modelo , el metabolismo de la glucosa
dentro de la célula B proporciona una serie de interme-
diarios metabdlicos que actGan como sefiales intracelu-
lares de la sintesis y liberacidn de la insulina.

Esta hipbtesis tiene su base experimental en el he-
. cho de que sblo los azlcares que son metabolizados en el
islote estimulan la secrecidn de insulina. Se ha demos-
trado que existe una estrecha correlacidén entre la velo-
cidad de oxidacibén de los azlGcares y su capacidad insu-
lino secretora: glucosa > manosa > fructosa = N-acetilglu-
cosamina » galactosa.

Por otra parte, tanto la estimulacidén de la secre-
cidén de insulina como el metabolismo de la glucosa pre-
sentan especificidad anomérica. La &-D-glucosa es mejor
estimulador de la secrecién (GROSKY et al., 1974) y es
me jor metabolizada por la célula B (IDAHL et al., 1976).

La manoheptulosa, que inhibe la fosforilacidn de la
glucosa, y el iodoacetato, otro inhibidor de la glicoli-
sis, bloquean la liberacidn de la insulina en respuesta
a la glucosa (ZAWALICH et al., 1977b).

Por Gltimo, el D-gliceraldehido, que entra en la

via glucolitica a nivel de las triosas fosfato, estimula
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la secrecidn de insulina y su efecto no es anulado por
la manoheptulosa (ASHCROFT et al., 1973).

Todos estos datos experimentales apoyan la hipbte-
sis del locus sustrato. De acuerdo con ella, el gluco-
sensor es un sistema enzimatico que controlaria la meta-
bolizacidén de la glucosa.

Estudios recientes han identificado el sistema sen-
sor de la glucosa en el islote. Con bastante probabili-
dad dicho sistema sensor es la glucoquinasa, la enzima
que fosforila la glucosa y que controla el flujo a tra-
vés de la via glucolitica en la célula B en el rango fi-
siolbégico de concentraciones extracelulares de glucosa.

Diversos argumentos apoyan esta idea: 1) dicha en-
zima presenta preferencia X-anomérica, similar a la de
secrecidén de insulina y a la de la via glucolitica
(MEGLASSON y MATSCHINSKY, 1984), 2) es inhibida especi-
ficamente por la manoheptulosa que también bloquea la
metabolizacidén de la glucosa en la célula B y la respues-
ta insulino secretora (ZAWALICH et al., 1977b) y 3) en
condiciones metabdblicas, como el ayuno, en las que la
secrecidén de insulina en respuesta a la glucosa esté
bloqueada, la actividad glucoquinésica sufre una dismi-
nucibén adaptativa (MALAISSE et al., 1976 ; BURCH et al.,

1981; BEDOYA et al., 1984b).
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5. METABOLISMO DE LA GLUCOSA POR LA CELULA B

La glucosa en la célula B puede seguir cuatro ca-
minos diferentes: 1) almacenarse en forma de glucbgeno,
2) transformarse en sorbitol por la via del poliol,

3) ser degradada por el ciclo de las pentosas fosfato, y
4) metabolizarse por la via glucolitica y ciclo del aci-
do citrico. |

Aungue los islotes poseen los sistemas enzimaticos
necesarios para la sintesis y degradacidén del glucdbdgeno,
parece ser que el metabolismo del glucbdgeno juega un pa-
pel minimo en estas células (MALAISSE et al., 1977;
FONTELA et al., 1984 ). También, la formacidén de sorbi-
tol (MALAISSE et al., 1974a) y el metabolismo de la glu-
cosa en el ciclo de las pentosas fosfato son vias poco
importantes (HEDESKOV y CAPITO, 1975).

La capacidad insulino secretora de la glucosa estéa
ligada a su metabolizacibén por la via glicolitica y el
ciclo del &cido citrico en la célula B pancreatica. Asi,
inhibidores de la glicolisis como la manoheptulosa (inhi-
bidor de la fosforilacidn de la glucosa) o el iodoacetato
(inhibidor de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
bloquean la secrecién de insulina (ZAWALICH et al., 1977b).

La curva que relaciona concentraciones crecientes

de glucosa y su metabolismo en la célula B, medido como
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el consumo de’oxigeno, la oxidacidén de la glucosa, el

flujo a través dela via glicolitica y la concentracidn
de metabolitos, es de tipo sigmoideo (SENER y MALAISSE,
1984). Esta caracteristica coincide con la cinética de

secrecibén de la insulina en respuesta a la glucosa.

5.1. Transporte de la glucosa

Como hemos dicho anteriormente, la glucosa tiene
gque ser metabolizada por la célula B para estimular la
secrecidn de insulina. La D-glucosa, pero no la L-glu-
cosa, es transportada a través de la membrana plasmati-
ca por un transportador especifico de alta capacidad
igualéandose rapidamente las concentraciones extra e in-
tracelular de glucosa (HELLMAN et al., 1971 ).

La captacién de glucosa es un proceso saturable,
con una Km de aproximadamente 50 mM (HELLMAN et al.,
1971 ). El1 hecho de que la d-S—O—metil—D—glucosa pro-
teja a los islotes de la aloxana més eficientemente
que el andémero B , indica una especificidad « —anomérica
para el transporte de la glucosa (ROSSINI et al., 1975).

La floricina y floretina que inhiben el transporte
de la glucosa no modifican el efecto de la glucosa so-
bre la secrecidn de insulina, lo que indica que el trans
porte de la glucosa no es un factor limitante para su

metabolizacién por la célula B (ASHCROFT y NILO, 1978).
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5.2. Fosforilacidén de la glucosa

Los islotes de Langerhans poseen un doble sistema
enzimdtico para fosforilar la glucosa: hexoquinasa
(ATP-D hexosa 6-fosfotransferasa, EC 2.7.1.1.) que tie-
ne una alta afinidad por la glucosa (Km 50—200/pM) y
glucoquinasa (ATP-D glucosa 6-fosfotransferasa, EC 2.7.
1.1.), con una baja afinidad hacia glucosa (Km~n/10 mM)
(ASHCROFT y RANDLE, 1970; MALAISSE et al., 1976 ; TRUS
et al., 1981; BEDOYA et al., 1984b). La hexoquinasa es
inhibida alostéricamente por su producto, glucosa 6;
fosfato (Kj =0'13 mM), y por glucosa 1,6-bifosfato
(Ki =0'2 mM) (GIROIX et al., 1984); representa aproxi-
madamente del 80-90% de la actividad fosforilante total
de la glucosa en homogenado de islotes.

Por el contrario, la glucoquinasa no es inhibida
por glucosa 6-fosfato (MALAISSE et al., 1976) y repre-
senta sbélamente del 20-30% de la actividad fosforilante
total de la glucosa. Ha sido parcialmente purificada,
mostrando un perfil cromatografico similar al de la glu-
coquinasa hepéatica, asi como una cooperatividad positi-
va hacia su sustrato, la glucosa (MEGLASSON et al.,
1983; BEDOYA et al., 1985).

El ayuno inhibe tanto la actividad glucoquinasica
como la hexoquinésica, siendo esta inhibicién mayor pa-
ra la glucoquinasa (BURCH et al., 1981; BEDOYA et al.,

1984b).
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La concentracidn de glucosa en el exterior e inte-
rior del islote es del orden de 5-7'5 mM; en estas con-
diciones la actividad hexoquinasa estaria completamente
saturada mientras que la glucoguinasa estaria al 50% de
su velocidad maxima. A concentraciones fisioldbgicas de
glucosa, la enzima que controla el flujo a través de la
via glucolitica es la glucoquinasa y no la hexoquinasa
ya que ésta se encuentra completamente saturada.

Por otra parte, debido a la baja Ki de la hexoqui-
nasa para la glucosa 6 fosfato y a que la concentracidn
de glucosa 6 fosfato intraislote es del orden de 0'35mM,
cuando la concentracidén de glucosa extracelular es de
7'5 mM (ASHCROFT et al., 1970 ), la actividad hexoquina-
sa estd inhibida en un 60-70% a concentraciones fisio-
légicas de glucosa extracelular.

Existe una tercera enzima con capacidad para fos-
forilar la glucosa, se trata de la N-acetil glucosamina
quinasa (ATP: 2-acetamido-2-deoxi-D-glucosa 6-fosfotrans
ferasa, EC 2.7.1.59) con una elevada Km para la glucosa
(Km> 100 mM) (DAVAGNINO y URETA, 1980).

También,ha sido identificada glucosa-6-fosfatasa
(D-glucosa 6 fosfohidrolasa, EC 3.1.1.3.9.) en islotes
de ratén y hamster (TALJEDAL, 1969).Esta enzima podria
regular también la fosforilacién de la glucosa, dada su
baja Km para la glucosa 6-fosfato (1 mM) y su inhibicidn

por la glucosa (Km 10 mM) (ASHCROFT y RANDLE, 1970).
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5.3. Otros enzimas de la via glucolitica

La glicolisis es la principal via utilizada por la
glucosa para su oxidacidén. La enzima que actla tras la
fosforilacidén de la glucosa es la fosfoglucoisomerasa
(D—glucosa—G fosfato cetona isomerasa, EC 5.3.1.9.), se
caracteriza por presentar especificidad anomérica por
la oK -D-glucosa (MALAISSE et al., 1983).

La fosfofructoquinasa (ATP: D-fructosa 6 fosfato,
1 fosfotransferasa, EC 2.7.1.11) ha sido estudiada por
MALAISSE y col. (1976) . E1 ATP actha como un efector
positivo hasta una concentracidén de 0'3 mM; por encima
de ella, actla como efector negativo. E1 citrato 5 mM
inhibe la fosfofructoquinasa, el grado de inhibicién se
incrementa del 34 al 66% con respecto a los controles,
cuando la concentracidén de ATP se eleva de 0'3 a 3 mM.
E1 AMP O'1 mM no la activa a bajas concentraciones de
ATP (0'05-0'3 mM), pero impide la inhibicidn por eleva-
das concentraciones de ATP.

El ayuno produce un descenso en la actividad de la
fosfofructoquinasa (BURCH et al., 1981), sin modificar
su modulacidén por ATP o AMP (MALAISSE et al., 1976)

Recientemente, se ha descrito un nuevo modulador
para este enzima, la fructosa 2,6-bifosfato (MALAISSE
et al., 1982a). La glucosa produce un incremento en el

contenido de fructosa 2,6-bifosfato de los islotes y de
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las células B purificadas, activandose la fosfofructo-
quinasa (MALAISSE et al., 1982b; SENER et al., 1984);

la curva dosis-respuesta es una hipérbola en los islo-
tes, con una respuesta semimaxima a glucosa 6'2 mM, y

un sigmoide en las células B purificadas.

No se ha detectado actividad de fructosa 1,6 difos-
fatasa (SENER y MALAISSE, 1978), por lo que no existe
gluconeogénesis y el ciclo fatil fructosa 6 fosfato/
fructosa 1,6-bifosfato no puede actuar como regulador
de la glucosa.

ASHCROFT y RANDLE (1970) han estudiado la actividad
de sistemas enzimAticos del metabolismo de la glucosa que
pueden producir nuclebétidos de piridina en estado redu-
cido. Estos enzimas son: isocitrato deshidrogenasa
(treo Ds-isocitrato: NADPH oxidorreductasa EC 1.1.1.1.42),
piruvato carboxilasa (2-oxidoacidcarboxy-liasa EC 4.1.1.
1.) y enzima madlico (L-malato: NADP ™ oxidorreductasa,

dexcarboxilante de oxalacetato, EC 1.1.1.40.).
En la fig. 4, se muestran las principales etapas de

la via glucolitica.
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Representacidn esquemitica de las princi-
pales etapas del metabolismo de la gluco-
sa en 1islotes pancreaticos.La activacién
e inhibicidén de enzimas (GK:glucoquinasa;
HK:hexoquinasa; PGI:fosfoglucosa isomera-
sa; PGM:fosfoglucomutasa; PFK l:fosfofruc-
toquinasa; PFK 2:fructosa 6 fosfato,2-qui-
nasa)estan indicadas mediante lineas dis-
continuas. La ruta metabdlica principal
estéd indicada por linea gruesa y las ru-

tas secundarias por lineas finas.
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6. ACOPLAMIENTO ESTIMULO-SECRECION

6.1. Potencial de membrana y flujos idnicos en lacélula B

Los iones desempefian un papel importante en el aco-
plamiento estimulo-secrecidén. Se ha demostrado, que du-
rante el proceso de secrecidén de la insulina se altera
la permeabilidad de la membrana plasmética de la célu-
la B para el Na+, K+, Mg2+, Cl~, bicarbonato y fosfato
(HENQUIN y LAMBERT, 1976; CAMPILLO et al., 1978; SEHLIN,
1978; HENQUIN, 1980).

Algunas células secretoras, como las cromafines,
adenohipofisarias y pancreaticas, poseen canales ibdnicos
voltaje dependientes, son células excitables con capa-
cidad para generar potenciales de accidn y su potencial
de membrana se modifica por secretagogos.

Utilizando microelectrodos de alta resistencia se
ha observado que el potencial de membrana de la célulaB
es estable y estéd comprendido entre -60 y -70 mV (HENQUIN,
y MEISSNER, 1982). Una elevacidén en la concentracién
extracelular de D-glucosa produce en menos de un minuto
una despolarizacidén de la membrana de 10-15 mV conducien-
do el potencial de membrana a un valor umbral (-35, -40mV),
a partir del cual aparecen potenciales de accidn (espi-
gas) por apertura de canales de calcio dependientes de

voltaje. Otros azlcares que inducen cambios similares
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en el potencial de membrana son la D-manosa y el D-gli-
ceraldehido, pero no la D-manoheptulosa, la 3-O-metil-
glucosa, 2-deoxiglucosa y L-glucosa.

Como consecuencia de la metabolizacidn de la glu-
cosa se bloquean los canales de K+, disminuyendo la sa-
lida de K© y por lo tanto se despolariza la membrana
(ASHCROFT et al., 1984). Esta despolarizacidén activa los
canales de Ca2+ dependientes de voltaje, entrando calcio
en la célula, que inicia una actividad eléctrica. El
aumento de Ca2+ citoplasmatico en las cercanias de la
membrana activa la conductancia al K* (calcio dependien-

te) por lo que la membrana se repolariza de nuevo.

6.2. Papel del Ca2+ en la secrecidn de insulina

La estimulacidén de la secrecidn de insulina por
glucosa tiene lugar en presencia de cantidades suficien-

tes de Ca2+

extracelular (WOLLHEIM y SHARP, 1981) de
forma que, en ausencia de Ca2+ extracelular ambas fases
de secrecidn (primera y segunda) estéan disminuidas
(GRODSKY et al., 1968). Sin embargo, WOLLHEIM y col.

2 ,
+ en la cé-

(1980) han demostrado que la entrada de Ca
lula B sblo es importante para la segunda fase de secre-
cién, mientras que la glucosa inicia la primera fase de

liberacidn utilizando el calcio intracelular.
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Se ha comprobado que la glucosa produce una acumu-
lacidén de calcio dentro de la célula B (DELEERS et al.,
1985). La curva que relaciona la concentracidén extrace-
lular de glucosa y la captacidn de calcio también es de
tipo sigmoideo. Esta acumulacidn de calcio es inhibida

por la manoheptulosa (MALAISSE et al., 1979).

6.2.1. Regulacidn de la concentracidn citoplasmatica

de calcio

.. A 2+ .
La concentracidn extracelular de Ca necesaria

para la secrecidn de insulina es del orden milimolar

3 2+

(1077 M). Sin embargo, la concentracién de Ca en el

7 M). Este

interior de la célula B es submicromolar (~10~
gradiente de concentracidén se mantiene gracias a siste-
mas de transporte localizados en la membrana plasmatica,
la membrana mitocondrial, la membrana del reticulo en-
doplasmatico y probablemente en los gréanulos de secre-
cidén. Un cuarto sistema para regular la concentracidn
intracelular de calcio, de manera réapida y reversible,
se basa en su unibén a proteinas especificas (Fig. 5 ).

A nivel de membranas plasmiticas, se conocen dos
mecanismos para sacar el calcio de la célula. Un inter-

cambio Na+—Ca2+

(JANJIC y WOLLHEIM, 1983) que utiliza
la energia procedente del gradiente de sodio creado por

la bomba Na+—K+, y una ATPasa dependiente de calcio
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Canales de Ca+*+
dependientes de voltaje

Na*,

K+
ATP
ADP

Na*

[Ca** ~ 107 M AT

Ca ++

X T
ADP

Fig.

[ca*],, ~10 M

5.- Sistemas de regulacidén de la concentracidn
intracelular de calcio en la célula B (CaX:

calcio unido a proteinas; Mt:mitocondria;

RE:reticulo endoplésmico; GS:grénulos se-

cretorios) (PRENTKI y WOLLHEIM,1984).
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(KOTAGAL et al., 1983). El intercambio Na+—Ca2+ no esta
acoplado directamente a la hidrdlisis del ATP y la bom-
ba de calcio si.

Por otra parte, el calcio tiende a entrar en la
célula, por difusidn pasiva, a favor de un gradiente de
concentracién y de un gradiente eléctrico. O bien, a
través de canales de Ca2+ dependientes de wvoltaje
(ATWATER et al., 1981).

E1l transporte de calcio a nivel de mitocondrias,
también estd acoplado a la hidrdélisis del ATP. Puede
ser inhibido por la 3-iscbutil-l-metil-xantina y el
fosfoenolpiruvato (SUGDEN y ASHCROFT, 1978). Debido a
que este metabolito de la glucosa ejerce efectos tdxicos
sobre 1a§ mitocondrias de higado (ROOS et al., 1978) y
de insulinoma (PRENTKI et al., 1983), su papel en el
control de la captacidn de calcio por mitocondrias se
ha cuestionado.

A nivel de reticulo endopléasmico, el transporte de
calcio también es un proceso dependiente de energia. Es

2+ 4e 1'5 jM,

estimulado por K" y tiene una Km para el Ca
no siendo afectado por calmodulina y cAMP (COLCA et al.,
1983).

Los gréanulos secretorios de insulina, a diferencia
de las mitocondrias y microsomas, son incapaces de acu-
mular Ca2+, por 1o que se puede decir, que no participan

en la regulacién de la concentracibédn citoplasmatica de

calcio (BOROWITZ y MATTHEWS, 1980).
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6.2.2. La calmodulina como receptor intracelular del

calcio

La calmodulina es una proteina unidora de calcio
que KAKUCHI y YAMAZAKI (1970) y CHEUNG (1970) descu-
brieron independientemente como una proteina termoes-
table que activaba a una fosfodiesterasa de cerebro
(Fig. 6 ).

La calmodulina representa el principal receptor
intracelular de calcio, conteniendo cuatro sitios de
unidén al calcio. Es una proteina filogenéticamente muy
conservada de manera que, en todos los organismos de
donde se ha aislado,la calmodulina presenta similares
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Su estruc-
tura varia muy poco de una especie a otra, de forma
que, de los 148 aminoadcidos no mas de siete son dife-
rentes .

Esta proteina regula intracelularmente muchos sis-
temas enzimdticos dependientes de calcio (STEVENS,1983).
El sistema Ca2+—calmodulina actia al menos por tres
caminos diferentes: 1) a través de la interaccidn di-
recta con la enzima a regular, 2) a través de la fos-
forilacidén por quinasas dependientes de Ca2+—calmodu—

lina y 3) como una subunidad integral del enzima.



Fig.

Cd# c a*‘

11

Ca++ a

6.- Representacidn esquemética de la calmodulina
(STEVENS,1983).
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En los islotes pancreaticos se ha descrito la presen-
cia de calmodulina (SUGDEN et al., 1979a). Al mismo
tiempo, se ha comprobado que inhibidores de la calmodu-
lina en otros tejidos, como la trifluoperazina y la pi-
mozida, inhiben la secrecidn de inéulina en respuesta a
la glucosa (GAGLIARDINO et al., 1980; HENQUIN, 1981).

El hecho de gque la trifluoperazina no inhiba la
metabolizacidn de la glucosa (VALVERDE et al., 1981)
indica que el posible modo de accibdn de la calmodulina
en la secrecidn de insulina sea sobre el acoplamiento
estimulo-secrecidén. Asi, se ha demostrado que la calmo-
dulina activa a: 1) la adenilato ciclasa del islote
(VALVERDE et al., 1979), 2) una ATPasa dependiente de
calcio, regulando el flujo de calcio a través de 1la
membrana plasmé&tica (PERSHADSINGH et al., 1980), 3) una
proteina quinasa independiente de cAMP,"fosforiléndose
proteinas enddgenas del islote (HARRISON y ASHCROFT,
1982) y 4) afecta al sistema microtibulos-microfilamen-
tos favoreciendo el movimiento de los grénulos de secre-
cibén en la célula B (MARCUM et al., 1978).

El posible modo de accidn de la calmodulina en la

secrecidn de insulina es esquematizada en la fig. 7
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Ca2*
Ca?*A TPasaf

Ca2*

| Ca2*|  [Ca?"-calmodulina) .

1l 1l

Ca2* ‘:_ Ca2*-calmoduling

prorem\c( quinasa Secrecicn
samp ® O O =’

— /nsulina
®/

ATP CAMP =g proteinc quinasa
A\ 4

Fig. 7.- Posible modo de accidn de la calmodulina

en la secrecidén de insulina (H:hormona;
AC: adenilato ciclasa; P:fosforilacidn
de proteinas; +:estimulacibén) (TOMLINSON
et al.,1982).
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6.3. Papel del cAMP

La idea de que el cAMP pudiera actuar en la célu-
la B pancreatica como un segundo mensajero surgid con
los estudios realizados por SAMOLS y col. (1965), en
los cuales se observaba que el glucagdn estimulaba la
secrecidn de insulina. En 1972, CERASI y LUFT postula-
ron que la glucosa actuaba en la célula B a través de
un receptor especifico de membrana, conduciendo a una
activacién de la adenilato ciclasa, incremento en la
produccidén de cAMP y estimulacibén de la liberacidn de
insulina. Posteriormente, se considerdé el cAMP como una
seflal para la liberacidn de insulina y actualmente se
cree gque actla como un modulador de la respuesta metabd-
lica y secretoria a secretagogos (MALAISSE y MALAISSE-

LAGAE, 1984).

