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le INTRODUCCION Y OBJETIVOS.



El1 p&ncreas es una gliandula que tiene una doble funcibn:
exocrina y endocrina. La secrecién exocrina © externa se
denomina jugo pancredtico. La endocrina, a cargo de los
islotes de Langerhans, segrega homonas, gue pasan

directamente a la sangre.

Al microscopio 6ptico, los islotes de Langerhans aparecen
como acGmulos celulares con varios tipos de células: las
células beta gue segregan insulina, las c8lulas alfa que
segregan el glucagfn y otros tipos celulares gque son los
responsables de la secrecién de gastrina, somatoestatina y
otras hormonas. Las cé&lulas alfa sueien aparecer en la

periferia del islote y las células beta hacia el centro.

Al microscopio electrfnico, en la célula beta se destacan
unos gré&nulos densos dentro de unas vesiculas. Estos gré&nulos

se denominan beta y contienen insulina y proinsulina.

El aislamiento de la hipotética hormona pancreatica fué
laborioso y tardfoc. Su descubrimiento se dehis a dos
cirujanos canadienses, Banting y Best, en 1921, y se aplich
inmediatamente en clfnica con resultados aspectaculares. Es
interesante conocer la causa por la gue se tarddé mss de

20 afios en la extraccién de la insulina. La dificultad
consistia en la purificacién a partir de tejido pancredtico.
El pincreas es, en un 98 por ciento, exocrino: tiene por
funcifén segregar jugo pancredtico compuesto de agua,
bicarbonato y enzimas necesarios para la digestidn de
1fpidos, proteinas y carbohidratos. Ahora bien, en la

extraccifn, se provoca involuntariamente la activacitn de



tripsina y gquimotripsina , gue son enzimas proteolfticos,
es decir, degradantes de la insulina al tratarse de una
hormona proteica. La rotura de las cadenas peptidicas

de la insulina acaba con la funcionalidad o actividad

biol6gica de la misma.

La solucibn de este problema la encontraron varios grupos

a la vez en lugares distintos (Rumania, Grecia,Canadi,

etc.), pero la m8s conocida es la experiencia de Banting

y Best. Ambos investigadores operaron a un perxo y le ligaron
los conductos excretores pancre&ticos, provocandoc de esta
suerte la atrofia del p&ncreas exocrino en unas pocas
semanas. El péncreas procedente de este animal era pobre

en enzimas proteolfticos; efectivamente, un homogenizado

del mismo podia bajar la glucemia en el perro diabético.

En los anos siguientes, se logrd purificar la insulina,
conocer sus caracteristicas fisicoquimicas, sus propiedades
Yy, por ltimo, el mecanismo de su sintesis. En 1955, Sanger
dilucid6 la estructura de la insulina bovina y, en 1963,
investigadores norteamericanos, chinos y alemanes, simulténea

e independientemente, lograron la sintesis de dicha hormona.

La insulina es una proteina pegquena, de peso melecular
5.900. Se compone de dos cadenas, A yB, unidas por dos
puentes disulfuro. Existe también un puente disulfuro

intracatenario en la cadena A.

En su configuraciftn forma hex8meros con cationes de cinc

++
(Zn ), agrupéndose varias moléculas.



En 1970, Steiner y colaboradores, de la Universidad de
Chicago, alslaron un precursor de la insulina, al gque
denominaron proinsulina. El peso molecular de la
proinsulina es de 9.000, apreoximadamente, y tiene muy
poca actividad biol6gica. En presencia de enzimas
proteoliticos como la tripsina se rompe la cadena de
proinsulina, Z*iberando el péptido de conexién ( C),

transformidndose en la insulina.{Goberna 1978)



1.1) GLUCOSENSOR

Se acepta de un modo general que la D-glucosa es el
estfmulo fisiol6gico de la secrecifn de insulina. Esto
fu€ puesto de manifiesto por Foglia en 1935 y

posteriormente por Anderson y otros autores. Ademis de

—

la D—glucbsa existe un gran ntmerc de factores
fisiolbgicos éapaces de modular la secreci6n de insulina
como otras hexosas y derivados, &cidos grasos, cuerpos
cetonicos, aminofcidos y productos del metabolismo

intermediario, hormonas y neurotransmisores.

En 1970 Cerasi y Luft sugirieron que la glucosa por

si misma podria activar un receptor (glucosensor) gque
inmediatamente transmitiria el estfmulo necesaric para
la liberaci6n de insulina. La c&lula B reconoce y
cuantifica al estimulo secretor. Junto a este hecho
inicial, es posible identificar otros dos componentes

de la insulino-=secrecién: El sistema de acoplamiento
gue proporciona una unibn, causa efecto, entre los
mecanismos sensitivos y los de descarga; y el "aparato"

para la descarga de insulina.

"Estos {iltimos componentes deben tener equivalentes en
otras cé&lulas en las que los granulos de secrecifn sean

descargados por emiocitosis.

En pancreas de rata aislado y perfundido concentraciones
de glucosa de 300 mg % dan lugar a una primera fase de

aumento rapido de los niveles insulfnicos seguida de un



descensc y un nfievo aumento més lento que llega nuevamente

a los niveles obtenidos en la fase anterior.

Observaciones recientes realizadas utilizando las dos
formas anomericas de la D-glucosa también apoyan la
hip6tesis del glucorreceptor. Asi la secrecifn de
insulina es estimulada preferentemente por el anfmero
~alfa de la glucosa. En cambio los islotes de Langerhans,
como otros tejidos, parece metabolizar con preferencia
el anfmero B que, por otra parte, posee un menor poder

insulindgeno.