6.3.1. Componentes del sistema cAMP en los islotes

6.3.1.1. Adenilato ciclasa

La adenilato ciclasa es un enzima que cataliza la
formacién de cAMP a partir de ATP. Se encuentra locali-
zada en la membrana plasmatica de las células A y B de
los islotes de Langerhans (HOWELL y WHITFIELD, 1972) y
su actividad es potenciada por calmodulina en presencia
de calcio (VALVERDE et al., 1979). La Km para el ATP

estd en el rango 10—40/uM.
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Diversos autores han demostrado que la glucosa in-
crementa los niveles de cAMP en el islote pero no pare-
ce tener un efecto directo sobre la actividad de adeni-
lato ciclasa (HOWELL y MONTAGUE, 1973; THAMS et al.,
1984). Sin embargo, CAPITO y HEDESKOV (1977) han obser-
vado que la glucosa (17 mM), el fosfoenolpiruvato(lolpM)
y el piruvato (lO‘pM) incrementan la actividad adenilato
ciclasa en un 40-50%.

Por otra parte, los agentes o -adrenérgicos inhiben
la liberacidén de insulina siendo este efecto causado por
una inhibicién de la adenilato ciclasa (NAKAKY et al.,
1981). Como en otros tejidos, la adenilato ciclasa es
regulada por nuclebdétidos y nuclebsidos (HOWELL y MONTAGUE,

1973).

6.3.1.2. Fosfodiesterasa

Existen al menos dos formas del enzima con diferen-
tes Km para el cAMP. CAPITO y HEDESKOV (1974) han encon-
trado en islotes de ratdén dos Km para este enzima (6/pM
y 260/pM). La mayor actividad de este enzima (70%) se
encuentra en la fraccidén soluble, siendo su pH 6ptimo
8'2.

La fosfodiesterasa es inhibida por teofilina, ca-
feina, 3-iscobutilmetilxantina y sulfonilurea,y activada por

imidazol (ASHCROFT et al., 1972Db).
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6.3.1.3. Proteina quinasa

La activacidén de la proteina quinasa dependiente
de cAMP implica la disociacidén del holoenzima inactivo
en su subunidad reguladora R y catalitica C (ROSEN y

ERLINCHMAN, 1975), segin la ecuacidn:

R,C, + 2 cAMP —— (R—CAMP)2+2C
-—

272
La mayoria de la actividad se encuentra en la fraccidn
soluble. La Km para el cAMP es de 1'11 x 1078 m,

En los islotes de Langerhans existen tres clases
de proteinas quinasas. Una dependiente de cAMP (MULLER
y SHARP, 1974; SUGDEN et al., 1979b), otra activada por
Ca2+ y calmodulina (CHRISTIE y ASHCROFT, 1985) y una
tercera activada por Ca2+y fosfolipidos (LORD y ASHCROFT,
1984). Cada una tiene sustratos endbgenos especificos

gue son fosforilados en el interior del islote en res-

puesta a un estimulo.

6.3.1.4. Fosfoproteina fosfatasa

La actividad fosfoproteina fosfatasa ha sido estu-
diada en los islotes, encontrandose una alta actividad
de este enzima en la fraccidn soluble y en la particu-
lada (MULLER y SHARP, 1974). Su actividad es estimulada

por cAMP y Ca2+.
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6.3.2. Accidn de secretagogos sobre la produccidn de cAMP

El efecto de la glucosa sobre la acumulacidn de
CAMP ha sido ampliamente estudiado por numerosos auto-
res; a pesar de ello, los resultados obtenidos son con-
tradictorios. Asi, HOWELL y MONTAGUE (1973) no encontra
ron modificaciones significativas en el contenido de
CAMP al incubar islotes aislados de rata a concentracio
nes de glucosa que estimulan la secrecidn de insulina.
Por el contrario, BOUMAN y col. (1979) observaron un
réapido aumento del contenido de cAMP (2-3 min), alcan-
zédndose un nivel méximo a los 15 min que permanecia has
ta los 30 min. La secrecidén de insulina aumenta después
del réapido aumento de cAMP y el patrdn bifésico de se-
crecidén coincide con cambios paralelos en los niveles
intracelulares de cAMP (ZAWALICH et al., 1975).

Existe un gran paralelismo entre la capacidad de
un azlcar para ser metabolizado por los islotesyel po-
der gue posee para incrementar los niveles de cAMP. De
esta forma, la glucosa (CAPITO y HEDESKOV, 1974), el
D-gliceraldehido y la dihidroxiacetona (HELLMAN et al.,
1974b), y la manosa (GRILL y CERASI, 1976) elevan los
niveles de cAMP; mientfas que azlcares no metabolizables,
como L-glucosa y 3-O-metilglucosa, no lo hacen (GRILL y
CERASI, 1976). Por otra parte, el hecho de que la ma-
noheptulosa, conocido inhibidor de la fosforilacidn de

la glucosa, inhiba la elevacién del contenido cAMP in-
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ducida por glucosa (GRILL y CERASI, 1976) y de que el
piruvato y fosfoenclpiruvato estimulen la adenilato
ciclasa (CAPITO y HEDESKOV, 1977) indica que la acumu-
lacidén de cAMP en los islotes es debida al metabolismo
de la glucosa y no a la glucosa en si.

La D-manosa,que es capaz de estimular la secrecién
de insulina en ausencia de glucosa, también es capaz de
estimular los niveles de cAMP, pero presenta una concen-
tracién umbral més elevada. La D-galactosa y la D-fruc-
tosa que no estimulan la secrecibn de insulina "per se",
pero potencian la accidn secretagoga de la D-glucosa,
s6lo elevan el contenido insular de cAMP en presencia
de glucosa.

GRILL y CERASI (1975) han demostrado que los nive-=
les de cAMP intraislote se incrementan preferentemente
por el -anbmero de la glucosa, que es el mejor esti-
mulador de la secrecibn de insulina.

El ayuno prolongado bloguea la secrecidn de insu-
lina y la estimulacidn de cAMP inducida por glucosa en
islotes aislados de rata (ORTIZ, 1980).

Por Gltimo, es bien conocido el hecho de que la
teofilina y la isobutilmetilxantina, conocidos inhibi-
dores de la fosfodiesterasa de nuclebtidos ciclicos,
estimulan la secrecidn de insulina en presencia de

glucosa. Esto sugiere que el efecto de lasmetilxanti-
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nas sobre la liberacidén de insulina estd relacionado
con un aumento en el contenido de cAMP en el islote,
secundario a una inhibicidén de la fosfodiesterasa.

En resumen, estos hechos parecen indicar que el
CAMP juega un papel importante en el mecanismo de se-
crecién de insulina, aunque una elevacidn en el conte-
nido de cAMP es una condicidén necesaria, pero no sufi-
ciente, para estimular la secrecidén de insulina, ya
que las metilxantinas necesitan una concentracién umbral

de glucosa para estimular la secrecidn de insulina.

6.3.3. Modo de accidén del cAMP en la secrecidn de in-

sulina

6.3.3.1. Estimulacidén de proteinas guinasas

En casi todos los tejidos de mamiferos la accidn
del cAMP estéd relacionada con la activacidn de enzimas
denominadas proteinas quinasas dependientes de cAMP.
Los islotes pancreaticos poseen proteinas quinasas de-
pendientes de cAMP con propiedades similares a las del
resto de los tejidos estudiados (SUGDEN et al., 1979b).

Compuestos que aumentan el contenido de cAMP y
estimulan la secrecidn de insulina, incrementan también
la actividad de las proteinas guinasas en homogenados
de islote, mientras que el diazbéxido o la adrenalina,

que descienden el contenido de cAMP e inhiben la secre-
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cién de insulina, descienden la actividad de las pro-
teinas quinasas (MONTAGUE y HOWELL, 1973).

Una vez activada la proteina quinasa, actuaria fos-
forilando alguno de los componentes del sistema secre-
torio (proteina microtubular, proteinas especificas de
los granulos secretorios y membrana plasmitica) y dis-

parando la respuesta insulinica.

6.3.3.2. Efecto sobre el metabolismo de la glucosa

Ha sido demostrado que el glucagdn y la teofilina
que elevan el contenido de cAMP, estimulan la glucoge-
nolisis en islotes de ratones obesos hiperglucémicos
(IDAHL y HELLMAN, 1971). Sin embargo, a concentraciones
altas de glucosa, ni la teofilina ni el db-cAMP tienen
efecto sobre la captacidn, utilizacidn y oxidacidbn de

la glucosa (MALAISSE et al., 1974b).

6.3.3.3. Sistema microtibulos y microfilamentos

LACY et al. (1968) demostraron que la colchicina,
inhibidor de la funcidén microtubular, inhibia también
la secrecidén de insulina. El sistema microtubular actu-
aria transportando los granulos que contienen insulina
desde el aparato de Golgi hasta la membrana plasmética.
Se ha descrito que una proteina del sistema microtubular
(tubulina) es activada por proteinas quinasas dependien-

tes de cAMP (RASMUSSEN, 1970).
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6.3.3.4. Accidén del cAMP sobre el flujo del Ca®'

En ausencia de Ca2+ extracelular no hay respuesta

secretoria a la glucosa. Esta respuesta se restablece
en parte en presencia de db-cAMP o teofilina. Parece
ser que el cAMP promueve la movilizacidn de calcio des—
de los orgénulos intracelulares almacén hasta el "pool"
citoplasmatico (SIEGEL et al., 1980). Este Ca2+ ioniza-
do citoplasmatico seria el que activaria el proceso se-
cretorio en la célula B.

Sin embargo, HENQUIN y MEISSNER (1983) han mostrado
recientemente que el db-cAMP incrementa la entrada de
Ca2+ y la actividéd eléctrica en la célula B, por lo que

el cAMP puede modular la permeabilidad de los canales

de calcio facilitando la entrada de calcio en la célula B.

6.4. Metabolismo de los fosfolipidos en el acoplamiento

estimulo-secrecidn

Se ha demostrado que en gran cantidad de tejidos
la activacidén de los receptores de membrana conlleva a
un aumento en la hidrdlisis de los fosfatidilinositoles
(MICHELL, 1975; BERRIDGE, 1984).

En los islotes pancredticos la carbamilcolina (BEST
y MALAISSE, 1983a), mediante su unidén a un receptor mus-
carinico y la glucosa (BEST y MALAISSE, 1983b), por un

mecanismo todavia desconocido, activan a una fosfolipasaC
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(PLC) que hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIn4,5 Pi) dando inositol 1,4,5-trifosfato (InP3) y
diacilglicerol (DG). El InP, actGa liberando calcio del
reticulo endoplésmico (STREB et al., 1983; BIDEN et al.,
1984) y el DG activa a una proteina quinasa dependiente
de Ca y fosfolipidoé (proteina quinasa C) (TAKAI et al.,
1979; HUBINONT et al., 1984).

El DG es sustrato de la DGlipasa gque produce acido
monoglicérico (MG) y acido araquiddbénico (AA) (SCHREY y
MONTAGUE, 1983). Este Gltimo compuesto también se obtie-
ne por la accidén de la fosfolipasa Ay (PLA2) sobre el
fosfatidilinositol (PIn) o el &cido fosfatidico (PAl)
(LAYCHOCK, 1982) y sirve como sustrato para la sintesis
de prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y leucotrienos
(LT), que modulan la liberacidén de insulina (EVANS et al.,
1983; METZ et al., 1984),

El InP3 es rapidamente defosforilado a inositol
bifosfato (InPg), a inositol monofosfato (InP) y a ino-
sitol (In) que se recombina con el PAlpara formar fosfa-
tidilinositol (PIn). El PIn se fosforila mediante qui-
nasas especificas localizadas en la membrana celular a
fosfatidilinositol 4-fosfato (PIn4Pi)y a fosfatidilino-
sitol 4,5-bifosfato (PIn 4,5Pi).

Este conjunto de reacciones (hidrdlisis+sintesis)

constituye el ciclo de los fosfoinositidos (Fig. 8 ).
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PLC

\\\ InP3
PA, PPa— Pz/ )\A A

Fig. 8.- Representacidn esquemética del recambio de
fosfolipidos de membranas (R:receptor; PLC:
fosfolipasa C; PIn4,5Pi:fosfatidilinositol
4,5-bifosfato; PIndPi:fosfatidilinositol 4-
fosfato; PIn:fosfatidilinositol; DG:diécil—
glicerol; InP_:inositol 1,4,5-trifosfato;

InP2:inosit013bifosfato; InP:inositol mono-
fosfato; In:inositol; PAlzécido fosfatidico;
MG:4cido monoglicérico; AA:écido araquiddéni-
co; LT:leucotrienos; PG:prostaglandinas; TX:

tromboxanos).
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El &cido fosfatidico actla como un ionoforo endbé-
geno. La actividad ionoforética es incrementada cuando
los islotes se estimulan con glucosa (DUNLOP y LARKINS,
1984).

Hasta el momento se desconoce si los productos de

la hidrélisis del PIn4,5Pi, DG y InP actlan concer-

3
tadamente en la estimulacidén de la secrecidén de insulina
en respuesta a la glucosa.

ZAWALICH y col. (1983) han propuesto que la dina-
mica bifédsica de la secrecidn de insulina se debe a la
actuacidén secuencial de las dos ramas del sistema men-
sajero del calcio. La iniciacién de la respuesta se de-
beria a un aumento de la concentracidén citoplasmética
de calcio producida por la liberacidn de calcio de los
depbésitos intracelulares (reticulo endopléasmico), de-
bida a la accidn del InPS. Este aumento de la concentra-
cibén citoplasmética de calcio activaria la llamada
"rama de la calmodulina" (RASMUSSEN y BARRETT, 1984),
produciéndose la activacidén de proteinas quinasas depen-
dientes de calcio y calmodulina (CHRISTIE y ASHCROFT,
1985).

El mantenimiento de la secrecidn estimulada depen-

deria de la activacidédn de la '"rama de la proteina qui-

nasa C" por el DG.
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7. EL AYUNO COMO MODELO EXPERIMENTAL

El hecho de gue el ayuno inhiba la secrecidn de
insulina (JOOST y BECKMAN, 1980) y de que linearice la
cinética sigmoidea de la respuesta insulinica a la glu-
cosa (ARILLA, 1979) hace que sea un interesante modelo
experimental.

Por otra parte, los islotes procedentes de anima-
les ayunados se caracterizan por un metabolismo de la
glucosa descendido con disminucidn en la actividad fos-
forilante de la glucosa (HEDESKOV y CAPITO, 1974;
MALAISSE et al., 1976; BEDOYA et al., 1984b) y un des-
censo asimismo, en el contenido intracelular de cAMP
(ORTIZ, 1980).

Puesto que otfos enzimas de la via glucolitica como
fosfofructoquinasa, fosfoglucoisomerasa y gliceraldehido
3P-deshidrogenasa estédn menos afectadas por el ayuno
(MALAISSE et al., 1976 ; BURCH et al., 1981), lo més
probable es que el ayuno provogque un bloqueo en las
etapas previas de la glucolisis y concretamente en las
actividades fosforilantes de la glucosa, lo gue produci-
ria un bloqueo del flujo glucolitico.

El hecho de que inhibidores de la fosfodiesterasa
o el db—cAMPdesbloqueen]iisedecién de Insulina en el
ayuno, con la aparicibn del sigmoide caracteristico

(GOBERNA et al., 1978), sugiere que esta situacidén meta-
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bbélica afecta al sistema cAMP. En apoyo de esto,
HOWELL y co0l1l.(1973), demostraron que la actividad ade-
nilato ciclasa y la proteina quinasa dependiente de
CAMP estén disminuidas en el ayuno.

Por tanto, el ayuno produce efectos sobre el sis-
tema adenilato ciclasa-cAMP, ademéas del efecto conocido

sobre el glucosensor.
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8. OBJETIVOS

En el momento actual se desconoce el origen de la
diabetes no insulin dependiente (NIDDM), pero conocemos
una serie de factores exdgenos que pueden desencadenar-
la, siendo la alimentacidén y el sobrepeso unc de los
mas importantes. Ello es debido a un fallo en la capaci-
dad adaptativa de la célula B a cambios ambientales funda-
mentalmente alimentarios.

El objetivo fundamental de este trabajo es estudiar
la influencia de dietas de composicidn variable en carbo-
hidratos, lipidos y proteinas sobre la funcionalidad de
la célula B del péancreas endocrino.

Hemos utilizado ratas Wistar alimentadas durante
largo tiempo con tres tipos de dietas: dieta estandar,
dieta pobre en glGcidos ( rica en proteinas y grasas ) y
dieta rica en carbohidratos ( '" dieta glucosa " ). Para
alcanzar dicho objetivo, se realizaron diversos estudios a
diferentes niveles:

a) Animal " in vivo ": se estudid el efecto de diferentes
dietas sobre parémetros metabdlicos: glucemias, curvas
de asimilacidén de la glucosa por via intravenosa, insu-
linemias, etc.

b) Pancreas aislado. Estudio de la dindmica secretoria
del péncreas aislado y perfundido en respuesta a la
glucosa de animales alimentados con diferentes dietas;

también se analizdé el contenido de insulina.
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c) Islotes aislados: se estudid la actividad fosforilan-
te de la glucosa en homogenado de islotes proceden-

tes de animales sometidos a diferentes tipos de dieta.



II.MATERTIAL Y METODOS
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1. ANIMALES

Para la realizacidén del presente trabajo se uti-
lizaron ratas Wistar macho de peso comprendido entre
200-250 g, correspondiente a 9 semanas de edad. Los

animales se dividieron en cuatro grupos:

1) Ratas controles alimentadas hasta el momento de su
sacrificio con una dieta estandar, laboratorio.

2) Ratas sometidas a ayuno total durante 96 h.

3) Ratas alimentadas 10 dias antes de su sacrificio
con una dieta rica en carbohidratos.

4) Ratas alimentadas 10 dias antes de su sacrificio

con una dieta pobre en carbohidratos.

Todos los animales tenian libre acceso al agua.

La composicidn de las distintas dietas se detalla
en la tabla II.

En la fig. 9, se representan los pesos medios de

ratas desde el nacimiento hasta los 90 dias de edad.
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TABLA IT

COMPOSICION DE LAS DIETAS (g/100 g)

Dieta pobre en

Dieta estandar Dieta glucosa carbohidratos

Proteinas 19 - 43'4
Fibras 26 - -

Carbohidratos 42 - 3'2
Grasas 8'5 - 48'9
Sales minerales 2'9 2'9 2'9
Vitaminas 1'6 1'6 1'6

Glucosa - 95'5 -
% de calorias totales

Proteinas 23'7 - 27'7

Grasas 52'4 - 70'2

Carbohidratos 23'8 100 2'0



Peso
(gr)

300+

225 A

150 -

754

i {
15 30 45 60 75 S0
Tiempo (dias)

Fig.9.- Curva de crecimiento ponderal de ratas Wistar

macho.
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2. DISENO EXPERIMENTAL

GRUPO I: Animales controles, alimentados con dieta

estandar
Ilz Determinacién de diferentes paréametros bioquimicos
en plasma.

5t Glucemia e insulinemia en condiciones basales, y

tras una sobrecarga de glucosa.
3 Determinacidén de glucbgeno hepéatico.
I4: Contenido de insulina del pancreas y de los islotes.

15: Actividad fosforilante de la glucosa ensayada a 0'5

y 25 mM glucosa.

6" Secrecidén de insulina inducida por glucosa 2'75 y

16'7 mM en islotes pancreéaticos.

I7: Secrecibébn de insulina en respuesta a la glucosa en

pancreas perfundido.

GRUPO II: Animales alimentados con dieta estandar. Accidbn

del 2-Bromoestearato

IIl: Secrecidédn de insulina inducida por glucosa 2'75 y
16'7 mM en presencia de 2-Bromoestearato 0'25 mM en

pancreas perfundido.



58

112: Cinética de secrecidn de insulina en respuesta a
la glucosa en presencia de 2-Bromoestearato 0'25 mM

en pancreas perfundido.

GRUPO III: Animales ayunados durante 96 h

IIIlz Secrecidén de insulina en respuesta a la glucosa

2'75 y 16'7 mM en péancreas perfundido.

I112: Cinética de la secrecidn de insulina en respuesta

a la glucosa en pancreas perfundido.

GRUPO IV: Animales ayunados durante 96 h, Efecto del

2-Bromoestearato

IVlz Secrecidn de insulina en respuesta a glucosa 2'75
y 16'7 mM en presencia de 2-Bromoestearato 0'25 mM

en pancreas perfundido.

IV2: Cinética de la secrecidn de insulina en respuesta
a la glucosa en presencia de 2-Bromoestearato

0'25 mM en pancreas perfundido.

GRUPO V: Animales alimentados con una dieta rica en

carbohidratos

1 Determinacién de diferentes parémetros bioquimicos

en plasma.

V2: Glucemia e insulinemia en condiciones basales y tras

una sobrecarga de glucosa.
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Determinacidén de glucdgeno hepéatico.
Contenido de insulina del péncreas de los islotes.

Actividades fosforilantes de la glucosa ensayadas

a glucosa 0'5 y 25 mM.

Secrecidén de insulina en respuesta a la glucosa en

islotes.

Secrecidn de insulina inducida por glucosa en pan-

creas perfundido.

GRUPO VI: Animales alimentados con una dieta pobre en

VI

VI

VI

VI

VI

VI

VI

hidratos de carbono

Determinacidén de diferentes parametros bioquimicos

en plasma.

Glucemia e insulinemia en condiciones basales y

tras una sobrecarga de glucosa.
Determinacidén de glucbdgeno hepético.
Contenido de insulina del pancreas y de los islotes.

Actividad fosforilante de la glucosa ensayada a

glucosa 0'5 y 25 mM.

Secrecibn de insulina en respuesta a la glucosa en

islotes.

Secrecibébn de insulina inducida por la glucosa en

pancreas perfundido.
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3. DETERMINACION DE DIVERSOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN

PLASMA

3.1. Lipidos

Triglicéridos

La determinacidén de los triglicéridos en plasma se
realizdé mediante la hidrblisis enzimatica de éstos y de-
terminacidén enzimitica subsiguiente del glicerol forma-
do por el método de la gliceroquinasa (reaccidén colori-

métrica). La absorbancia de la reaccidén se mide a 500 nm.

Colesterol

La mayoria de los métodos utilizados para determi-
nar la concentracidén de colesterol en suero son colori-
métricos y estéan basados en la clisica reaccidn de
LIEBERMANN (1885),

Recientemente, se ha utilizado un método enziméitico
(método de CHOD PAD), en el que una estereasa hidroliza
los esteres de colesterol en suero a colesterol libre.
Este compuesto, es oxidado produciéndose H202 que es
utilizado para formar un compuesto coloreado. La absor-

cibn de la reaccidédn se mide a 500 nm.

HDL-colesterol

El método utilizado para la determinacidn de las

HDL-colesterol se basa en la adicidn de A&cido fosfotungs-
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tico e iones de magnesio a la muestra, provocando la pre-
cipitacidén de las VLDL y LDL. El1 sobrenadante de la cen-
trifugacibn contiene las HDL, cuya concentracibén de co-
lesterol es determinada enzimdticamente mediante el mé-
todo del CHOD-PAD.

Las LDL-colesterol se calcularon mediante la si-

guiente férmula:

LDL-colesterol = colesterol total -triglicéridos -
5

HDL-colesterol

Las siguientes determinaciones se realizaron en un
autoanalizador Technicon Smac-20, segin las técnicas que

‘se describen brevemente a continuaciédn.

3.2. Proteinas totales

El método utilizado para la determinacidén de pro-
teinas se basa en el trabajo de SKEGGS y HOCHSTRASSER
(1964), quienes automatizaron la técnica manual de
WEICHSELBAUM (1946). En ésta, se afiade a la muestra el
reactivo de Biuret combinédndose las proteinas de la
muestra con el cobre del Biuret dando lugar a un comple-
jo pGrpura. El reactivo también contiene tartrato sddico-
potédsico, que actla como agente complejante, y yoduro
potédsico que previene la autorreduccidén. La absorbancia

de la reaccidn se mide a 550 nm.
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3.3. AlbUmina

La determinacidén de los niveles plasméticos de al-
bimina esta basada en el trabajo de DOUMAS y col. (1971)
quienes automatizaron el método manual original de
RODKEY (1965). Este introdujo verde de bromocresol como
colorante especifico para la albGmina. A pH 7'0, el ver-
de de bromocresol se combina con la albimina y forma un
complejo estable. Es una técnica colorimétrica que de-
termina la concentracién de albimina en funcidén de la
disminucidén de la absorbancia por disminucidén del verde

de bromocrenol libre.

3.4. Nitrdgeno ureico (BUN)

Los métodos utilizados para la determinacién del
BUN pueden clasificarse en dos tipos: métodos basados
en la reaccidn con diacetilmonosina o compuestos simi-
lares y las técnicas que emplean ureasa. En 1965, MARSH
y col. presentaron dos métodos, uno manual y otro auto-
matizado, para la determinacidén directa de urea basados
en la diacetilmonosina. Ambos métodos resultan altamente
sensivbles debido al uso combinado de tiosemicarbazida e
iones férricos. La técnica utilizada por el autoanaliza-

dor es una modificacidén de la descrita por MARSH y col.
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3.5. Acido Grico

El primer método cuantitativo para la determinacidn
de Acido Urico en suero fue descrito por FOLIN y DENIS
(1912). E1 principal inconveniente que tenia este método,
era la turbidez final que ocasionaba haciendo dificultosa
la medicibébn del color.

La técnica utilizada en el autoanalizador es la de 1la
uricasa , estad basada en los trabajos de LEON y col.
(1978). En ésta, la enzima uricasa cataliza la oxidacidn
del Aacido uGrico-dando H202;

dido por acoplamiento oxidativo de dos compuestos en pre-

este producto formado es me-

sencia de peroxidasa, formandose un complejo coloreado.

La absorcidén de la reaccidn es medida a 570 nm.

3.6. Creatinina

La técnica para la determinacidén de creatinina estéa
basada en la reaccidén del &cido picrico con la creatini-
na en medio alcalino, descrita en el método original de
JAFFE (1886). Este método ha sido automatizado por

CHASSON y col. (1960).

3.7. Iones

Sodio

La técnica utilizada para la determinacidn cuantita-

tiva del sodio en plasma es un procedimiento directo po-
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tenciométrico, usando electrodos de vidrio selectivos
para el i6n sodio. Este método estd basado en el trabajo
original de RAO y col. (1973), modificado por VANKO y
MEOLA (1973). El electrodo selectivo para los iones so-
dio responde a dichos iones de acuerdo con la ecuacidn

de Nernst.

Potasio

El método utilizado para la determinacidén del pota-
sio es igual al descrito para el sodio, utilizando elec-
trodos selectivos para el idn potasio. Estéd basado en
el trabajo original de RAO y col. (1973). También respon

de al sodio de acuerdo con la ecuacidbn de Nernst.

Cloro

El método utilizado por el autoanalizador para la
determinacibén cuantitativa de iones cloruros en plasma
es un procedimiento colorimétrico. Este método estéd ba-
sado en el método manual de ZALL y col. (1956) automati-

zado posteriormente por MORGENSTERN y col. (1973).

Calcio

El método para la determinacidén del calcio esté ba-
sado en los trabajos de GITELMAN (1967), quien modificd
el procedimiento automatizado de KESSLER y WOLFMAN (1964)
incorporando la 8-hidroxiquiloneina para eliminar las

virtuales interferencias del magnesio. La técnica del
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calcio utiliza un complejo coloreado llamado '"cresofta-
leina-complexona" que tiene la propiedad de unir los

iones calcio en un medio alcalino. El1 producto de esta
interaccibén es un complejo de calcio coloreado en rosa

con una absorbancia maxima a 570 nm.

Fésforo inorgénico

El método para la determinacidén del foésforo inor-
ganico esta basado en la técnica primitiva de DALY y
ERTINGSHAUSEN (1972), modificada para el autoanalizador
por AMADOR y URBAN (1972). El1 procedimiento original
estaba basado en la reduccibn de un complejo de fosfo-
molibdatp. El uso de agentes reductores como el cloruro
de estafio y el 4cido aminonaftosulfénico para este pro-
pbésito es bien conocido. La técnica de AMADOR y URBAN
esté basada en que el complejo de fosfomolibdato no re-

ducido absorbe la luz ultravioleta.
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4. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

4.1. Sobrecarga intravenosa de glucosa

Las muestras de sangre heparinizada se extrajeron
de la vena yugular. Primero, se tomdé una muestra de san
gre como referencia o basal y a continuacibn, se inyec-
td una sobrecarga de glucosa al 33% lentamente. La do-
sis empleada fue de 0'5 g/Kg peso del animal.

Se extrajo sangre a los siguientes tiempos: 5, 15,
30 y 60 min después del final de la sobrecarga. Después
de cada toma de sangre se inyectd aproximadamente un
ml de suero fisioldgico con el fin de mantener constan-
te el volumen sanguineo.

Todas las muestras obtenidas se centrifugaron a
49C inmediatamente. Los plasmas se separaron y dividie-
ron en dos clases de tubos segln su posterior empleo:
uno para la determinacidén de glucosa y otro para la de
insulina.

Las muestras destinadas a la valoracidn de insuli-

na se congelaron a -20°C hasta el momento de su andlisis.

La determinacidén de insulina se realizd mediante la téc-
nica de radioinmunoandlisis descrita en el apartado 12

de Material y Métodos.



67

4.2. Determinacidén de la glucosa

La determinacién de la concentracién de glucosa
en plasma se realizd mediante el método enzimitico de
la glucosa oxidasa (KESTON,1956).

El fundamento de esta técnica consiste en que la-
glucosa en presencia de la glucosa oxidasa es conver-
tida a acido glucébdnico con la produccibén de perdxido
de hidrégeno. E1 perdéxido de hidrégeno oxida a la orto-
dianisidina en presencia de peroxidasa dando un comple-
Jjo de color verde, midiendo su intensidad por espectro-

fotometria a 420 nm.

4.3. Coeficiente de asimilacidn de la glucosa

El comportamiento del descenso glucémico tras una
sobrecarga intravenosa de glucosa es de tipo exponen-
cial. El coeficiente angular o pendiente de la recta
semilogaritmica fue definido por CONARD (1953) como
"coeficiente de asimilacidén de la glucosa'.

Por tanto, el valor del coeficiente de asimilacidn
de la glucosa (K) se puede calcular representando gra-
ficamente el logaritmo decimal de los valores de la con-

centracidén de glucosa frente al tiempo.
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5. AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE GLUCOGENO HEPATICO

DE RATA

5.1. Aislamiento de glucbdgeno hepatico

El glucdgeno se puede aislar de los tejidos anima-
les por digestidn de éstos con una solucidn concentrada
de KOH, en la cual el glucbdgeno es estable (GOOD et al.,
1933). Se separa después de proteinas y otros metaboli-
tos solubles por su propiedad de precipitar con- alcohol
etilico .

El aislamiento del glucdégeno implica las siguientes
etapas:

a) Digestidén del tejido

Se partidé de 0'3 g de higado. El1 tejido se digerid
en una solucidén de KOH al 30% caliente durante 30 min.
El extracto resultante se centrifugd a 3.000 r.p.m. du-
rante 10 min, en una centrifuga de mesa refrigerada. El
sobrenadante se recogid con cuidado.

Previo a la adicién de alcohol, se afiadid lOOlpl

de SO4Na 15%, con el fin de facilitar la formacidn y

2

precipitacidén del glucdgeno sdbdlido.

b) Precipitacidén alcohdlica

Se afiadidé 2 volUmenes de alcohol etilico por cada

volumen de sobrenadante, para obtener una concentracidn
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final de etanol del 66%, O6ptima para la precipitacidn
del glucdgeno.

Después de mezclar bien ambos componentes, se
guardd a una temperatura de 4¢C durante 3-24 h. Habi-
tualmente, se deja precipitar durante la noche. E1 glu-
cbgeno precipita en forma de particulas blancas. Se
separd por centrifugacién a 3.000 r.p.m. durante 10 min

el glucdgeno (precipitado) y se desechd el sobrenadante.

c) Lavado del glucbdgeno

Junto con el glucdgeno, precipitaron también otras
sustancias. Para purificar parcialmente el glucdgeno, se
disuelve el precipitado en 1 ml de H20 destilada fria, y
se repite de nuevo la precipitacidén alcohdlica. Se vol-
vibé a centrifugar en las mismas condiciones anteriores.

El precipitado se disolvid en 1 ml de H20 fria.

5.2. Determinacidén del glucbdgeno

5.2.1. Hidrdlisis con amiloglucosidasa

Consiste en transformar el glucbdgeno en D-glucosa,
incubandolo a pH 5, en presencia de amilo ( X-1,4-&-1,6)
glucosidasa durante 1 h a 372C.

A SOO/pl de la disolucidén final de glucdgeno (glu-

cbgeno + 1 ml de H,0 destilada) se le afiadid lOO‘pl de
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amiloglucosidasa (5 mg/ml de tampdén acetato 1 M, pH 5).

Se incubd durante 1 h a una temperatura de 37°2C.

5.2.2. Analisis del glucdgeno como glucosa

Al cabo de este tiempo'de incubacién se tomaron
25}pl y 100‘p1 de la disolucidn, diluyéndolos en un
volumen final de SOO‘P1 de H20 destilada y se determind
la glucosa. Para el analisis del glucdgeno como glucosa,

se utilizd el método de la glucosa oxidasa.
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6. TECNICA DE LA PERFUSION DEL PANCREAS AISLADO

6.1, Descripcibdn de la técnica operatoria

Se han descrito dos métodos fundamentales de perfusidn.
Uno que incluye péancreas, estdémago y duodeno (GRODSKY et
al., 1963) y el otro modelo, descrito por SUSSMAN et al.,
(1966), que incluye péancreas y duodeno.

Nuestros trabajos se han llevado a cabo con el modelo
de SUSSMAN (1966) modificado por GOBERNA (1968) y por noso-
tros en la actualidad.

El péancreas se perfunde a través de los vasos propios
introduciendo una canula en la aorta abdominal por la que se
hace pasar el medio de perfusidén oxigenado. E1 efluido que
sale por la vena porta se recoge fraccionadamente mediante
un colector de fracciones.

Los animales se anestesiaron con pentotal sbédico in-
yectado intraperitonealmente a una dosis de 4mg/100g de
peso. Una vez anestesiada la rata, se practicé una laparo-
tomia media seguida de dos incisiones laterales para conse-
gulir un campo operatorio amplio. A continuacion, se despla-
z6 hacia la derecha del animal las asas intestinales y hacia
abajo la grasa epididimaria, apareciendo el colon descendente
cuya porcidén distal estd unida a la pared abdominal posterior
por una pelicula de mesenterio. Se hizo una ligadura doble
en dicha porcidn del colon y posteriormente, se disecd el
borde derecho del colon descendente cortando el epiplon y

despegéindolo de las asas a que estd unido hasta hacerse
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visible la arteria mesentérica superior. A continuacién,

se hizo lo mismo en el borde izquierdo del colon descen-
dente y en el borde superior del transverso, quedando to-
talmente disecada la arteria mesentérica superior y apre-
cidndose asimismo la arteria cdlica superior que irriga el
colon descendente, la cual se secciondé posteriormente entre
dos ligaduras.

Desplazando las asas hacia la izquierda, se localizé‘
el duodeno en cuya porcidn distal, en el primer ojal que
queda entfe los vasos arqueados, se hizo una ligadura doble;
seccionando a continuacidon el duodeno-yeyuno. En ese momen-
to, la arteria mesentérica superior se 1ligd lo mas distal-
mente posible y a continuacidn se cortd por debajo de la
ligadura. Cortando el colon distal por encima de la liga-
dura que se hizo anteriormente, se pueden retirar todas las
asas intestinales y el colon del campo operatorio (Fig. 10 ).

El siguiente objetivo fue liberar el péancreas del
bazo. Tirando con unas pinzas de la curvatura mayor del
estomago se puede cortar facilmente una fina pelicula de
epiplon que recubre el pancreas y se eXtiende entre el ba-
zo, estbmago y duodeno. Tirando del borde externo del bazo
se pueden ver los vasos esplénicos en numero variable,
siendo tres los més importantes. Se hicieron tres ligadu-
ras dobles, se cortaron y se retird el bazo de la cavidad

abdominal.
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La arteria géstrica, situada en la cara posterior
del estdémago, estéd cubierta por una lengiieta hepatica
que permanece unida al estédmago por un fino ligamento
que hay que seccionar. Se hicieron dos ligaduras en
dicha arteria corténdola seguidamente. La ligadura del
es6fago es facilitada al seccionar el epiplon que le
une a las lenglietas hepaticas y a la curvatura menor
del estdémago. Tras esto, se secciond el esdfago distal-
mente a dicha ligadura.

Por transparencia, se aprecia una zona rica en gra
sa, que se extiende unida a la parte proximal del cuer-
po pancreédtico y una zona que le mantiene unida al an-
tro pilérico, diferenciéndose del tejido pancreético
por el color rosado que presenta este Gltimo. Se debe
separar toda esta grasa del pancreas, para lo cual son
suficientes tres o cuatro ligaduras, la Gltima de las
cuales, se hace a través de un pequefio ojal que hay
entre antro y duodeno. Tras hacer estas ligaduras, se
cortd distalmente a ellas, quedando el péancreas libre
de grasa, que permanece unida al estdémago. A continua-
cidbn, se hizo una ligadura entre estémago y duodeno,
seccionando proximalmente a ella y retirando asi el es-
téomago de la cavidad abdominal.

Desplazando el duodeno hacia la izquierda, se apre-
cia la cara posterior de la cabeza del pancreas por don-

de discurre el colédoco, el cual se encuentra intimamente
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relacionado con la vena porta y con la arteria hepatica
gque se dirige hacia el hilio hepético. Con una pinza
muy fina se disecd la porta separéandola del colédoco y
de la arteria hepatica, y se hizo una ligadura que ser-
vira posteriormente de referencia para cortar la porta,
permaneciendo asi cerrado el flujo a través de la arte-
ria hepéatica. Los mayores peligros en este paso consis-
ten en desgarrar la porta o en ligar la arteria pancreéa-
tico-duodenal superior, pues la ligadura de la hepatica
se hace muy proxima a ellas.

Posteriormente, el pediculo renal izguierdo, arte-
ria, vena,uréter y arteria suprarrenal se seccionaron
entre dos ligaduras. De esta manera y mediante disec-
cién roma, se aprecid la aorta abdominal, requiriéndose
una nueva ligadura para liberarla del tejido paraadrti-
co de este lado hasta el diafragma. La arteria renal
derecha se visualizd por transparencia a través de la
vena cava inferior, excluyéndola de la circulacidn tras
una ligadura doble entre su salida de la aorta y la ci-
tada vena. Posteriormente, se 1ligd todo el tejido para-
adbrtico de este lado hasta el diafragma.

En la aorta abdominal se hizo una ligadura distal-
mente a la salida de la mesentérica superior y ambas
renales, dejandola preparada para la Gltima fase del

aislamiento del péancreas .
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Posteriormente, se abrid el tdérax del animal y se
pinzd6 la aorta a nivel del cayado; se disecd, se sepa-
ré6 la vena cava y se hizo una incisibén transversal en la
aorta toracica lo més distal posible que permitiera la
introduccidén de una cénula a través de la cual fluiré el
liquido de perfusidén. La cénula queda anudada a la pared
abértica mediante una ligadura.

Si la perfusidn se realiza con normalidad el higado
palidece al ser sustituida la sangre por el liquido de
perfusién (Fig. 11 ). En ese momento, se busca la ligadura
que se hizo en la arteria hepatica y se secciona distalmen-
te a ésta. Esta seccidn también incluye a la porta, a
través de la cual sale el liquido de perfusidn.

Tras haber liberado la aorta de los miGsculos prever-
tebrales y diafragma, se introduce el pancreas en la cé-
mara de perfusibn (Fig. 12 ).

A los pocos minutos, el péancreas estabiliza su pre-
sidén arterial entre 10 y 20 mm de Hg, al tiempo que se
inician movimientos peristalticos en el duodeno. En este
momento, se inicia el experimento de perfusidn.

Al terminar la perfusibn se controla la viabilidad
del péncreas observando el aumento de la presidn arterisl
tras un pulso de adrenalina, que puede elevarla hasta

100 mm de Hg o méas.
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1 del pancreas a través

rta. Se observa la pér-
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ser sustituida la sangre por el

liguido de perfusidn,
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6.2. Descripcidbn del sistema de perfusibn

El sistema de perfusidén estéd formado por un con-
Junto de unidades destinadas a proporcionar un prepara-
do duodeno-pancreatico, aislado en un medio interno ar-
tificial (liquido de perfusidn), que posea unas caracte-
risticas fisicoquimicas dentro de los mérgenes fisiold-
ficos que se dan normalmente "in vivo'" (Fig. 13). Cada
una de estas unidades, que describimos a continuacién,

cumple una funcidn determinada.

6.2.1. Circulacién del liquido de perfusidn

Esta funcidn, anidloga a la del corazdn en el ani-
mal intacto, corre a cargo de una bomba que impulsa el
liquido de perfusibn a través del propio sistema vas-
cular. En nuestro trabajo,se ha utilizado una bomba
"cerrada'" (el liquido de perfusidn no entra en contacto
con el mecanismo de la bomba) y peristaltica (proporcio-
na un flujo pulsatil). Su funcionamiento consiste en la
compresidén secuencial de un tubo flexible por una serie
de cilindros montados circularmente y separados equidis-
tantemente, segln el tipo de bomba.

La bomba proporciona un volumen-minuto de liquido
de perfusidn perfectamente controlable, segin el diame-
tro interno del tubo flexible que es comprimido y la ve-

locidad de giro de los cilindros de la bomba que lo com-
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primen. En nuestro caso, utilizamos un flujo de 2'5 ml/
min, aproximadamente el mismo que el utilizado por
SUSSMAN y col. (1966) en su preparado duodeno-pancreatico
y que cubre perfectamente las necesidades de oxigeno del
mismo.

La eleccidn del flujo de perfusidn reside en la a-
decuacidén de dos factores importantes para la supervi-
vencia del preparado: aporte de oxigeno y presidén hidros

tatica de perfusiébn.

6.2.2. Oxigenacidén del liquido de perfusidn

Esta funcidén la realiza en nuestro sistema un oxi-
genador de membrana tipo ''cerrado". El1 fundamento de
este tipo de oxigenador es que el gas y el liquido de
perfusidén no estén en contacto directo, sino separados
por una membrana permeable al gas.

El tipo de oxigenador utilizado,consiste en un re-
cipiente de seccidn tronco-cdnica con cuatro entradas
en su cara superior. Dos de ellas, son para que entre
y salga el liquido de perfusidn, conectadas mediante sen
dos tubos de plastico a un reservorio donde se almacena
dicho liquido y a la bomba de perfusidn respectivamente.
Las otras dos entradas de la cémara de oxigenacidén estén
ocupadas por los extremos de un huso constituido por una

multitud de finisimos conductos de celulosa suspendidos
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en el interior de la cémara, por donde circula la mez-
cla gaseosa utilizada en la perfusibn. E1l oxigeno di-
funde a través de la pared de estos conductos de celu-
losa para solubilizarse en el liquido de perfusidn,
que se mantiene en continua agitacidén mediante un agi-
tador magnético situado en el fondo de la cémafa para
lograr una masa liquida uniformemente oxigenada. La
pared de los conductos es de silicona con una gran per-
meabilidad al oxigeno.

La mezcla gaseosa utilizada, estad constituida por
un 95% de oxigeno y un 5% de anhidrido carbdénico (car-
bbégeno) que se inyecta en el huso de la camara a una

2

presidn de 0'4 Kg/cm~ (789'4 mm Hg).

6.2.3. Registro de la presidn de perfusidn

La presibén de perfusidn se controla mediante la
conexidn de un mandémetro de mercurio en un punto del
circuito de perfusidén cercano al pancreas. Para mante-
ner un flujo de 2'5 ml/min, se registra una presidn de
perfusibén variable de un pancreas a otro, oscilando en-
tre 10 y 20 mm Hg.

En todas las expefiencias realizadas, la presibn
se mantuvo constante durante todo el tiempo de duracidn
de la perfusidn, siendo ésto un buen sintoma del funcio-

namiento fisioldgico del preparado (SUSSMAN et al., 1966).
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Al final de todas las perfusiones,se comprobd la
respuesta vasoconstrictora del pé&ncreas a la adrenalina,
considerandose la elevacidén de la presidn como signo de
viabilidad de la preparacibén, criterio que no siempre

coincide con el estudio de la secrecidn de insulina.

6.2.4. Mantenimiento de la temperatura

Para controlar la temperatura de la camara y del
medio de perfusidén se utilizd una resistencia eléctrica
controlada por un termostato que regula la temperatura
en un depdsito de agua. Unido a este mecanismo, hay un
sistema de bombeo que hace circular el agua atemperada
a través de un cilindro de pared simple, que contiene
un serpentin por donde circula el liquido de perfusidn;
asimismo, el agua es bombeada hacia la cémara de perfu-
sibén, dotada de una doble pared por donde circula, mante-

niendo en su interior una temperatura constante de 372C.

6.2.5. Conexiones y camara de perfusidn

En la fig. 13 serepresenta esquem&ticamente el sis-
tema de perfusidn formado por una serie de unidades si-
tuadas en el orden que llega a ellas el liquido de per-
fusién. Todas las unidades estan unidas entre si median-
te un catéter de pléstico de unas caracteristicas espe-
ciales (Tygon, calibre 2/32) para impedir pérdidas de

oxigeno.
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La puesta en marcha de la bomba de perfusidén hace
que el liquido contenido en un reservorio, pase al oxi-
genador y de éste al serpentin de calentamiento. De
aqui, pasa a un captador de burbujas (tubo en T con una
rama vertical) que elimina las burbujas que se forman
en el sistema, impidiendo que se produzca una embolia
gaseosa, y finalmente llega mediante una céanula al péan-
creas que se encuentra en la cémara de perfusidn. Esta
camara de forma cilindrica consta de una doble pared
lateral, por donde circula el agua atemperada, y dos
aberturas: una superior, por donde se introduce el péan-
creas cateterizado y otra inferior que coincide con el
fondo poroso de la cémara. Por aqui, sale el liquido de
perfusidon y se recoge fraccionadamente un un colector
de fracciones

6.2.6. Infusibén de sustancias en el pancreas

Con el objeto de conseguir aumentos répidos de la
concentracidén de las diversas sustancias utilizadas en
el liquido aferente al péancreas, sin necesidad de cir-
cular por todo el sistema ni de diluirlas en los depd-
sitos de la perfusidn, se infundieron inmediatamente
antes de la entrada en el pancreas.

Para ello, se utilizd un infusor cuyo motor empuja

el émbolo de una jeringa que contiene la sustancia a in-
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fundir a una concentracién determinada. E1 flujo pro-
porcionado depende del calibre de la jeringa y de la
velocidad del infusor. En todas las experiencias se
ha utilizado una jeringa de 50 ml y una velocidad de
empuje del motor que proporciona un flujo liquido de
9'7 ml/hora 6 0'16 ml/min.

Segln este flujo, se calcula la concentracién a
preparar en el infusor para obtener la deseada en el
pancreas cuando al ser infundida se mezcle con el 1li-
quido de perfusidén. La sustancia a infundir se prepara

siempre en tampén KRB pH 7'4, BSA 0'5%.

6.2.7. Colector de fracciones

El liquido perfundido, que fluye de la vena por-
ta de forma continua, sale de la cémara de perfusidn
a través de la lamina de vidrio poroso que ésta tiene
en su base y se recoge continuamente en fracciones de
dos minutos. Este proceso de recogida se automatiza con
la utilizacidén de un colector de fracciones ajustado
para cambiar de tubo cada dos minutos. Las muestras se
colocan inmediatamente en hielo y una vez terminada la
perfusidn se congelan todos los tubos a -209C hasta el

dia de la determinacidn de insulina.
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6.2.8. Liquido de perfusibn

Se ha utilizado como ligquido de perfusién una solu-
cibn salina de Krebs Ringer bicarbonato (KRB), pH 7'4,
suplementada con albUmina. Las sales componentes de es-
ta solucidn se prepararon en soluciones concentradas
gque se conservaron a 49C, toméndose cada dia las canti-
dades necesarias para preparar la solucidén de Krebs.

A continuacibén, se detalla la concentracidn
(g/100 ml) de cada una de estas soluciones, el volumen
utilizado de cada una de ellas para preparar 780 ml de
KRB y la concentracidn final de cada una de las sales

en el tampdn.

Reactivos Volumen Conc. final
HZO destilada 540 ml -

NaCl (9%) 60 ml 118'00 mM
NaHCO3 (1'3%) 126 ml 25'00 mM
CaCl2 (1'22%) 18 ml 2'50 mM
KC1 (1'15%) 24 ml 5'00 mM
SO4Mg (1'86%) 6 ml 1'18 mM
KH2P04 (2'1%) 6 ml 1'18 mM

Después de afiadidos y mezclados todos los componen-
tes referidos en la tabla anterior, se gased la solucidn
final obtenida durante 10 min con carbbgeno (95% O0,, 5%

CO2)’ ajustandose el pH a 7'4. Se afiadid albUGmina sérica
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bovina en la proporcién de 0'5% y trasylol 250 U/ml,
volviéndose a comprobar el pH. La presidén oncdtica de
la albUmina contribuye a retrasar la aparicidén del ede-

ma tisular que ocurre siempre en este tipo de prepara-

dos.
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7. AISLAMIENTO DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

El aislamiento de los islotes de Langerhans es un
paso previo necesario para todo estudio bioquimico ya
que permite la separacidén del tejido exocrino pancrea-
tico que puede interferir de un. modo importante en la
medicidén de parémetros metabdlicos.

La técnica utilizada para el aislamiento fue la
de la colagenasa (LACY y KOSTIANOWSKY,1967) con algunas
modificaciones introducidas por nosotros. Basicamente,
consiste en la rotura del péncreas exocrino por perfu-
sidén retrbgada a través del colédoco y conductillos
pancreaticos de una solucidn salina tamponada a pH 6'54

con la siguiente composicidn:

NaCl vvvuevrnnnnnn 140 mM
KCL vevveeennnnnnn 6 mM
MESOy «vvvnrnnnn. 1'3 mM
KHGPO, ovvnnnnns 0'4 mM
Na,HPO, «.vovnr... 0'3 mM
CaCl2 ............ 1'3 mM

A continuacidn, se extrajo el pancreas, se troced con
tijeras y se procedidé a una incubacidn con colagenasa
cruda.

La incubacidén se realizbd en un bafio de agua a
37-38eC con agitacidén manual durante 10-15 min. El1 ren-
dimiento en esta técnica depende en gran parte del

tiempo de incubacidn con la colagenasa. Por ello, es
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muy importante establecer las condiciones de incubaciédn
que variaradn segin la actividad especifica de la cola-
genasa empleada.

A continuacidn, se separaron los islotes de los
acini pancreaticos. Esto puede realizarse de dos formas:
bien por centrifugacidén en un gradiente discontinuo de
Ficoll (SHARP et al., 1973) o bien por recoleccidén ma-
nual mediante visualizacidén con un microscopio este-
reoscopio de 12-15 aumentos.

Se ha empleado este Ultima porque nos permite se-
leccionar los islotes y porque no lesiona las células
periféricas del islote. Habitualmente, se obtienen 100-
150 islotes por péncreas, lo que supone un rendimiento

del 5-10%.

Material

a) Anestesia: pentotal sédico, inyectado intraperito-

nealmente a la dosis de 40 mg/Kg peso.

b) Material quirGrgico: tijeras finas, pinzas Kocher,
pinzas curvas, Jjeringuillas de 5 ml y catéter de

linfografia.

c) Material de vidrio: placas Petri, vasos de precipi-
tado de 15 ml, pipetas Pasteur siliconizadas y tu-

bos de ensayo milimetrado.

d) Colagenasa: 150 U/mg, 3 mg/ml de pancreas triturado.
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Método

Una vez anestesiada y fijada la rata, se practicé una
laparotomia media amplia desde el apéndice xifoides hasta el
pubis.

Se visualizd el hilio hepético y se realizd una pe-
quefia apertura en el colédoco inmediatamente después de la
confluencia de los conductillos hepadticos. A través de ella,
se introdujo un catéter de linfografia que se fijé al colé-
doco mediante un lazo con hilo (Fig. 14 ).

A continuacidén,se visualizd por transparencia la de-
sembocadura del colédoco en el duodeno cerradndola con unas
pinzas Kocher. Con una jeringa conectada al catéter se in-
yectaron unos 10 ml de solucidén de Hanks frio y se observd
como el pancreas se iba hinchando progresivamente. Cuando
éste estaba bien hinchado practicamos la pancreatectomia
total (Fig. 15). ‘

El pancreas aislado se depositd en una placa Petri
que contenia Hanks frio y se limpid de las impurezas de
codgulos y grasa que pudiera llevar. A continuacidn, se
troced (20 min aproximadamente) en un vaso de precipitado
pequefio hasta obtener una papilla que se depositd en un
tubo de ensayo milimetrado, descartando la mayor cantidad
posible de liquido. Lavamos la papilla varias veces con
Hanks para eliminar los residuos de grasa,., Una vez limpia,
se afiadidé colagenasa en una proporcidén de 3 mg/ml. La

incubacidn con colagenasa se realizbé a 37¢2C durante
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13-15 min, agitando con vigor manualmente. Transcurrido
este tiempo, se detuvo la digestidén con colagenasa afiadi-
endo un exceso de Hanks frio.

A continuacién, se centrifugd la mezcla a baja velo-
cidad (1.000-1.500 r.p.m.) durante 45 s. Se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el sedimento nuevamente con
Hanks. Esta operacidén se repitid dos veces més, con objeto
de eliminar la colagenasa.

Se tomdé una muestra con pipeta Pasteur siliconizada
y se depositd en placa de Petri de fondo oscuro y se obser-
vOo con el microscopio estereoscdpico a 10-15 aumentos. Los
islotes se distinguieron como esferitas blancas altamente
refringentes (Fig. 16 ).

Los islotes se '"pescaron'" por aspiracidén con una pi-
peta Pasteur de calibre reducido a la llama (Fig. 16 )y
se depositaron en un tubo de ensayo que contenla solucidn

Hanks u otra solucién fisioldgica tamponada.
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8. INCUBACION DE ISLOTES

Se utilizd como medio de incubacién KRB pH 7'4,
albimina 0'5%, trasylol 250 U/ml (preparado en las mis-
mas condiciones que el medio de perfusidn).

Grupos de tres islotes se depositaron en tubos que
contenian 1 ml del tampdn anterior y glucosa 2'75 mM.
Los tubos se preincubaron durante 30 min a 372C en un
bafio termostatizado con agitacidén constante.

Terminada la preincubacidén, se centrifugaron los
tubos durante 5 min a 3.000 r.p.m. Se desecharon los
sobrenadantes y se lavaron los islotes varias veces con
el tampdn inicial. A continuacidén, se realizd una se-
gunda incubacidn de los islotes en 1 ml de KRB pH 7'4,
albGmina 0'5%, trasylol 250 U/ml, glucosa 2'75 mM y/6
16'7 mM durante 30 min a 37¢C.

Transcurrido este tiempo, se cogieron O'é ml del
sobrenadante de cada tubo y se guardaron a -20°C hasta
su posterior uso para la determinacidén de insulina. La
insulina se midid segin la técnica descrita en el apar-

tado 12 de Material y Métodos.



96

9. ENSAYO ACTIVIDAD FOSFORILANTE DE LA GLUCOSA EN EXTRAC-

TOS DE ISLOTES PANCREATICOS

El ensayo de las actividades fosforilantes de la
glucosa en el islote se realiza a dos concentraciones
de D-glucosa: a 0'5 mM, a cuya concentracibén la gluco-
quinasa es esencialmente inactiva y a 100 mM, a cuya
concentracién la actividad fosfotransferasa es maxima.
La actividad de la glucoquinasa se obtiene por diferen-
cia entre estas dos (Di PRIETO et al., 1962).

El método més utilizado para medir la actividad
fosforilante de la glucosa en diversos tejidos es el
enzimadtico (CRANE y SOLS, 1955). Dicha técnica consis-
te en utilizar el producto de la reaccidn, catalizada
por las enzimas objeto de medida, como sustrato de
otra nueva reaccidn que es catalizada por otra enzima.

Habitualmente, esta enzima es una deshidrogenasa
y requiere como coenzimas los nuclebétidos de piridina,
bien en estado reducido (NADT NADP+)o en estado oxidado
(NADH, NADPH). A medida que transcurre la reaccidn, los
nuclebétidos de piridina se oxidan o reducen y la magni-
tud de este cambio se determina por espectrofotometria
a 340 nm; de esta forma y conociendo el coeficiente de
extincidén molar de los nucledtidos de piridina a esa
longitud de onda, se puede determinar la velocidad de
la reaccidn enzimitica objeto de estudio, ya que existe
una proporcionalidad directa entre la absorbancia y 1la

velocidad de la reaccibdn.



97

Por lo general, se emplea glucosa 6 fosfato deshi-
drogenasa (D-glucosa 6 fosfato: NADP 1 éxidorreductasa,
EC 1.11.49) comercial como enzima auxiliar y beta nico-
tinamida adenin dinucledétido fosfato como coenzima au-
xiliar, registrando la densidad optica a 340 nm en un
espectrofotbémetro.

Dada la escasa cantidad de tejido disponible (alre-
dedor de unos ZOO‘pg de proteina de islote en cada ais-
lamiento), la técnica descrita es poco Gtil y no permi-
te variables experimentales. Por ello, se empled una
técnica més sensible, disefiada en un principio para el
ensayo de galactoquinasa (ATP: D-galactosa 1 fosfotrans-
ferasa, EC 2.7.1.6) en hematies humanos (BLUME y BLEUTLER,
1975) y adaptado por LAZO y SOLS (1979) para el ensayo
de la actividad de hexoquinasa en hematies humanos.

En esquema, la técnica consiste en la incubacibn
del extracto tisular con D—(U14C)glucosa'y MgATP. Se
detiene la reaccidon por la adicibén de glucosa no radiac-
tiva a alta concentracién. E1 producto de la reaccibdn,
U—14C glucosa 6 fosfato, se mide como la radiocactividad
que permanece en un filtro que contiene una resina de
intercambio idénico (DEAE celulosa), después de la elu-
cidén de la D—(U—14C)g1ucosa no fosforilada mediante
lavado con agua desionizada.

La adaptécién de este método para la determinacidn
de la actividad fosforilante de la glucosa ha sido reali-

zada por nosotros (BEDOYA et al., 1984b).
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9.1. Medio de incubacidn

La glucoquinasa es muy inestable en ausencia de
concentraciones saturantes de glucosa y ATP. Altas con-
centraciones de potasio protegen a la glucoquinasa de
la inactivacibén "in vitro", asi como agentes con grupos
sulfhidrilos(L-cisteina, glutatidén, 2-mercaptoetanol,
etc.) ejercen un efecto activador(SALAS et al., 1965).

El donador de grupos fosfato es el ATP acomplejado
con magnesio en proporcidn equimolecular (SALAS et al.,
1965).

Por tanto, la composicidén del medio de incubacidn

en el ensayoes la siguiente:

Hepes ..o iiiiiieneen. 50 mM pH 7'4
ClK ittt innnenas 150 mM
Cl2Mg ................. 5 mM
ATPME v it i it eeeennns 5 mM
2-mercaptoetanol ...... 1 mM
FNa ... iiiiiiiennenn. 10 mM

14 p
D-(U""C)glucosa ....... 0'5 6 25 mM

El ATPMg estéd a unas concentraciones saturantes,
ya que su Km descrita es 0'77 mM (ASHCROFT y RANDLE,
1970).

Se han utilizado dos concentraciones de glucosa:
0'5 mM y 25 mM; la de 0'5 mM, es una concentracibén que
satura la actividad de la hexoquinasa (SOLS y CRANE,

1954) y la de 25 mM, estad dos veces por encima de la Km
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descrita para la glucoquinasa de islote (ASHCROFT y

RANDLE, 1970).

Las actividades especificas son del orden de
7'69 mCi/mmol para la hexoquinasa y de 1'78 mCi/mmol

para el ensayo de glucoquinasa.

9.2. Homogeneizacibn

La ruptura de los islotes se realizd por dos téc-
nicas distintas: homogeneizacidén en Potter de vidrio
de 2 ml de capacidad o bien mediante desintegracidbn
ultrasdénica. Ambas operaciones se llevaron a cabo en
hielo.

El medio de homogeneizacidn utilizado fue el mismo

en ambas técnicas y su composicidén es la siguiente:

Hepes 50 mM, pH 7'4

KCl 150 mM

EDTA 1 mM

- 2-mercaptoetanol 2 mM
Los islotes se resuspendieron en 250—300/p1 de este

medio para su sonicacidén u homogeneizacidn.
9.3. Ensayo

El ensayo se llevd a cabo a 30¢eC en tubos eppendorf
de 1'5 ml de capacidad. El1 volumen de incubacidn fue de

SO‘pl y el tiempo de incubacién de 20 min.
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La reaccidén se inicid con la adicidn de 20‘pl de
extracto de islote a la mezcla de reaccidédn. Transcurri-
do el tiempo de incubacidn se afiadieron a cada tubo
40}pl de glucosa 2 M, EDTA 0'15 M.

A continuacidn, se depositaron alicuotas de 4O,Pl
en un papel de filtro que contenia una resina de inter-
cambio anidénico y por tanto retiene, entre otras cosas,
los esteres fosféricos de la glucosa formados en la
reaccidén catalizada por la glucoquinasa y hexoquinasa.

El siguiente paso fue la separacidén de la glucosa
radioactiva fosforilada de la no fosforilada. Esto se
consiguidé por elucidn con un exceso de agua desionizada.
Esta operacidén se realizd en un lavador de filtros conec-
tado a una bomba de vacio.

Después de secar los filtros a temperatura ambiente o
en estufa a 60°C, se depositaron en 5 ml de liquido de cen-

telleo para el contaje de su radiocactividad (ver fig.17).

9.4, Calculo de las actividades enzimaticas

El calculo de 1la aétividad fosforilante de la glu-
cosa de homogenado de islotes se realiza a partir de

las actividades especificas de (U-—14

C)glucosa utilizadas
y del nimero de cuentas por minuto presentes en los fil-
tros una vez lavados y descontando la radiocactividad del

blanco de incubacidén. De esta forma, se calculan los

moles de glucosa fosforilados. Si el resultado se divide
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ENSAYO DE ACTIVIDAD FOSFORILANTE DE GLUCOSA

Mezcla de ensayo: Hepes 25 mM pH 7'4, KCl 150 mM, NaF 10 mM,

14

Cl,Mg 5 mM, MgATP 5 mM, D-U” 'C glucosa 0'5 6 25 mM (concen-

traciones finales).
Temperatura de incubacidn: 302C
Tiempo de incubacidn: 20 min

Ensayo:

BO‘Pl mezcla dq\iziifo //ig)a; de homogenado

1

/////’//50)1
20 min \\\\Eb min
Glucosa 2 M l 1

0

40 ul 4 1
EDTA 0'15 M F 1}1
"Spot" 40}p1 2o}n_ Filtro DE-81
Lavar No lavar
SECAR »
CONTAR >

Fig.17.-Esquema del ensayo de la actividad fosforilante de

la glucosa en extractos de islotes de Langerhans.
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por el tiempo de incubacién y la cantidad de homogenado

de islote expresado en}pg de proteinas, podremos cal-
cular la actividad enzimdtica expresada en pmoles de
D—(U—14C)glucosa transformada por minuto Y pg de pro-

teina de islote en nuestras condiciones de ensayo.

Cédlculo de las actividades especificas

Para el calculo de las actividades especificas es
necesario conocer la concentracién de glucosa fria
(no marcada) y la cantidad de radioactividad del tra-
zador (en este caso, D—(U14C)g1ucosa) expresada en
cuentas por minuto.

mC i pucCi

Actividad especifica (A.e.) = mm01:=/pmol

Sabiendo que 1‘PCi = 2'22x106 desintegraciones
por min (d.p.m.) y que la eficiencia del contador es
del 90%, resulta que 1/pCi = 1'998)(106 cuentas por
minuto (c.p.m.) en nuestras condiciones de medida. Por

tanto

de c.p.m.: 1'998){106

de/pmoles de glucosa

[=]

[[+]

E1l ensayo de hexoquinasa se realizd a una concen-
tracibén de glucosa fria de 0'5 mM, en un volumen de
incubacibén de SOlpl, luego el nUmero de)meles de glu-
cosa es: 0'smM= 0'5 mmoles/lo3nﬂ = O'SIpmoles/ml. Por

tanto, en SO)pl hay O‘O25)pmoles de D-glucosa fria.
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El ensay de laactividad enzimdtica de glucoquinasa
se realizd a una concentracidén final de D-glucosa 25 mM
en un volumen de SO)pl, la cantidad de D-glucosa fria
presente es 25)pmoles/ml, o lo que es lo mismo 1'25)pmoles
en 50 },11.

Como normalmente se utiliza D—(U—14C)glucosa de al-
ta actividad especifica (249 mCi/mmol), el nimero de
micromoles que aporta es practicamente despreciable
(concretamente 4'62){10—4‘pmoles para el ensayo de he-
Xoquinasa y 5'38){10_3/pmoles para el ensayo de gluco-
quinasa) por lo que no alteran significativamente la
cantidad total de glucosa y por ello no se tiene en

cuenta en el calculo de las actividades especificas.

Calculo del factor de multiplicaciébn

Como se ha mencionado anteriormente, las experien-—
cias se llevaron a cabo en un volumen de SO)pl. Trans-
currido el tiempo de incubacidn se afladieron a cada tu-
bo 40/p1 de glucosa 2 M, EDTA 0'15 M; a continuacibn,
se tomaron 40/p1 que se depositaron en papel de filtro
Whatman DE 81 y tras lavado y secado se contd su ra-
diocactividad.

Por tanto, se han realizado una serie de diluciones
Y es necesario calcular el factor de multiplicacidn pa-
ra calcular el nGmero de cuentas totales que correspon-

den a la glucosa radioactiva fosforilada.
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El nimero de cuentas de cada filtro ha de ser mul-
tiplicado por un factor de 2'25. Al volumen de incuba-
cidn, SO‘Pl, se afiadieron 4O,Pl de glucosa 2 M,EDTA
150 mM (volumen final 90‘pl); de ahi, se tomaron 4O,P1
que se depositaron en un filtro y se contd. Luego el

factor de multiplicacidédn es 2'25 (90: 40 = 2'25).

Calculo final de las actividades fosforilantes de la

glucosa

Al naimero de cuentas de cada filtro se les restd
el blanco y se multiplicd por el factor 2'25. El1 valor
resultante se divididé por 1'998x106 para pasarlo a
PCi° A continuacidén, se dividié por la actividad espe-
cifica y el valor resultante son los/pmoles de D-(U—14C)—
glucosa transformados por 20 min de incubacidén. Este
valor se dividid por 20 para obtener el resultado en
jmoles de D—(U—14C)glucosa . min~1 . Si dividimos
este resultado por la cantidad de proteina presente en

cada tubo, el resultado final podréa expresarse en

moles D—(U—14C)glucosa. min-l. g proteina islote—1
P P
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10. DETERMINACION DE PROTEINAS

Las proteinas se determinaron colorimétricamente
segin el método de BRADFORD (1976) utilizando setoal-

baimina bovina como patrdén de referencia.

11. EXTRACCION Y VALORACION DEL CONTENIDO DE INSULINA

La extraccidn de insulina del pancreas entero y
de los islotes de Langerhans se realizd mediante 1la
técnica de extraccidén y precipitacidn con acido-alcohol
(ROMANS et al., 1940). La insulina se determindé median-
te radioinmunoensayo, técnica descrita en el apartado

12 de Material y Métodos.

Extraccibédn de insulina del pancreas

En primer lugar, se desangrd el animal, extrayén-
dose répidamente el pancreas y se homogeneizd en &cido-
alcohol (75% etanol, 0'4% ClH concentrado) a 4°C.

A continuacibén, el homogenado se centrifugd duran-
te 10 min a 3.000 r.p.m. en una centrifuga refrigerada.
Se recogid el sobrenadante y se neutralizd con hidréxi-
do ambnico (10%).

Se centrifugd de nuevo y el sobrenadante se diluyd
inmediatamente después en tampdn veronal 0'l1 M, pH 8'6

0'5% BSA (1/5.000 y 1/20.000).
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Las muestras se guardaron a -20¢2C hasta el dia de

la determinacidén de insulina.

Extraccidén de insulina de los islotes

Grupos de tres islotes se depositaron en 1 ml de
ClH 0'7 M/ etanol (1:3 vol/vol). Se mantuvieron una no-
che a 4¢C, para la extraccidn de la insulina.

Centrifugar 5 min a 3.000 r.p.m. Recoger el sobre-
nadante y hacer diluciones 1:10 con veronal O0'l M
pH 8'6, 0'5% BSA.

Finalmente, se almacenaron las muestras a -20¢C

para valorar el contenido de insulina.
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12. RADIOINMUNOENSAYO DE INSULINA

Para la determinacién de insulina se utilizd una
técnica llamada habitualmente radioinmunoensayo o radio-
inmunoanalisis descrita originalmente por YALLOW Yy
BERSON (1959). Su fundamento consiste esencialmente en
una reaccién de competicidén entre la insulina de la

251 para

. . . 1
muestra y una insulina exdgena marcada con
combinarse con un anticuerpo especifico contra insulina.

A continuacidén, se describe la preparacidén de cada

uno de los elementos necesarios para la puesta en marcha

de la determinacidén radioinmunolédégica de insulina.

12.1. Preparacidén de insulina anadlisis y de marcaje

Se utilizd insulina porcina cristalina . Se di-
solvieron 2 mg de insulina en 2 ml de Cl1H 0'03 N, que-
dando a una concentracibén de 1 mg/ml. Se dejdé en reposo
30 min agitando esporadicamente. Se hicieron alicuotas
de SO‘Pl identificadas como insulina de marcaje (IM),
que se congelaron a -20°C.

Se mezclaron O0'l ml de la disolucidn anterior con
2'4 ml de tampdn veronal sbdbdico 0'l M, pH 8'6, 0'5% BSA,
gquedando a una concentracidn de 1O6IPU/ml (1 mg=25U).

Se mezclan 0'5 ml de esta solucidn con 49'5 ml de
tampén veronal quedando a una concentracidn de 1O4IPU/ml.
Se hicieron alicuotas de 1 ml identificadas como insulina

anadlisis (IA), que se congelaron a -20°C.
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12.2. Anticuerpos antiinsulina

Los anticuerpos antiinsulina se obtuvieron de suero
de cobaya previa inmunizacidén con insulina porcina y

adyuvante completo de Freund.
Material

a) Solucidén de insulina: se prepard una solucién que
contenia 8'3 mg de insulina porcina cristalizada en

12'7 ml C1lH 0'03 N.

b) Adyuvante de Freund (3 ml): es un antigeno inespeci-
fico constituido por un extracto de cépsulas de baci-

lo tuberculoso en suspensidn oleosa.

Se mezclaron ambas soluciones hasta obtener una

solucidén homogénea que contenia 10 mU/ml de insulina.

Método

Se inyecté 1 ml de la suspensidén anterior por via
subcuténea en la zona lumbar de los cobayas. Es conve-
niente administrar agua azucarada a los animales para
evitar crisis hipoglucémicas. La inmunizacidén se repitid
quincenalmente hasta un total de 8 inmunizaciones.

A la semana de la Gltima inmunizacibdn se extrajo
sangre por puncidén cardiaca, se separd el suero y se

almacend a -20¢°C.
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Titulacidn de anticuerpos

Para saber qué suero de cobaya era el mas adecuado
y contenia mayor cantidad de anticuerpo, se incubaron
diluciones variables de anticuerpo con una cantidad cons-
tante de insulina marcada siendo validos aquellos sueros
que se unian al 50% de dicha insulina.

A continuacibn, con el suero de cobaya seleccionado
se prepard una curva estandar para cada dilucidn de an-
ticuerpo (1/20.000, 1/40.000, 1/60.000), como se descri-
be en el apartado 12.4 de Material y Métodos y se obser-
vd cudl era la dilucidn de anticuerpo a la que tenia
més sensibilidad la curva (en nuestro caso 1/40.000)
(Fig. 18).

El suero de cobaya seleccionado (1 ml) se diluyd en
100 ml de tampdn veronal sbédico 0'l1 M, pH 8'6, BSA 0'5%
y 1% de suero de cobaya no inmunizado. La solucidén resul-
tante (1/100) se dividié en alicuotas que se conservaron

a -20°C hasta su posterior uso.

12.3. Marcaje de insulina

Consiste en la yodacidén de la molécula de insulina
con 1251 segin el método de la cloramina T de HUNTER y
GREENWOOD (1962). Se basa en la oxidacidn, por la clora-
mina T,del yoduro radioactivo en yodo atdmico que se
une a uno o mas carbonos del anillo bencénico de las

moléculas de tirosina que se encuentran en las cadenas

de insulina.
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%8B

1/20.000
204 \b N
\
\'\. \.\ 1/40.000
\,\.

~®- 1/60.000

.’O i 1 IS i

0 10 25 50 100 HU /7 mi

Fig. 18.- Titulacidén de anticuerpos antiinsulina.
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La accidén de la cloramina T se detiene por medio

del metabisulfito.
Material

- Insulina porcina cristalizada (1 mg/ml)

- 1251 Amersham, con una actividad total de 1 mCi/lO‘Pl

- Tampdn veronal (dietil barbiturato sbédico) 0'l M,
pH 8'6, BSA 0'5%

- Cloramina T (2'S mg/ml): 25 mg disueltos en 10 ml de
tampdén fosfato. Se prepard 10-15 min antes del marcaje
Yy se mantuvo en la oscuridad hasta su uso. Se utilizd
en el marcaje como oxidante débil.

- Metabisulfito sédico (5 mg/ml): 25 mg disueltos en
5 ml de tampdén fosfato. E1 metabisulfito sbdbdico se
utilizdé como reductor para detener la reaccidén de oxi-
dacidén desencadenada por la cloramina T.

- BSA: se pesaron 25 mg y se disolvieron en 1 ml de

tampén fosfato.
Método

El marcaje se realizd a temperatura ambiente. En

un tubo de pléastico se pipetearon por este orden:

20/41 de tampdbdn fosfato

5/p1 de cloramina T (12'5}pg)

5/p1 de insulina marcaje (5)pg)
125

1O,P1 de I (1 mCi) o su equivalente segin la

pérdida de actividad en el tiempo.
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La mezcla se agitd durante 30 s exactos, afiadiendo

inmediatamente después:

- 5}41 de metabisulfito sbédico (25‘Pg). Agitar.

- 300)pl de BSA (7'5 mg)

Se tomaron 5/p1 de la mezcla de marcaje y s¢ pasa-
ron a un tubo que contenia 5 ml de tampdn veronal 0'l M
pH 8'6, BSA 0'5%. Estos 5 ml se utilizaron para calcular

125

el grado de incorporacidn del I al péptido.

Purificacidn de la insulina marcada

125

La insulina- I esta contaminada por péptidos de

degradacibén y por 125I gue no se ha incorporado. Para su
purificacién empleamos la adsorcidén con talco (ROSSELIN

et al., 1966).
Método

A la mezcla de marcaje se le afiadid 100)pl de talco
(100 mg/ml). Se agitd y centrifugd a 3.000 r.p.m. durante
10 min. Se aspird el sobrenadante que contenia iodo libre
y pequefios péptidos y el precipitado se resuspendid en
1 ml de acido acético 1 N/ etanol absoluto (1:1). Se
centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 10 min. El1 sobrenadante,
que contenia 1la insulina—leI, se dividid en alicuotas de

25,F1 Yy se conservaron a -20°2C hasta su posterior uso.

La purificacidén se debe realizar antes de cada RIA.
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Calculo del porcentaje de incorporacidén (%I)

Se pusieron por triplicado, en tubos de pléastico,

los siguientes reactivos:

- 0'3 ml de tampdn veronal 0'l M pH 8'6, BSA 0'5%

- 0'l ml de muestra radiactiva diluida

- 0'1 ml de talco

Los tubos se agitaron y se dejaron en reposo duran-
te 5 min. Después se centrifugaron a 3.000 r.p.m. duran-
te 5 min. Se contd la radicactividad del precipitado y
del sobrenadante y se calculd el porcentaje de radioac-
tividad del primero con respecto a la radioactividad

total:

%1 = SPm ppdo x 100
cpm ppdo + cpm sbte

En los marcajes realizados (n=10) el porcentaje de

incorporacién arrojé un valor medio de 84'1 + 0'67.

Actividad especifica

La actividad especifica de la insulina—lzBI, o can-

tidad de radioactividad (/pCi) incorporada por ug de
péptido durante el marcaje, se calculd aplicando la

siguiente formula:

.125
A.e.= /)JCl I x %I

Pg insulina x 100

En los marcajes realizados (n=10) la actividad

especifica arrojdé un valor medio de 168'2 + 1'3

PCil251/lpg insulina.
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12.4. Preparacidn de la curva estandar

Se utilizdé como tampdn andlisis el tampdn veronal
0'1 M, pH 8'6, BSA 0'5%.
A partir de un "stock'" de insulina analisis

4

(10 /pU/ml) se prepararon las siguientes concentraciones:

0'l1 ml (1O.OOO‘FU/m1)-+3'9In1tampén veronal ... 250‘pU/ml

2'0 ml (250‘PU/ml) + 3'0ml " " ... 100 PU/ml
1'0 ml1 (100 }JU/ml) +0'33m1 " " ee. 75 )AU/ml
1'0 ml (100‘PU/m1) +1'0 ml " " .. 50)pU/ml
0'5 ml (100/pU/ml) +1'5 ml " " ces 25‘PU/m1
0'2 ml (1OO‘PU/ml) +1'8 ml M " .o 10‘PU/ml
0'1 ml (100lpU/ml) +1'9 ml " " “ e 5‘PU/ml
0'l ml (lOO/PU/ml) +3'9 ml " " oo 2'5}ﬂJ/ml

A partir del "stock'" de anticuerpo diluido 1/100 se
realizd una nueva dilucidn con tampdn anadlisis hasta un
titulo inicial de 1/40.000 y final de 1/160.000.

1251 gque se utilizd se obtuvo diluyen-

La insulina-
do el '"stock" de la marcada con tampdn andlisis, de mo-
do que O0'l ml equivalgan a 10.000 c.p.m. iniciales.

La curva estandar se prepardé por triplicado. En el ce-
roen lugar de insulina se puso tampbdn veronal.

La adicidén de reactivos se realizd a 49eC en el

siguiente orden:



Control curva:

0'9
0'5
0'1

0'5

ml

ml

ml

ml

- 1'4 ml

-~ 0'5 ml

- 0'1l ml

de

de

de

de

de

de

de

12.5. Valoracidn
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tampdén veronal
insulina anélisis
. . 125
insulina-~ I

anticuerpo

tampdn veronal
insulina estéandar

insulina—125l

de la insulina en plasma de rata

En cada tubo de pipetebd:

1'2
0'2
0'1

0'5

ml

ml

ml

ml

de

de

de

de

tampbén veronal

plasma

125

insulina- T

anticuerpo

Valoracidén de la insulina en el medio de perfu-

sién y en el medio de incubacidén de los islotes

El esquema de preparacidén era el siguiente:

1'3

0'1

0'1

0'5

ml

ml

ml

ml

de

de

de

de

tampbén veronal
muestra
insulina—lZBI

anticuerpo

Se prepararon, ademés, tres tubos de actividad

125

total que contenian sdélo 0'l ml de insulina- I.
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Se incubaron todos los tubos a 4°C durante tres
dias. Tras este periodo se procedié a la separacidn de

125

la insulina=125T 1ibre, de la insulina—'2°I unida al

anticuerpo segin el método descrito a continuacibn.

12.7. Separacidn de las fracciones libre y ligada al

anticuerpo

Se utilizd una suspensidédn de carbdn activado al 5%
y dextrano T-70 al 0'5% en tampdén veronal O'l1M pH 8'6
sin albimina. Esta suspensidén se debe agitar durante al
menos 15 min antes de su uso. La insulina libre penetra
en los canaliculos del carbdn, mientras que la fraccibdn
ligada al anticuerpo no lo puede hacer debido a su gran
tamafio. Se afiadié 0'5 ml de esta suspensidén a todos los
tubos excepto a los de la actividad total.

Se dejaron en reposo durante 5 min y se centrifu-
garon a 3.000 r.p.m. durante 10 min. Se aspiraron al
vaclio los sobrenadantes y se midié la radioactividad de
los precipitados en un contador gamma.

Se calculd el porcentaje de los valores con rela-
cidén a la actividad total para obtener el porcentaje de
la fraccidén no unida al anticuerpo(%F). El porcentaje
de la fraccidn ligada sera(100-%F)(%B)Se corrigieron
estos valores restandoles el porcentaje de B del control
de adsorcidén inespecifica. Se representaron estos valo-

res de porcentaje de B corregidos frente a las/pU/ml de
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los puntos de la curva estdndar (Fig.19 ). Se leyeron

los valores de porcentaje de B de los problemas en esta
curva, multiplicando por 2'5 los valores de las muestras
de plasma y por 5 los valores de las incubaciones, ya que
se tomaron 0'2 ml y 0'l ml respectivamente frente a los

0'S ml de la curva estandar.
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Fig. 19.- Curva estandar para la determinacidén de

insulina.
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13. PREPARACION DEL 2-BROMOESTEARATO

Se ha empleado la técnica descrita por KONDRUP
(1979) que consiste en primer lugar en la saponifica-
cién de los acidos grasos con OHK en caliente. Esta
operacidén se l1llevd a cabo a 60-702C durante 30 min.

Los jabones de los acidos grasos asi formados se
acoplan a albUmina sérica bovina en una relacidn este-
quiométrica aproximada de 6 moles de albGmina por cada
mol de acido graso, ya que asi se vehiculan los &cidos
grasos en medios bioldgicos acuosos. E1l acoplamiento se

realiza mediante una incubacidén a 45¢C durante 45 min.
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14. REACTIVOS Y APARATOS

14.1. Procedencia de los reactivos

'
De AMERSHAN procedian D—(U—14C)glucosa y 1251.

La colagenasa tipo CLS IV procedia de WORTHINGTON

Biochem. Corp. Freehold NJ, USA.
L}

De BOEHRINGER, ATP y reactivos para determinacidn
de glucosa.

La insulina porcina cristalina fue adquirida a

R
NOVO.

=

Los siguientes reactivos fueron adquiridos a SIGMA:
albumina sérica bovina, amiloglucosidasa, 2-Bromoestea-
rato, carbdédn activado, dietil barbiturato sbédico y
Hepes.

R ’

Be MERCK, cloramina T, metabisulfito sbédico y glu-

cosa.

R
De PHARMACIA FINE CHEMICALS, dextrano T-70.

R
De BIO RAD, reactivo de Bradford.

14.2. Relacidn de aparatos utilizados

Las homogeneizaciones se hicieron en un homogenei-
zador de vidrio Pobel o con un sonicador MSE, MKZ2.

Las centrifugaciones de muestras de volumen inferior
a 1'5 ml se realizaron en una centrifuga de mesa BECKMAN

modelo microfuge B.
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Las pesadas se realizaron en una balanza SAUTER 414
O en una balanza de precisidén SARTORIUS.

Las medidas.de pH se efectuaron con aparato BECKMAN
modelo 3500.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en
un espectrofotémetro BECKMAN modelo 25.

Las incubaciones se realizaron en un bafio termos-
tatizado SELECTA modelo unitronic 320.

Los contajes de radiocactividad se hicieron en con-
tadores de centelleo liquido KONTRON modelo Betamatic
y Gammamatic. |

Los islotes se '"pescaron'" con un microscopio es-
tereoscopio de 12-15 aumentos Wild, modelo M3.

Los filtros se lavaron en un lavador de filtros
Millipore, sampling manifold 3025,

La infusidén de sustancias en el pancreas se reali-
z6 con un infusor Sage Instrumens modelo 352,

La recogida de muestras en la perfusidén del pan-
creas se efectud con un colector de fracciones modelo

1200 PUP.



ITI.RESULTADOS
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1. CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES: PESO Y CONSUMO DE

ALIMENTO

El peso medio inicial de los animales controles fue
de 224'3 + 2'3 g; tras ser alimentados durante 10 dias
con una dieta esté&ndar incrementaron su peso un 20'5%.

El grupo alimentado con una dieta pobre en carbohidratos,
durante el mismo periodo de tiempo, aumentd su peso un
28'9%. Por el contrario, cuando los animales fueron some-
tidos a una dieta glucosa su peso disminuyé de 229'l +
4'9 g a 189'1 + 4'3 g, lo que supone una pérdida de peso
del 17'4% (Tabla III, Fig. 20 ).

El contenido caldérico de las diferentes dietas se
calculd a partir de los valores de la combustidn de
CH (4 Kcal/g), lipidos (9 Kcal/g) y proteinas (4 Kcal/g).
Aquel, ascendia a 3'2 Kcal/g en la dieta estéandar, 3'8 Kcal/;
en la dieta glucosa y 6'3 Kcal/g en la dieta pobre en car-
bohidratos.

En la tabla IV se especifican los valores del aporte
caldérico en Kcal/animal/dia en los tres grupos estudiados.
El grupo alimentado con una dieta glucosa ingeridé un 41%
menos que el grupo control, mientras que el sometido a
una dieta pobre en carbohidratos consumid un 78% mas que

el grupo control (Fig.21).



TABLA TI1I

CRECIMIENTO PONDERAL DE RATAS ALIMENTADAS CON DIFERENTES DIETAS

Dieta Peso inicial(g) Peso final(g) A peso(g) A\ peso(%)

Estandar 224'3 + 2'3 270'3 + 3'1 +46 + 1'4 +20'5 + 0'6
Glucosa 229'1 + 4'9 189'1 + 4'3 -40 + 1'9 -17'4 + 0'7
Pobre en CH 218'2 + 4'5 281'1 + 6'4 +63 + 4'4 +28'9 + 2'1

Los valores son X + ESM (n=12) de ratas alimentadas durante 10 dias con diferentes

dietas. La composicidén de las dietas se especifica en Material y Métodos.

vecl
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D Dieta estdndar

Dieta glucosa

A peso(%) Dieta pobre en CH
30- n=12
n=|2
204 .
/104
O \
N
\
/0- \
\
N
-20- n=12

Fig. 20.- Variacidn del peso corporal de ratas
alimentadas durante 10 dias con dife-

rentes dietas.
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TABLA IV

INGESTA CALORICA DE RATAS ALIMENTADAS CON DIFERENTES DIETAS

Dieta Kcal/animal/dia
Estéandar 68'3
Glucosa 40'2
Pobre en CH 122'1

Los valores son X (n=12) de ratas alimentadas durante
10 dias con diferentes dietas. La composicién de las

dietas se especifica en Material y Métodos.
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2. NIVELES PLASMATICOS DE DIVERSOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

DE RATAS ALIMENTADAS CON DIFERENTES DIETAS

2.1. Concentraciones de lipidos y de colesterol asociado

a lipoproteinas en plasma

En el grupo de animales alimentados con una dieta
glucosa los niveles plasmiticos de triglicéridos y de co-
lesterol experimentaron un descenso importante (22'6 +
1'4 mgh y 30'4 + 1'4 mg% respectivamente frente a 53'7 +
2'3 mgh y 59'2 + 1'4 mg% del grupo control). Por el con-
trario, en los animales sometidos a una dieta pobre en
carbohidratos estos niveles no variaron (Tabla V, Fig.22A y B).
En la fig. 22C,D,E, se muestran los niveles plasmaticos de
colesterol asociado a lipoproteinas. Tanto las HDL-coles-
terol, como las LDL-colesterol y las VLDL-colesterol dis-
minuyeron significativamente en el grupo alimentado con
una dieta glucosa frente a los controles (p ¢ 0'0005). En
el grupo alimentado con una dieta pobre en carbohidratos,
estos valores no se modificaron con respecto a los valores

controles (Tabla V ).

2.2. Niveles plasmiticos de proteinas totales, alblimina,

nitrbgeno ureico, acido Grico y creatinina

Las proteinas totales experimentaron un descenso sig-
nificativo en el grupo alimentado con una dieta glucosa

(p <~O'0005), no variaron con respecto a las controles en
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el otro grupo estudiado (Tabla VI , Fig. 23 A).

Los niveles de albUmina encontrados en el grupo con-
trol fueron de 3'05 + 0'04 g%. En las ratas alimentadas
con una dieta glucosa estos niveles disminuyeron (2'61 +
0'07, p< 0'0005), mientras que en 1as sometidas a una
dieta pobre en carbohidratos aumentaron ligeramente
(3'19 + 0'04), siendo este aumento estadisticamente sig-
nificativo (p¢ 0'01) (Tabla VI , Fig.23B).

Los valores del nitrbégeno ureico (BUN) no se modifi-
caron en los animales alimentados con una dieta pobre en
carbohidratos, en cambio en las sometidos a una dieta
glucosa estos valores sufrieron un descenso importante
(p £ 0'0005) (Tabla VI, Fig.23C).

Los niveles plasmaticos de acido Grico no se modifi-
caron significativamente en los tres grupo estudiados
(Tabla VI , Fig.23D).

Se estudiaron también los niveles plasmaticos de
creatinina y se observdé un aumento significativo en los
grupos alimentados con dieta glucosa (p ¢ 0'0025) y con
dieta pobre en carbohidratos (p¢ 0'0025) frente al grupo

control (Tabla VI , Fig. 23 E).

2.3. Concentraciones plasmaticas de algunos iones

Los niveles plasméticos de sodio y potasio experimen-

taron una disminucibén significativa frente al controlen
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el grupo sometido a una dieta glucosa (p¢ 0'0025 y p<0'005
respectivamente); en cambio, no se modificaron en el otro
grupo estudiado (Tabla VII, Fig. 24 A y B respectivamente).

Los valores hallados en la determinacién de cloro
idénico sufrieron un ligero ascenso en las ratas alimenta-
das con dieta glucosa (p< 0'0025) (Tabla VII, Fig. 24C).

El nivel plasmético del calcio idnico experimentd
un ligero descenso en los grupos estudiados frente al
control (Tabla VII, Fig. 24 D).

No se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en los niveles plasmdticos de fésforo inorgéni-
co entre el grupo control y el grupo sometido a una dieta
glucosa. Sin embargo, hubo un ligero ascenso en el otro

grupo estudiado (p ¢ 0'05) (Tabla VII, Fig. 24E).



TABLA V

EFECTO DE LA DIETA SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE TRIGLICERIDOS, COLESTEROL TOTAL Y

COLESTEROL ASOCIADO A LIPOPROTEINAS,

Dieta Triglicéridos Colesterol VLDL- LDL- HDL-
total colesterol colesterol colesterol
Estandar 53'7 + 2'3 59'2 + 1'4 10'5 + 0'6 18'1 + 1'4 31'2 + i1
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glucosa 22'6 + 1'4%  30'4 + 1'4? 5'0 + 0'5%  10'8 + 0'7% 10'7 + 0'9%
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Pobre en CH 47'9 + 3'0° 5419 4+ 215° 9'5 + 0'6°  13'4 + 3'2° 3413 4 217°
(n=9) (n=10) (n=9) (n=7) (n=10)

Los resultados se expresan en mg% como X + ESM. El nOmero de animales figura entre parén
tesis. Los animales fueron alimentados durante 10 dias con diferentes dieta.

cién de las dietas se especifica

en Material y Métodos.

La composi-

a - I3 £ .
Diferencias estadisticamente

significativas con su correspondiente valor de 1a dieta estandar (control) (p< 0'0005),

b N.s.

1€t
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A B
mg % Triglicéridos mg % Colesterol total
60+ 60- "9 hei0
404 404
20— 204
HDL -colesterol
mg %
n={0
30+
LDL -colesterol
204 ”"T’ 0 VLDL - colesterol
n=7
n=7 n= 7 n=10
I 0 774 77, B =
% % n =7k
7%
7 7 %
C D E

Fig. 22.- Efecto de la dieta sobre los niveles plasmaticos
de triglicéridos (A), colesterol total(B) y co-
lesterol asociado a lipoproteinas (C,D y E).

(] Dieta esténdar
Dieta glucosa
Dieta pobre en carbohidratos



TABLA VI

EFECTO DE LA DIETA SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE PROTEINAS TOTALES, ALBUMINA, BUN,

ACIDO URICO Y CREATININA.

Dieta Prot. totales AlbGmina Nitrbégeno ureico Ac. Grico Creatinina
(g%) (g%) (mg%) (mg%) (mg%)
Estéandar 5'74 + 0'13°  3'05 + 0'04 21'67 + 1'01 1'08 + 0'09 0'51 + 0'04
(n=9) (n=9) (n=9) (n=10) (n=9)
Glucosa 4'63 + 0'15°  2'61 + 0'07° 6'57 + 0'46° 0'97 + 0'079 0'66 + 0'02°
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Pobre en CH| 5'74 + 0'419 3119 + 0'04® 23'80 + 0'839 1'25 + 0'13% 0'71 + 0'04°
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Los valores son X + ESM. El nimero de animales figura entre paréntesis. Los animales fueron

alimentados durante 10 dias con diferentes dietas. La composicidén de las dietas se especifi-

a,b,c . . P . P .
7’7" Diferencias estadisticamente significativas con su correspon-

diente valor de la dieta estandar (control), a: p< 0'01l, b: p<0'0025, c: p~(0'0005,(iN.S.

ca en Material y Métodos.

EET
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Proteinas totales Albumina
gr % gr %
6 - n=9 4-
n;‘9 n
4 37 n=7k
Y
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.- /
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/A ......
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mg % Ac .Urico mgad Creatininc
304 ;
20+ = Z;/
0'5- L /::
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0

Fig. 23.- Efecto de la dieta sobre los niveles plasmaticos de
proteinas totales (A), albGmina (B), BUN (C), &cido

Grico (D) y creatinina (E).

(O Dieta estéandar

Dieta glucosa
Dieta pobre en carbohidratos



TABLA VII

EFECTO DE LA DIETA SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE Na+, K+, Cl—, Ca2+ y Pi
+ + - 2+ .
Na K Cl Ca Pi
Dieta (mEq/1) (mEq/1) (mEq/1) (mg%) (mg%)
Estandar 138'8 + 1'0 3'8 + o2 95!'2 + 0'51 9'7 + 0'2 7'9 + 0'5
(n=9) (n=9) (n=10) (n=9) (n=10)
Glucosa 1326 + 1'69 311 + 0'1° 9811 + 1'1° 8'8 + 0'2° 7'4 + 0 F
(n=7) (n=7) (n=7) (n=6) (n=6)
Pobre en CH | 139'2 + 1'8° 3'3 + 0'6° 97'3 + 0'3% 8'5 + 0'4° 9'5 + 0'7%
(n=10) (n=5) (n=10) (n=10) (n=10)

Los valores son X + ESM. El1 numero de animales figura entre paréntesis. Los animales
fueron alimentados durante 10 dias con diferentes dietas. La composicidén de las dietas

se especifica en Material y Métodos. a,b,c,d

Diferencias estadisticamente significati-
vas con su correspondiente valor de la dieta estéindar (control). a: p {0'05, b: p<0'01,

c: p<0'005, d: p<0'0025, ®N.s.

SET
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mEq/|
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cl-
meq/! meq/|
1004 n-!ro‘n:? r.:-'IO} 104
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204 2+

Fig. 24.- Efecto de la dieta sobre los niveles plasmiticos de
sodio (A), potasio (B), cloro (C), calcio (D) y

fésforo inorgénico (E).

O Dieta estandar
t4 Dieta glucosa

Dieta pobre en carbohidratos
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3. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

3.1. Niveles plasmaticos de glucosa tras una sobrecarga

i.v. de glucosa en ratas alimentadas con diferentes dietas

En la‘Fig.25 se muestran los niveles plasméaticos de
glucosa tras una sobrecarga i.v. de glucosa en ratas ali-
mentadas con una dieta estandar, una dieta glucosa y una
dieta pobre en carbohidratos (Tabla VIII).

En el grupo alimentado con una dieta esténdar (grupo
control), la inyeccibdn i.v. de glucosa (0'5 g/Kg de peso
del animal) elevd significativamente los niveles de glu-
cosa en plasma, alcanzandose un valor maximo en el minuto
cinco. A continuacidén, los niveles descendieron paulatina-
mente, tendiendo a alcanzar el valor inicial en el minuto
treinta.

En los animales alimentados con una dieta glucosa, la
glucemia a los O minutos fue significativamente menor que
la obtenida en las ratas alimentadas con una dieta estéan-
dar (p< 0'0005). La inyeccibén i.v. de glucosa (0'5 g/Kg
peso) produjo, también, un incremento en los niveles plas-
méticos de glucosa que asimismo, fue méximo en el minuto
cinco. A continuacidén, los niveles de glucemia disminuye-
ron mas réapidamente que en el grupo control, alcanzandose

el nivel inicial a los 60 min de la sobrecarga.
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Los niveles de glucemia antes de la sobrecarga en
las ratas alimentadas con una dieta pobre en carbohidratos
fueron superiores a los valores controles. Tras la inyec-~
cidén i.v. de glucosa (0'5 g/Kg peso) se elevaron los nive-
les plasmaticos de glucosa, siendo esta elevacidén signifi-
cativamente mayor que la del experimento control en todos
los tiempos estudiados (5 min p {0'025, 15 min p < 0'0005,
30 min p¢ 0'0005 y 60 min p<{ 0'0025). Asimismo, en el mi~
nuto cinco se obtuvo un valor maximo de glucemia, tendiendo
a cbntinuacién a alcanzar lentamente los valores iniciales.

El coeficiente de asimilacidén de la glucosa (K), cal-
culado segin el método de CONARD (1953), fue ligeramente
mayor en la dieta glucosa (1'6){10—2) que en los controles
(1'4)(10_2), por el contrario en la dieta pobre en CH fue

dos veces inferior (O'7J(10—2) (Figs.26 y 27).



TABLA VIII

NIVELES PLASMATICOS DE GLUCOSA TRAS UNA SOBRECARGA i.v. DE GLUCOSA EN RATAS ALIMENTA-

DAS CON DIFERENTES DIETAS

Dieta 0O min 5 min 15 min 30 min 60 min
Estandar 116'1 + 4'2 281'6 + 12'6 200'0 + 4'8 124'2 + 419 120'5 + 4'4
(n=11) (n=11) (n=11) (n=10) (n=10)
d e d e e}
Glucosa 92'1 + 4'8 292'7 + 5'4 168'0 + 5'0 113'2 + 5'4 104'4 + 2'7
(n=11) (n=11) (n=10) (n=10) (n=11)
c b d d c
Pobre en CH 146'7 + 8'9 317'5 + 7'4 255'7 + 8'0 210'4 + 12'3 161'7 + 11'6
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=8)

Los resultados se expresan en mg% como X + ESM. El1 nimero de animales figura entre parénte-
sis. Los animales fueron alimentados durante 10 dias con diferentes dietas. La composicidn

de las dietas se especifica en Material y Métodos. a’b’c’dDiferencias estadisticamente sig-
nificativas con su correspondiente valor de la dieta estandar (controles), a: p 0'05,

b: p<0'025, c: p< 0'0025, d: p< 0'0005, ©N.S.

6€ET
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’ Glucosa i.v. (0'5g9/Kg)

Glucemia '
(mg %) e——e Dieta estandar

o- -0 Dieta glucosa
n—-—a Dieta pobre en CH

3204 ﬁ

2804
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1204

0 5 /5 30 60
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Fig. 25.- Efecto de la dieta sobre los niveles de glucosa
en plasma tras una sobrecarga intravenosa de

glucosa.
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Dieta estdndar (ajuste)

e o0 « (ptos experim.)
— = Dieta glucosa (ajuste)
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«=.—- Dieta pobre en CH (ajuste)
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Fig.

26.- Rectas semilogaritmicas representativas del

descenso glucémico tras una sobrecarga i.v.
de glucosa (0'5 g/Kg) (método de Conard).
Dieta estandar: r=0'9998, K=1'44x107°
Dieta glucosa: r=0'9774, K=1'60x10""°

Dieta pobre en CH: r=0'9820, K=0'70x10"2
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Dieta glucosa
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Fig. 27.- Coeficiente de asimilacién de la glucosa (K)
en animales sometidos a diferentes dietas

(método de Conard).
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3.2. Niveles plasmaticos de insulina tras una sobrecarga

i.v. de glucosa en ratas alimentadas con diferentes dietas

En la Fig. 28 se muestran los niveles plasméticos de
insulina tras una sobrecarga i.v. de glucosa en ratas ali-
mentadas con una dieta estandar, una dieta glucosa y una
dieta pobre en carbohidratos (Tabla IX ).

La inyeccidn i.v. de glucosa (0'5.g/Kg peso del ani
mal) en los animales alimentados con una dieta estandar
(grupo control), produjo una elevacidn significativa del
nivel de insulina en plasma. Este aumento fue méximo.en
el minuto 5. A partir de ese momento, hubo un descenso
gradual de la insulinemia recuperéandose el valor inicial
en el minuto 30.

La inyeccidbn i.v. de glucosa en los animales alimen-
tados con una dieta glucosa, también produjo un aumento
significativo de la concentracidn plasmatica de insulina,
gue se mantuvo hasta el minuto 30, donde se alcanzd la
insulinemia inicial. Tanto el nivel inicial como los ni-
veles plasmaticos de insulina tras la sobrecarga fueron
muy inferiores a los obtenidos en el grupo control
(p ¢ 0'0005 en todos los tiempos).

En el grupo de animales alimentados con una dieta
pobre en carbohidratos, los niveles de insulina en plas-
ma tras la administracién de glucosa disminuyeron mas
lentamente que en el grupo control (15 min p < 0'05, 30 min

p £ 0'0005), alcanzandose el valor inicial a los 60 minutos.



TABLA IX

NIVELES PLASMATICOS DE INSULINA TRAS UNA SOBRECARGA i.v. DE GLUCOSA EN RATAS ALIMEN-

TADAS CON DIFERENTES DIETAS.

Dieta 0 min 5 min 15 min 30 min 60 min
Estandar 25'1 + 3'4 122'1 i12'3 81'7 + 712 36'7 + 447 33'1 + 3'3
(n=13) (n=13) (n=10) (n=11) (n=7)
Glucosa 219 + 0'4° 50'9 + 3'8° 2004 + 2'7° 514 + 0'gP 718 + 0'8°
(n=10) (n=11) (n=14) (n=6) (n=8)
' Vg2 ' 1 o€ ' 118 ' A 1 11C
Pobre en CH 34'5 + 3'6 140'9 + 8 9 100'9 + 8'1 77'7 + 8 4 32'0 + 3'1
(n=11) (n=11) (n=9) (n=8) (n=4)

Los resultados se expresan en)pU/ml como X + ESM. El nimero de animales figura entre

paréntesis. Los animales fueron alimentados durante 10 dias con diferentes dietas. La

a,b

composicién de las dietas se especifica en Material y Métodos. Diferencias estadis-

ticamente significativas con su correspondiente valor de la dieta estandar (controles),

a: p<0'05, b: p< 0'0005, © N.S.

vvi
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Insulinemia Glucosa i.v. (0'5g/Kg)
(wU/mi) ‘
140~ 8 n=/l e——e Dieta estdndar
/ l\ O— ==0 Dieta glucosa
N\ ®—.—8& Dieta pobre en CH
o] ]
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801
604
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Fig. 28.- Efecto de la dieta sobre los niveles de insulina en

plasma tras una sobrecarga i.v. de glucosa.
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4, CONTENIDO DE GLUCOGENO EN HIGADO DE RATAS ALIMENTADAS

CON DIETA ESTANDAR, DIETA GLUCOSA Y DIETA POBRE EN CARBO-

HIDRATOS

En la Fig. 29 se observa que la acumulacién de glu-
cbgeno hepatico en ratas sometidas a una dieta glucosa
fue aproximadamente tres veces superior a la de los con-
troles. Por el contrario, en el grupo alimentado con una
dieta pobre en carbohidratos el contenido de glucbdgeno
disminuyd aproximadamente 1/3 con respecto al grupo con-

trol (Tabla X ).
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TABLA X

CONTENIDO DE GLUCOGENO HEPATICO EN RATAS ALIMENTADAS CON

DIETA ESTANDAR, DIETA GLUCOSA Y DIETA POBRE EN CARBOHI-

DRATOS
Contenido de glucbgeno
Dieta (g/100 g tejido)
Esténdar 3'48 + 0'14
(n=9)
Glucosa 8'93 + 0'34%
(n=6)
Pobre en CH - 1'02 + 0'05°
(n=6)

Los resultados se expresan en g/100 g tejido como X:tESM.
El nGmero de animales figura entre paréntesis. Los anima-
les fueron alimentados durante 10 dias con diferentes
dietas. La composicidn de las dietas se especifica en
Material y Métodos. aDiferencias estadisticamente signi-
ficativas con su correspondiente valor de la dieta estéan-

dar (control) p { 0'0005,



D Dieta estandar
Dieta glucosa

Dieta pobre en CH

10
n=6

Glucogeno como unidades de glucasa (g/100g¢ tejido)

Fig. 29.- Contenido del glucbdgeno hepatico de ratas
alimentadas durante 10 dias con diferentes

dietas.
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5. CONTENIDO DE INSULINA DEL PANCREAS Y DE LOS ISLOTES

DE LANGERHANS EN RATAS ALIMENTADAS CON DIFERENTES DIETAS

En las fig. 30 y 31, se observa que la dieta glucosa
y la dieta pobre en carbohidratos no modificaron signifi-
cativamente el contenido de insulina del péncreas, ni de
los islotes pancreéticos aislados con respecto al grupo

alimentado con una dieta estédndar (tabla XI).
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TABLA XTI

EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL CONTENIDO DE INSULINA

Pancreas entero Islotes aislados

Dieta SpU/mg tejido huamedo) SpU/islote)
Estandar 1936 + 50 1050 + 52

(n=5) (n=30)
Glucosa , 2012 + 99 1010 + 51

(n=5) (n=35)
Pobre en CH 1970 + 150 970 + 42

(n=5) (n=29)

Los resultados se expresan como X + ESM. El numero de
animales y determinaciones figuran entre paréntesis
para pancreas entero e islotes aislados respectivamente.
Los animales fueron alimentados durante 10 dias con di-
ferentes dietas. La composicidn de las dietas se especi-

fica en Material y Métodos.
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30.- Contenido de insulina de pancreas procedentes de

ratas alimentadas durante 10 dias con diferentes

dietas.
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D Dieta estdndar
Dieta glucosa
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Fig. 31.- Contenido de insulina de islotes aislados de ratas

alimentadas durante 10 dias con diferentes dietas
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6. SECRECION DE INSULINA INDUCIDA POR GLUCOSA EN PANCREAS

AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATAS ALIMENTADAS CON DIETA ESTAN-

DAR, DIETA GLUCOSA Y DIETA POBRE EN CARBOHIDRATOS

En la Fig. 32 se muestra la secrecidén de insulina
inducida por glucosa (2'75 mM y 16'7 mM) en pancreas ais-
lado y perfundido de ratas sometidas a diferentes dietas.

La perfusidon esta dividida en dos periodos: un pri-
mer periodo de 20 min de duracibén con glucosa 2'75 mM y
un segundo periodo de 40 min con glucosa 16'7 mM. Al
final de la perfusidén se infundid adrenalina.

A concentracidén de glucosa 2'75 mM, la secrecidn ba-
sal de insulina no varid apreciablemente en los tres gru-
pos estudiados. Al pasar de glucosa 2'75 mM a glucosa
16'7 mM, la secrecidén de insulina aumentd mas lentamente
en el grupo alimentado con glucosa que en el grupo control,
alcanzando un valor maximo de aproximadamente ZOO/pU/min.

En las ratas sometidas a una dieta pobre en carbohi-
dratos, la secrecidn de insulina aumentd répidamente al
pasar de glucosa basal a glucosa 16'7 mM alcanzando unas
450/pU/min, a los 30 min de iniciada la perfusidén. A con-
tinuacibn, la secrecidn de insulina disminuyb notablemen-
te, experimentando después un aumento progresivo hasta
alcanzar un maximo de secrecidn de aproximadamente
500 )AU/min .

La infusién de adrenalina provocd un descenso réapido

de la secrecidén de insulina en los tres grupos estudiados.
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Fig. 32.- Efecto de la glucosa sobre la secrecidon de insuli-
na en pancreas aislado -y perfundido de ratas ali-

mentadas durante 10 dias con diferentes dietas.
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7. SECRECION DE INSULINA INDUCIDA POR GLUCOSA EN ISLOTES

DE LANGERHANS PROCEDENTES DE RATAS ALIMENTADAS CON DIETA

ESTANDAR, DIETA GLUCOSA Y DIETA POBRE EN CARBOHIDRATOS

Los islotes de Langerhans fueron aislados e incuba-
dos en KRB pH 7'4, BSA 0'5%, trasylol 250 U/ml, a dos con
centraciones de glucosa: 2'75 mM y 16'7 mM durante 30 min
a 372C. Transcurrido este tiempo se extrajo una alicuota
del medio de incubacidén que se almacend a -202C hasta su
posterior determinacibén por RIA.

En la Fig. 33 se representa la secrecidn de insulina
inducida por glucosa (2'75 mM y 16'7 mM) en islotes de ra-
tas alimentadas con una dieta esténdar (grupo control),
una dieta glucosa y una dieta pobre en carbohidratos. Los
resultados se expresan en}pU de insulina liberada al me-
dio de incgbacién por cada 3 islotes y 30 minutos.

No se”observaron diferencias significativas en la
secrecidén basal de insulina (glucosa 2'75 mM) en los tres
grupos estudiados. A concentracidn de glucosa 16'7 ﬁM, la
respuesta insulino secretora en 1os>islotes de ratas ali-
mentadas con una dieta glucosa fue significativamente me-
nor que en los controles (p € 0'0125). En el grupo de ani-
males alimentados con una dieta pobre en carbohidratos du-
rante 10 dias la secrecidén de insulina experimentd un
aumento significativo con respecto al grupo control

(p€ 0'0025) (Tabla XII).
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TABLA XITI

SECRECION DE INSULINA INDUCIDA POR GLUCOSA (2'75 mM y

16'7 mM) EN ISLOTES AISLADOS DE RATAS ALIMENTADAS CON

DIETA ESTANDAR, DIETA GLUCOSA Y DIETA POBRE EN CARBOHI-

DRATOS

Dieta Glucosa 2'75 mM Glucosa 16'7 mM

Estandar 29'7 + 2'4 123'2 + 7'1
(n=27) (n=28)

Glucosa 2514 + 1'4° 100'6 + 5'5%
(n=20) (n=20)

Pobre en CH 32'0 + 2'6° 160'3 + 10'0°
(n=18) (n=13)

Los resultados se expresan en)pU/3O min/3 islotes como

X + ESM. El1 namero de incubaciones realizadas figura entre
paréntesis. Los animales fueron alimentados durante 10 dias
con diferentes dietas. La composicidén de las dietas se es-
pecifica en Material y Métodos. a’bDiferencias estadisti-

camente significativas con su correspondiente valor de la

dieta estandar (control), a: p0'0125, b: p<(O'OO25,<:N.S.
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Fig. 33.- Efecto de la glucosa sobre la secrecibdn de in-
sulina en islotes aislados de ratas alimentadas

durante 10 dias con diferentes dietas.
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8. ACTIVIDADES FOSFORILANTES DE LA GLUCOSA EN ISLOTES DE

LANGERHANS AISLADOS DE RATAS ALIMENTADAS CON DIETA ESTAN-

DAR, DIETA GLUCOSA Y DIETA POBRE EN CARBOHIDRATOS

Los experimentos llevados a cabo para estudiar la
actividad fosforilante de glucosa en islotes se fealiza-
ron incubando extractos de islotes equivalentes a ZO‘pg
de proteina en un medio de incubacidn, cuya composicidn
se describe en Material y Métodos. La incubacidn se lle-
vé a cabo durante 20 min a 30¢°C.

La Fig. 34 muestra las actividades fosforilantes de
la glucosa en extractos de islotes aislados de ratas ali-
mentadas con dieta estéandar, dieta glucosa y dieta pobre
en carbohidratos. Los resultados se expresan en pmoles de
D—IU—14Clglucosa transformados por minuto y pg de protei-
na de islote (Tabla XIII).

En las ratas sometidas a una dieta esté&ndar (grupo
control), la actividad fosforilante méxima; ensayada a
glucosa 25 mM, fue del orden de 2'00 pmoles/minépg de
proteina. La actividad correspondiente a la "glucoquinasa'"
fue de 0'71 pmoles/minépg de proteina. La actividad fos-
forilante de glucosa ensayada a glucosa 0'5 mM (actividad
correspondiente a la hexoquinasa) fue del orden de
1'28pmole§min4pg de proteina.

En el grupo de animales alimentados con una dieta

glucosa, la actividad fosforilante maxima (ensayada a
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glucosa 25 mM) y la actividad hexoquinasa (ensayada a
glucosa 0'5 mM) fueron similares a las encontradas en
islotes del grupo control. Por el contrario, la activi-
dad de '"glucoquinasa" descendid un 11% (p 0'05) en re-
lacibén a los valores de ratas alimentadas con dieta es-
tandar.

En los islotes del grupo sometido a una dieta pobre
en carbohidratos la actividad fosforilante total (ensaya-
da a glucosa 25 mM) fue similar a la obtenida en islotes
del grupo control. La actividad fosforilante de baja Km
(ensayada a glucosa 0'5S mM) aumentd un 40% (p< 0'0005)
en relacidén a los valores de ratas alimentadas con dieta
esténdar. La actividaa de "glucoquinasa'" fue del orden
de 0'28 pmoles de D—|U—14C|glucosa .min—lnpg de protei-
na_l, lo que equivale a un descenso del 60% (p< 0'0005)

en relacidén al grupo control.



TABLAXIII

EFECTO DE LA DIETA SOBRE LAS ACTIVIDADES FOSFORILANTES DE LA GLUCOSA EN EXTRACTOS

DE ISLOTES DE RATA

Actividad Actividad Actividad
Dieta fosforilante total glucoquinasa hexoquinasa
Estéandar 2'00 + 0'07 0'71 + 0'02 1'28 + 0'06
(n=16) (n=16) (n=16)
c a c
Glucosa 1'90 + 0'08 0'63 + 0'05 1'27 + 0'04
(n=6) (n=6) (n=6)
c b b
Pobre en CH 2'10 + 0'09 0'28 + 0'02 1'79 + 0'05
(n=12) (n=11) (n=12)
14

Los resultados se expresan en pmol D-|U-" C|glucosa .min'lwpg pr‘o’ceina—1 como

X + ESM. El nUmero de determinaciones realizadas figura entre paréntesis. Los

animales fueron alimentados durante 10 dias con diferentes dietas. La composi-

a,b

cidén de las dietas se especifica en Material y Métodos Diferencias estadis-

ticamente significativas con su correspondiente valor de la dieta estandar (con-

troles), a: p £0'05, b: p {0'0005, € N.s.

091
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Fig. 34.- Actividad fosforilante de la glucosa de extractos

de islotes de Langerhans procedentes de ratas

alimentadas durante 10 dias con diferentes dietas.
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9. EFECTO DEL 2-BROMOESTEARATO SOBRE LA SECRECION DE IN-

SULINA INDUCIDA POR GLUCOSA EN PANCREAS AISLADO Y PERFUN-

DIDO PROCEDENTE DE RATAS ALIMENTADAS CON DIETA ESTANDAR

En la Fig. 35 se muestra la dinadmica de la secrecidn
de insulina en respuesta a glucosa 2'75 mM y 16'7 mM en
ausencia y en presencia de 2-Bromoestearato 0'25 mM en
pancreas aislado y perfundido de ratas alimentadas con
dieta estandar.

La perfusidén esta dividida en dos periodos: un pri-
mer periodo de 20 min de duracidén con glucosa 2'75 mM y
un segundo periodo de 40 min con glucosa 16'7 mM. Al fi-
nal de la perfusidn se infundid adrenalina.

No existen diferencias apreciables en la secrecidn
de insulina en ambos grupos estudiados, lo que indica
que el 2-Bromoestearato (0'25 mM) no modifica la secre-
cién de insulina en respuesta a la glucosa en pancreas
perfundido de ratas alimentadas con dieta estandar.

En la Fig. 36 se observa que la relacibén entre 1la
concentracidn de glucosa extracelular y la secrecidn de
insulina en pancreas aislado y perfundido de ratas ali-
mentadas con dieta esténdar es un sigmoide, en el que la
rama ascendente del mismo se encuentra entre 2'75 y
16'7 mM glucosa. La cinética sigmoidea de la secrecidn
de insulina en respuesta a concentraciones crecientes de
glucosa tampoco se modificd por la presencia de 2-Bromoes-

tearato 0'25 mM,
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Fig. 35.- Efecto del 2-Bromoestearato 0'25 mM sobre la
secrecidn de insulina en péancreas aislado y
perfundido de ratas alimentadas con dieta

estandar.
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Fig. 36.- Cinética de la secrecibdn de insulina a dife-
rentes concentraciones de glucosa en pancreas
aislado y perfundido de ratas alimentadas
con dieta estandar, en ausencia y presencia

de 2-Bromoestearato 0'25 mM,
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10. EFECTO DEL AYUNO SOBRE LA SECRECION DE INSULINA EN

RESPUESTA A LA GLUCOSA EN PANCREAS AISLADO Y PERFUNDIDO

DE RATAS AYUNADAS DURANTE 96 H.

En la Fig. 37 se muestra la dinadmica de la secrecidn
de insulina en ratas alimentadas con dieta estandar y en
ratas ayunadas durante 96 h. La perfusidén estéd dividida
en dos periodos: un primer periodo de 20 min de duracidn
con glucosa 2'75 mM y un segundo periodo de 40 min con
glucosa 16'7 mM. Al final de la perfusidén se infundibd
adrenalina.

En el grupo control, el pancreas respondid a glucosa
2'75 mM con una secrecibén basal de insulina que oscild
entre 30 y 40‘pU/min. Al pasar de glucosa 2'75 mM a glu-
cosa 16'7 mM, la secrecidn de insulina aumentd réapida-
mgnte alcanzando un valor aproximado de 350/pU/min.

En el grupo ayunado durante 96 h, la secrecidn d¢
insulina aumentd més lentamente al pasar de glucosa 2'75mM
a glucosa 16'7 mM, obteniéndose una respuesta méxima, unas
100/pU/min, a los 26 min después de iniciada la perfusidn.
Por tanto, el ayuno bloquea parcialmente la secrecidn de

insulina en respuesta a la glucosa.
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Fig., 37.- Secrecidn de insulina en pancreas aislado y

perfundido de ratas ayunadas durante 96 h.
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11, EFECTO DEL 2-BROMOESTEARATO SOBRE LA SECRECION DE

INSULINA EN PANCREAS ATISLADO Y PERFUNDIDO DE RATAS AYU-

NADAS DURANTE 96 H.

En la Fig. 38 se representa la secrecidén de insulina
de pancreas aislado y perfundido procedente de ratas ayu-
nadas durante 96 h en ausencia y en presencia de 2-Bromoes
tearato 0'25 mM. La perfusibn estéd dividida en dos perio-
dos: un primer periodo de 20 min de duracidén con glucosa
2'75 mM y un segundo periodo de 40 min con glucosa 16'7 mM.
Al final de la perfusidn se infundié adrenalina.

El 2-Bromoestearato 0'25 mM ejercid un efecto poten-
ciador de la secrecidén de insulina en respuesta a la glu-
cosa durante el ayuno. La recuperacidén de la secrecidn de
insulina en respuesta a glucosa 16'7 mM fue aproximada-
mente el 50% de la secrecibn obtenida en el grupo alimen-
tado.

Como se observa en la Fig. 39 el ayuno lineariza la
cinética sigmoidea de la secrecidén de insulina en péancreas
aislado y perfundido de rata. La presencia de 2-Bromoes-
tearato 0'25 mM en el medio de perfusidén restaurd parcial-

mente la respuesta sigmoide a la glucosa.
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Fig. 38.- Efecto del 2-Bromoestearato 0'25 mM sobre la
secrecidén de insulina en pancreas aislado y

perfundido de ratas ayunadas durante 96 h.
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En el presente trabajo se ha estudiado la influen-
cia de los factores alimentarios sobre la funcionalidad
del péncreas endocrino. Utilizando dietas con distinta
proporcidén de glicidos, lipidos y proteinas, hemos estu-
diado diversos parametros intentando correlacionar la
composicién de la dieta con la funcionalidad de la c€lu-
la B.

Ciertamente si comparamos las situaciones més ex-
tremas de nuestras experiencias es decir, la dieta que
contiene UGnicamente glucosa con la que contiene grasas y
proteinas, en ausencia de carbohidratos, podremos obser-
var que las variaciones en los parametros estudiados son
facilmente detectables. El1 interés del trabajo radica
precisamente en este punto ya que es bien conocido que
la diabetes no insulin dependiente modifica su aparicidn
en razén de factores exdgenos que hemos analizado con

detenimiento.

Los animales wutilizados en el presente trabajo te-
nian la misma edad, aproximadamente 2 meses, y fueron ali-
mentados diez dias antes de su sacrificio con tres tipos
de dietas: dieta esténdar, "dieta glucosa" y dieta pobre
en carbohidratos (rica en grasas y proteinas).

El incremento del peso fue mas importante en los

animales sometidos a una dieta pobre en carbohidratos que
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en los alimentados con una dieta estandar laboratorio

( TablaIII,Fig.20). Estos resultados estan en consonancia
con los descritos por DESHAIES et al.(1983) y CHILDS et al.
(1981).

Por el contrario, "la dieta glucosa" disminuyd el
peso de los animales ( TablaIII,Fig.20),no coincidiendo
estos datos con los obtenidos por LOMBARDO et al. (1983).
Estos autores no encontraron diferencias significativas en
la ganancia de peso entre los animales alimentados con una
dieta estandar y los alimentados con una dieta rica en
carbohidratos. Esta discrepancia en los resultados proba-
blemente se debe a la duracidn del periodo de tratamiento
(45 dias) y/o a la proporcidén de carbohidratos utilizada
en su dieta (63%).

El consumo de alimento en los animales alimentados
con una dieta rica en grasas y proteinas fue mayor que en
los animales sometidos a una dieta esté&ndar. Sin embargo,
los animales alimentados con una ''dieta glucosa'" ingerieron
aproximadamente la mitad de calorias ( TablalIV ,Fig. 21).
Esta diferencia en el consumo de calorias entre ambos grupos
y el grupo control explicaria la variacién en la ganancia |
de peso de dichos grupos.

Diversos trabajos han demostrado que cambios en la
proporcién de carbohidratos, lipidos y proteinas de la die-
ta pueden afectar al metabolismo de los carbohidratos y de
los lipidos ( EATON Y KIPNIS, 1969; LITHELL et al.,1982;

LIU et al., 1983 ).
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Se ha observado que en el hombre el consumo durante
diez dias de una dieta rica en carbohidratos y pobre en
grasas y proteinas ( 60% carbohidratos, 19% proteinas y
21% grasas de las calorias totales ) conduce a una hiper-
glucemia e hiperinsulinemia postprandial, a un aumento de
los niveles plasmiaticos de triglicéridos en ayunas y a un
descenso de la concentracidén de HDL-colesterol ( COULSTON
et al., 1983 ).

Todas estas consideraciones nos llevaron a estudiar
la influencia de una "dieta glucosa" y una dieta pobre en
carbohidratos sobre los niveles plasmaticos de lipidos,
proteinas e iones.

En nuestras experiencias hemos utilizado dietas que
desde un punto de vista fisioldgico se le pueden poner
muchas objeciones, pero debemos de recordar gque el objeti-
vo del trabajo es precisamente el observar las diferencias
en situaciones extremas.

La determinacidén de los niveles plasmaticos de tri-
glicéridos, colesterol total y colesterol asociado a lipo-
proteinas ( VLDL, LDL, HDL ) en ratas alimentadas con una
dieta estéandar laboratorio ha sido realizada por numerosos
autores ( KALOPISSIS et al., 1979; DESHAIES et al., 1983;
MORISAKI et al., 1984; NAKAI et al., 1985 ). Los resulta-
dos obtenidos por nosotros son muy parecidos a los encon-
trados por dichos autores, a excepcidén de los valores de

triglicéridos y de VLDL-colesterol ( Tabla V ,Fig.22 ).
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Los niveles plasmaticos de proteinas totales, alba-
mina, nitrdégeno ureico y creatinina en los animales con-
troles fueron del mismo orden que los encontrados por
PINTADO ( 1977 ) y MORISAKI et al,( 1984 ). La modifica~-
cidén de estos parémetros con la " dieta glucosa " se de-
be al aumentQ del catabolismo proteico en los animales
sometidos a este tipo de dieta con la consiguiente libe-

racién de creatinina al plasma ( Tabla VI , Fig.23 ).

Los primeros estudios sobre el metabolismo de la
glucosa en el pancreas endocrino se realizaron a partir
de que RANDLE et al.( 1968 ) formularon la hipdtesis del
sitio sustrato para la glucosa en la célula B. ASHCROFT
et al. ( 1970 ) encontraron que an&logos estructurales
de la glucosa eran facilmente metabolizables por 1a ecélu-
la B y potentes estimuladores de la secrecidn de insuli-
na. Ademas, encontraron una estrecha correlacibén entre
la concentracién de glucosa extracelular y su metaboli-
zacidén en el interior de la célula B, presentando una
cinética sigmoide similar a la secrecidén de insulina.

Por otra parte, encontraron que la manoheptulosa,
potente inhibidor de la glucoquinasa y la hexoquinasa
en tejido hepético ( SALAS et al, 1965 ), inhibia la
secrecidn de insulina y la metabolizacidén de la glucosa
por la célula B.

MATSCHINSKY y ELLERMAN (1968) estudiaron los
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niveles intracelulares de metabolitos de la glucosa en
el islote: glucosa, glucosa 6 fosfato, triosas fosfato,
6 fosfogluconato y ATP, encontrando que tras 5 minutos
de estimulo glucosado se incrementaban y que precedian
a la secrecidn de insulina.

Mas tarde, ASHCROFT y RANDLE (1970) describieron
la presencia de dos actividades fosforilantes de gluco-
sa en el islote de ratbén: una de baja Km (0'075 mM) para
la glucosa y una velocidad de 0'54 u/g de peso himedo y
otra de alta Km (16 mM) para la glucosa con una veloci-
dad de 0'17 u/g de peso hUlmedo, siendo la actividad fos-
forilante de glucosa total de 0'63 u/g de peso himedo.

Posteriormente, MALAISSE et al. (1976) y MATSCHINSKY
et al. (1979) confirmaron estos resultados en islotes de
rata.

En el islote de Langerhans existe un sistema enzi-
matico doble que controla la fosforilacidén de la glucosa:
una enzima de alta afinidad y con caracteristicas ciné-
ticas y adaptativas similapes a las hexoquinasas y otra
de baja afinidad con caracteristicas cinéticas y adapta-
tivas similares a la glucoquinasa hepatica. TRUS et al.
(1981) observaron que las enzimas fosforilantes de 1la
glucosa poseen la actividad més baja de las posibles en-
zimas reguladoras de la via glucolitica en el islote: la
fosfofructoquinasa, la gliceraldehido 3 fosfato deshidro-

genasa y la piruvato quinasa poseen actividades 40-100
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veces superiores a la de la '"glucoquinasa'. Puesto que el
transporte de glucosa a través de la membrana en el islote
permite un répido equilibrio entre los niveles extra e in-
tracelulares de glucosa (HELLMAN et al.,1971), la fosfo-
rilacidén de la glucosa constituye el primer punto de re-
gulacion del metabolismo de la glucosa.

Tanto en el hepatocito como en el islote de Langer-
hans la fosforilacidén de la glucosa en equilibrio con la
extracelular se lleva a cabo por la glucoquinasa prefe-
rentemente. En el higado, la mayor parte de la glucosa
fosforilada se transforma en glucdgeno. Por tanto, la glu-
coquinasa hepética reiaciona los niveles circulantes de
glucosa y la sintesis de glucdgeno en el hepatocito.

Por el contrario, en los islotes de Langerhans, la
glucoquinasa podria relacionar los niveles circulantes de
glucosa con el flujo glucolitico, ya que la sintesis de
gluéégeno posee escasa importancia en este tejido (MALAISSE
et al., 1977). Esta funcidén puede ser realizada "in vivo"
por la "glucoquinasa'" ya que su Km estd dentro del rango
de variabilidad en la concentracidn de glucosa circulante.

La glucoquinasa tendria otra funcidén importante co-
mo reguladora del flujo glucolitico: determinaria la pro-
duccidén de hexosas monofosfato; precursores potenciales
de la fructosa 2,6 bifosfato, descrita por VON SHAFTINGEN
et al., (1980) como un potente activador capaz de superar

la inhibicidén de la fosfofructoquinasa por el ATP en tejido
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hepatico. De esta manera, la glucoquinasa podria contro-
lar la relacidén entre la glucosa circulante y el flujo
glucolitico en el islote.

Estudios recientes han identificado el elemento
sensor para la glucosa de la via glucolitica en el islo-
te; con bastante probabilidad dicho elemento sensor es
la glucoquinasa. Dicha enzima presenta preferencia «-ano-
mérica que son similares a las de la secrecidn de insuli-
na y a las de la via glucolitica (MEGLASSON y MATSCHINSKY,
1984); por otra parte, la glucoquinasa es inhibida espe-
cificamente por la manoheptulosa que también bloquea la
metabolizacidn de la glucosa en la célula B y la respues-
ta insulino secretora (ZAWALICH et al., 1977b).

Los efectos de la composicién de la dieta sobre las
actividades fosforilantes de la glucosa han sido estudia-
dos en diversos tejidos: tejido adiposo,hepatocitos,acinis
pancreaticos etc. Sin embargo, en la literatura revisada
no se ha encontrado ningin trabajo que estudie la influen-
cia de una alimentacidén crénica con diferentes dietas so-
bre las actividades fosforilantes de glucosa en el islote.
BEDOYA et al. (1984c) estudiaron el efecto de una reali-
mentacidén selectiva con diferentes dietas sobre las acti-
vidades glucoquinasa y hexoquinasa en islotes de ratas
ayunadas.

En la Fig.34 se muestran las actividades fosforilan-

tes de glucosa en islotes de ratas alimentadas con diferen-
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tes dietas.

La actividad glucoquinasa es aproximadamente el 35%
de la actividad fosforilante de glucosa total en islotes
de ratas sometidas a una dieta estéandar, similar a la en-
contrada por TRUS et al. (1981). En islotes de ratas ali-
mentadas con una '"dieta glucosa" las actividades glucoqui-
nasa y hexoquinasa fueron muy similares a las de los con-
troles.

Por el contrario, la dieta pobre en carbohidratos
(rica en proteinas y grasas) aumentd la actividad de baja
Km en un 40% y disminuyd la actividad de alta Km en un 60%.
REYES et al. (1984) observaron que la hexoquinasa D ('"glu-
coquinasa') de hepatocitos de ratas alimentadas con una
dieta libre en carbohidratos también estaba marcadamente
disminuida; por el contrario, las hexoguinasas A,B y C no
sufrieron variacidn.

También se ha estudiado el metabolismo de la glucosa
en acinis pancreéaticos de ratas alimentadas con una dieta
rica en grasas (BAZIN y LAVAU, 1982). La capacidad de las
células acinares para metabolizar a la glucosa disminuyd
un 50% en los animales sometidos a este tipo de dieta. Es-
ta disminucidén de la oxidacidn de la glucosa era debida a
una reduccidén de la velocidad del transporte de la glucosa
y no a un defecto en la reaccidn de fosforilacidn de glu-
cosa, ya que la actividad hexoquinasa no sufridé modifica-

cibén alguna.
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El efecto de una dieta rica en carbohidratos sobre
la tolerancia a la glucosa y respuesta insulinica ha si-
do frecuentemente estudiado. Mientras algunos autores han
observado un empeoramiento en la tolerancia a la glucosa
oral tanto en humanos (COHEN y TEITELBAUM, 1964) como en
ratas (HALLFRISCH et al., 1979) otros, han encontrado un
aumento significativo en la velocidad de desaparicidn de
la glucosa (RODGERS et al., 1970).

En nuestro caso, el coeficiente de asimilacidn de
la glucosa fue ligeramente mayor en los animales someti-
dos a una "dieta glucosa" que en los controles, a pesar
de tener una marcada hipoinsulinemia en respuesta a la
glucosa (Figs.27 y 28 respectivamente).

En los animales alimentados con una dieta pobre en
carbohidratos (rica en grasas y proteinas), el coeficien-
te de asimilacidén de la glucosa fue menor que en los ali-
mentados con una dieta esténdar y los niveles plasmati-
cos de insulina estaban incrementados tanto en condicio-
nes basales como estimuladas (Figs. 27 y 28 respectiv).

E1l contenido de carbohidratos en la dieta, tanto
en humanos como en mamiferos, tiene un efecto importante
sobre la accibn de la insulina "in vivo' e "in vitro".

De esta forma, se ha observado que una dieta rica en

carbohidratos produce un aumento de la sensibilidad de
las células "diana" hacia la insulina y una dieta pobre
en carbohidratos y rica en grasas conduce a una resis-

tencia insulinica.
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Diversos mecanismos pueden explicar facilmente esta
resistencia a la insulina: 1) una disminucidén del nime-
ro de receptores (OLEFSKY y SAEKOW 1978) 2) una disminu-
cidén del transporte de la glucosa (HISSIN et al., 1982)

y 3) una menor capacidad de las células para oxidar y me-
tabolizar a la glucosa (OLEFSKY y SAEKOW 1978; LAVAU et
al., 1979). Aunque en adipocitos aislados de ratas ali-
mentadas con una dieta rica en carbohidratos se ha obser-
vado una disminucidén de la capacidad de unidén de la insu-
lina, los sistemas efectores para el transporte de la
glucosa y su metabolismo intracelular estaban incrementa-
dos (OLEFSKY y SAEKOW, 1978).

Por otra parte, la ingestidén de glucosa por nuestras
ratas inérementé el glucbdgeno hepatico (aproximadamente
3 veces més que el grupo control), coincidiendo este in-
cremento con el obtenido por BLAZQUEZ y LOPEZ QUIJADA
(1969) en ratas alimentadas con una dieta rica en carbo-
hidfatos. Por el contrario, la dieta rica en grasas dis-
minuyé el contenido de glucbdgeno hepdtico en relacidén a la
dieta esténdar (Tabla X ,Fig.29 ). Mientras gue KALOPI-
SSIS et al., (1979) encontraron también una disminucidn,
BLAZQUEZ y LOPEZ QUIJADA (1968) observaron un aumento del
contenido de glucbgeno en ratas sometidas a este tipo de

dieta.
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El ayuno es un estado metabdlico caracterizado por
una disminucidén de la secrecidn de insulina en respuesta
a la glucosa (JOOST y BECKMAN, 1980), un descenso del me-
tabolismo de la glucosa por la célula B (HEDESKOV y CAPITO,
1974) y una inhibicidén de las actividades fosforilantes
de la glucosa en el islote (BEDOYA et al., 1984b). Al
mismo tiempo, hay un incremento de la disponibilidad de
los acidos grasos (exbgenos y enddgencs) para su metabo-
lismo oxidativo.

Los datos aportados ﬁor BERNE (1975) sobre la oxi-
dacidén de los lipidos por el islote y su inhibicidn por
andlogos estructurales como el 2-Bromoestearato (CHASE y
TUBBS, 1972) nos llevaron a estudiar su efecto sobre la
secrecidén de insulina en péancreas aislado y perfundido
procedente de ratas alimentadas y de ratas ayunadas du-
rante 96h.

Como se aprecia en la Fig.35 , el 2-Bromoestearato
a una concentracidén 0'25mM no ejercid un efecto apreciable
sobre la secrecibén de insulina en pancreas aislado y per-
fundido de ratas alimentadas. Por el contrario, el 2-Bro-
moestearato en pancreas de ratas ayunadas durante 96h res-
taurd parcialmente la secrecidn de insulina en respuesta
a una alta concentracidén de glucosa (16'7mM) (Fig.38 ).

Estos resultados coinciden con los descritos por
TAMARIT-RODRIGUEZ et al., (1984a) en islotes perifundidos

y sugieren gque la inhibicién de la oxidacibén de los é&cidos
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grasos puede jugar un papel importante en la regulacion
de la secrecidn de insulina. Un incremento en la veloci-
dad de oxidacidén de los Aacidos grasos debido al ayuno,
podria contribuir al empeoramiento de la secrecidn de
insulina.

Asi, estos mismos autores (1984b) han comprobado
que la velocidad de oxidacidén del &cido palmitico a glu-
cosa 3mM en islotes de ratas ayunadas durante 48h era
mas alta que la de islotes de ratas alimentadas y no va-
rié al pasar a‘una concéntracién de glucosa 20mM. Por
otra parte, la incorporacién de palmitato a fosfolipidos
y a triacilglicerol en islotes controles aumentd consi-
derablemente al pasar de glucosa 3mM a glucosa 20mM. Sin
embargo, en islotes de ratas ayunadas no hubo este incre-
mento en la incorporacién de palmitato a los lipidos de
islotes.

E1l 2-Bromoestearato (0O'25mM) inhibié fuertemente
la velocidad de oxidacibén del palmitato en islotes de ra-
tas ayunadas y permitid una normal restauracidn del efecto
de la glucosa sobre la incorporacidén de palmitato a fos-
folipidos y a triacilglicerol.

En resumen, estos resultados sugieren que el ayuno
bloquea la capacidad de la glucosa para disminuir la oxi-
dacibén de los acidos grasos y para incrementar su este-
rificacidén en los islotes, asi como su efecto estimulato-

rio sobre la secrecidn de insulina. Ambas capacidades
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de la glucosa son restauradas en islotes de ratas ayunadas
por 2-Bromoestearato, un inhibidor de la oxidacibdn de los
dcidos grasos.

El ayuno produce un progresivo descenso de las ac-
tividades fosforilantes de glucosa en el islote. La acti-
vidad de alta Km presenta un descenso mas precoz en su
actividad; tras 96h de ayuno ambas actividades, alta y ba-
ja Km, estéan descendidas (BEDOYA et al., 1984b).

En islotes de ratas alimentadas,el 2-Bromoestearato
0'25mM no ejercid efecto alguno sobre las actividades fos-
forilantes de la glucosa. Por el contrario, la incubacidn
de islotes de ratas ayunadas durante 96h con 2-Bromoeste-
arato 0'25mM més glucosa 16'7mM fue capaz de restaurar
casi totalmente las actividades fosforilantes; este efec-
to fue més importante sobre el componente de alta Km
(BEDOYA et al., 1984b).

La presencia de glucosa fue necesaria para este
efecto. Como hemos visto anteriormente, un requerimiento
similar fue necesario para conseguir el efecto restaurador
del 2 -Bromoestearato sobre la secrecién de insulina en
péncreas perfundido de ratas ayunadas durante 96h.

En resumen, el ayuno induce una disminucidén de la
sensibilidad de la célula B hacia la glucosa. El1 hecho de
que el 2-Bromoestearato restaure la actividad fosforilan-
te y la liberacidén de insulina inducida por glucosa indica

gue puede existir una posible conexidén entre el metabolismo
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de la glucosa y el metabolismo de los acidos grasos en

la célula B.

La alimentacidn crdnica con una "dieta glucosa"
disminuybé la secrecidén de insulina tanto en islotes ais-
lados como en péancreas perfundido en relacién con la ali-
mentacién control (Fig. 33 y 32 ). Este descenso de la
secrecidén de insulina puede resultar del agotamiento de
los depbdsitos de insulina (O'CONNOR et al., 1980) o de la
desensibilizacidén de la célula B inducida por la glucosa
(inhibicibén feedback).

Parece ser, que el descenso del contenido total de
insulina no es el responsable, puesto que tanto en islo-
tes aislados como en pancreas entero no encontramos va-
riacidén en el contenido de insulina con respecto a los
valores controles (Tabla X1,Figs. 31y 30). Sin embargo,
la secrecidén de insulina estaba reducida alrededor de un
50% en el pancreas perfundido y aproximadamente un 20%
en los islotes aislados.

Estos resultados coinciden con los estudios lleva-
dos a cabo por BOLAFFI et al. (1986), en los cuales peri-
fundieron islotes con glucosa durante 50h y perfundieron
el péncreas durante 8h con el mismo estimulo. Ellos en-
contraron una secrecidn de insulina disminuida en ambos
sistemas, siendo esta reduccidn causada principalmente

por una disminucidn de la eficiencia del secretagogo, ya
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que la célula B se desensibiliza por la continua estimu-
lacidén con glucosa. Sin embargo, el agotamiento de un
pequefio compartimento de insulina liberable no parece
probable puesto que los islotes y el pancreas, respon-
dieron vigorosamente a un estimulo agudo de glucosa-fors-

kolina.

La influencia de los acidos grasos sobre la secre-
cibn de insulina ha sido ampliamente estudiada tanto
"in vivo" como "in vitro".

CRESPIN et al. (1969) observaron un aumento de los
niveles de insulina plasmética después de la administra-
cibén intravenosa de oleato sbédico, y RAPTIS et al. (1973)
han encontrado una elevacidn significativa en la secre-
cidén de insulina después de la administracidén oral e in-
travenosa de grasas.

En islotes aislados, los acidos grasos inducen una
fugaz estimulacidn de la liberacidn de insulina (TAMA-
RIT-RODRIGUEZ et al., 1984b). Asimismo, GOBERNA et al.,
1974 y CAMPILLO et al., 1979 encontraron este efecto es-
timulatorio de los 4cidos grasos en péncreas aislado y
perfundido de rata.

El hecho de que los acidos grasos no produzcan un
aumento de la secrecidn de insulina en ausencia de glu-
cosa parece indicar que el mecanismo estimulador es de-
pendiente de la glucosa. Es decir, son necesarios unos

niveles minimos de glucosa para que la célula B sea sen-
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sible a los &acidos grasos y el nivel minimo de activacidn
estid entre 50 y 100 mg por 100 y corresponde a los niveles
normales de glucemia.

La obesidad en diversos modelos de animales estéd aso-
ciada frecuentemente a alteraciones en el metabolismo de
los carbohidratos (HERBERG y COLEMAN , 1977). Asi, en ra-
tones obesos, la obesidad se acompafia generalmente de hi-
perglucemia y de un incremento de los niveles de insulina
en sangre (HERBERG y COLEMAN, 1977).

Hay hechos que apoyan el gque la hiperglucemia de la
obesidad esta en relacidn con el aumento dél tejido adipo-
so, habiendo una correlacidén entre el grado de obesidad
y los niveles de insulinemia. Por otra parte, en sujetos
voluntarios normales a los que se hace ganar peso también
se evidencia un aumento de los niveles de insulina como
en los sujetos crdénicamente obesos y ademéas, al volver a
su peso normal se normalizan los niveles de insulina plas-
matica (HERRERA, 1981).

La obesidad humana esti& acompafiada de hipertrofia
y quizés hiperplasia de los adipocitos. Se ha demostrado
gque en la célula grasa hipertréfica hay un muy activo me-
tabolismo y recambio de sustratos. Sin embargo, la accidn
antilipolitica de la insulina est& claramente disminuida
(PFEIFFER, 1973).

El hiperinsulismo en la obesidad humana acompafiado
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por insulin-resistencia periférica podriaser causado, al
menos en parte, por un inesperado requerimiento elevado

de insulina del adipocito agrandado, para mantener el
metabolismo normal de la masa de tejido adiposo incremen-
tada. Asimismo, en humanos se ha observado una disminucidbn
del nimero de receptores para la insulina , siendo ésto

la causa principal de la insulino resistencia observada

en esta situacién (KOLTERMAN et al., 1980); también, en el
obeso la tolerancia a la glucosa estd disminuida (DUBUC

et al., 1983).

Por Gltimo, hay una estrecha relacidn entre obesi-
dad e hipersecrecidn de insulina. CURRY y STERN (1985)
observaron que el pancreas de ratas Zucker obesas frente
a un estimulo glucosado (200 a 300 mg/dl) segregaba més
insulina que el pancreas de ratas no obesas.

Nuestros resultados muestran que el pancreas per-
fundido y los islotes aislados procedentes de animales
alimentados con una dieta rica en grasas segregaban més
insulina que los de ratas alimentadas con una dieta estéan-
dar (Figs.32 y 33 ).

En resumen, el presente estudio demuestra que la
alimentacién con una dieta pobre en carbohidratos y rica
en grasas produce un sobrepeso en los animales, hiperinsu-
linemia, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y secre-
cibn de insulina incrementada. Por lo que se puede decir,que
este tipo de dieta conduce a los animales a un estado de

relativa obesidad, acompafiada de una disminucidén del coefi-
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ciente de asimilacidén de la glucosa que sin embargo coexis-
te con una hiperinsulinemia. En nuestro modelo por lo tan-
to se dan las mismas circunstancias que en la obesidad que
precede al desencadenamiento de la diabetes no insulin de-
pendiente: empeoramiento de la asimilacidén de la glucosa

con hiperinsulinismo.



V.CONCLUSIONES
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El crecimiento ponderal de ratas alimentadas con una
"dieta glucosa" es negativo comparado con el de ratas
alimentadas con una dieta esténdar laboratorio. En
cambio, la dieta pobre en carbohidratos (rica en grasas
y proteinas) produce un incremento del peso frente al

grupo control.

La ingesta caldbrica de ratas sometidas a una '"dieta
glucosa" es inferior a la de ratas controles. Sin embar-
go, en la dieta pobre en carbohidratos (rica en grasas

y proteinas) el aporte caldrico es aproximadamente el

doble que el del grupo control.

" Los niveles plasmaticos de triglicéridos, colesterol y

colesterol asociado a lipoproteinas disminuyen en ratas
alimentadas con una "dieta glucosa" y no varian con

respecto al control en los animales sometidos a una

dieta pobre en carbohidratos (rica en grasas y protelnas).

La "dieta glucosa' produce un fuerte descenso de los
niveles plasmidticos de proteinas totales, albUmina,
nitrbégeno ureico y creatinina. En los animales alimen-
tados con una dieta pobre en carbohidratos (rica en
grasas y proteinas) estos paréametros no varian con res-
pecto a los valores controles a excepcidn de la albimi-

na y de la creatinina que estan aumentadas.
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La "dieta glucosa" disminuye los niveles plasmaticos
+ + 2+ . -

de Na , K y Ca ', y aumenta 1los niveles Cl . En las

ratas sometidas a una dieta pobre en carbohidratos

(rica en grasas y proteinas) aumentan los niveles de

Cl™ y Pi y disminuyen los niveles de ca’*,

Los islotes de Langerhans poseen un sistema enzimatico
doble que regula la actividad fosforilante de glucosa:
uno con alta Km y baja afinidad para la glucosa y otro
con baja Km y alta afinidad para la glucosa.

La "dieta glucosa" produce una disminucién de la acti-
vidad de alta Km, mientras que la actividad de baja Km
o hexoquinasa apenas se modifica. En islotes del grupo
sometido a una dieta pobre en carbohidratos (rica en
grasas y proteinas) la actividad hexoquinasa aumenta un
40% y la actividad glucoquinasa disminuye un 60%, en

relacidén al grupo control.

Tras una sobrecarga intravenosa de glucosa, los niveles
de glucemia en las ratas tratadas con '"dieta glucosa"

estidn disminuidos en relacidén al grupo control. La dieta
pobre en carbohidratos (rica en grasas y proteinas) pro-
duce un aumento importante de los niveles plasméaticos

de glucosa.
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El coeficiente de asimilacidén de la glucosa es ligera-
mente mayor en la '"dieta glucosa" (1'6x10_2) que en la

dieta estandar (1'4x10_2

). En los animales sometidos a
una dieta pobre en carbohidratos (rica en grasas y pro-
teinas) este coeficiente sufre un descenso importante

(o'7x10’2).

La composicidén de las dietas no modifica el contenido

de insulina del péancreas, ni de los islotes aislados.

Los niveles plasmaticos de insulina tras una sobrecarga
intravenosa de glucosa en ratas alimentadas con una
"dieta glucosa'" son muy inferiores a los valores contro-
les. Por el contrario, la dieta pobre en carbohidratos

(rica en grasas y proteinas) aumenta la insulinemia.

El contenido de glucégeno hepatico en ratas alimentadas
con‘una "dieta glucosa" es aproximadamente tres veces
superior al de ratas controles. La dieta pobre en car-
bohidratos (rica en grasas y proteinas) produce una

fuerte disminucibén del glucdgeno hepatico.

El 2- Bromoestearato, inhibidor de la oxidacidén de los
acidos grasos, recupera parcialmente la respuesta insu-

lino secretora a la glucosa bloqueada por el ayuno.
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La secrecidén de insulina "in vitro" a una concentracién
de glucosa 2'75 mM, no varia en las tres dietas estu-
diadas. Con glucosa 16'7 mM, la "dieta glucosa" dismi-
nuye la secrecidn de insulina y la dieta pobre en carbo-
hidratos (rica en proteinas y grasas) la incrementa

frente a 1a dieta esténdar.

Nuestro trabajo muestra que una dieta rica en grasas

y proteihas y pobre en glGcidos (inferior al 4%) con-
duce a los animales a una disminucidén en el coeficiente
de asimilacidén de la glucosa que coexiste con un hiper-
insulinismo. En nuestras experiencias, se dan por 1lo
tanto las mismas circunstancias que en la obesidad que
precede al desencadenamiento de la diabetes no insulin
dependiente: empeoramiento de la asimilacidén de la glu-

cosa con un aumento de la secrecidn de insulina.
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