Si bien esta distincién funcional entre los an&meros
alfa y beta de la glucosa no es abscluta, nos hace
pensar que la cé&lula B, ha desarrcllado la propiedad
particular de reconocer el anSmero alfa comoc

desencadenante del mensaje insulin&geno.

Se puede plantear la cuestién de saber si las respuestas
inicial y tardia de la insulina a la glucosa cbedecerian
amecanismes diferentes, estando por ejemplo controlada
la respuesta inicial por un glucosensor y la tardia se
hallaria bajo la influencia de la utilizacifn de 1la

hexcsa por las cé&lulas beta.

La hip6tesis de que la secrecifén tardia de insulina tenga
lugar por metabolitos o factores resultantés de 1la
metabolizacibén de la glucosa por la célula B se basa en
el hecho de que la manoheptulosa, aldosa de siete

carbonos, ademés de inhibir competitivamente la accién



de las hexoquinasas y de este modo la fosforilizacifn
de la glucosa a gluccsa-6-P y por lo tanto su
metabolizacibn, es también capaz de inhibir

simultaneamente la secrecifn de insulina mediada por

glucosa (Coore et al 1963).

También indujo a correlaeionar la capacidad insulino
secretora de las diversas hexosas con su capacidad
para servir como sustratos oxidables a la célula B
el hecho de que la galactosa, que se metaboliza
deficientemente en muchos tejidos, carezca de poder

insulino secretor.

Se ha propuesto como metabeolitos intermedios
responsables de la secrecibén de insulina la G-6-P,

Ac. 6 -fosfoglucbnico y Ac. difosfoglicerico, aungue

se han planteado serias dudas sobre su autenticidad,
especialmente a partir de los trabajos de Matschinsky
et al 1971 demostrando que la glucosa por si sola es
capaz de provocar la secrecifén de insulina antes de que

sufra alteraciones metab®licas.

Este hecho apoya la idea de que la secrecidn de
insulina tiene lugar al combinarse la glucosa con un

receptor especificos (glucorreceptor).

El glucosensor posee una elevada especificidad hacia
determinadas concentraciones de glucosa o azGcares
muy similares. Asf en los primeros trabajos realizados

con la té&cnica de perfusifn de pancreas de rata in vitro



Grodsky et al (1963) observaron que la glucosa y manosa
son los estimuladores mis potentes de la secrecifn de
insulina, mientras que la fructosa y el xiiitol no
provocan ningfin cambio. Una pequenfa modificacibn
estructural es capaz de ser detectada por el
~glucorreceptor asfi, la_glqusa-l—P y la G-6~P no provocan
~secrecidn de insulina "in vitro". Ambos metabolitos

inhiben la liberacién de insulina mediada por la glucosa.

Si consideramos la caracteristica dosis respuesta a la

" glucosa de las reaciones insulfnicas inicial y tardia,
podemcs ver que las Km para estas dos funciones son
andlogas en el hombre y en toda una serie de modelos
experimentales, mientras que la capacidad (Vmax) de 1la
respuesta tardfia es en la ﬁayoria de los casos,
sensiblemente mayor. Asi cualesquiera que sean los
mecanismos celulares implicados en estas dos fases de la
secrecifn de insulina, su afinidad por la_glucosa sobre la
puesta en juego de la liberacifén de insulina es uniforme
en el tiempo, estando implicada una sola unidad de
reconocimiento. Ello no elimina la posibilidad de que

el metabolismo de la glucosa en la célula beta puede ser
determinante para la modulacién de la respuesta
insulfinica, en particular en su fase mds tardia, como

ha sugerido Cesari y Luft (1970).

El glucorreceptor parece ser una glicoproteina,
habiendose demostrado ademés que la glucosa manosa y

fructosa cambian el espectro de absorcibn ultravioleta



de fracciones parcialmente purificadas de membranas de
islotes, mientras gue azficares no estimuladores de la

secrecién de insulina no provocan ningfin efecto.

Esta hipbtesis del‘glucorreceptor supone una disociacién
entre la funcifn metab6lica y secretora de la glucosa o
de cualquier otro azfcar capaz de estimular la secrecifn
.de insulina. Todavia no se ha conseguido una evidencia
definitiva de esta disociacifn de funciones, puesto que
todos los azficares que estimulan la secrecibn de insulina
son al mismo tienpo metabolizables por la cé&lula beta.
Sin embargo el hecho de que algunos azfcares como la
fructosa (Ascroft 1972) que son metabilizables por la
célula beta, nco produzcan secrecidn de insulina,
apoyvarfa la hipbtesis de un receptor especifico. Como
ya ha sugerido Randle apoyarfa la hipbtesis de una
glucosensor el encontrar un azficar que aunque no fuera
metabolizable estimulase la secrecién de insulina, o
gue fuera capaz de inhibif especificamente la secrecién
de insulina producida por la glucosa sin inhibir el

metabolismoc de la misma en el c&lula beta.

Puede decirse por lo tanto que el mecanismo més

probable es que sea la glucosa la que actfie por si misma
sobre un receptor especifico dé la cé&lula beta, si bien
la teoria de que algunos de sus metabolitos

intracelulares actfie tambien, no puede descartarse.
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1.2) METABOLISMO DE LA CELULA BETA

Se ha estudiado el metabolismo de la c&€lula beta con
glucosa marcada en C-1 y en C-6 (Field et al 1960, Keen

et al., 1961; Ahscroft y Randle 1970, etc).

- Al elevarse los niveles extracelulares de glucosa
aumenta paralelamente la concentracién intracelular de
la misma en la cé&lula beta del islote de Langerhans
(Matschinsky et al 1968). Estos autores sugieren la
existencia de un mecanismo de transporte especifico para

la glucosa a través de la membrana de la célula beta.

Estos mismos autores han descrito tambi&n que la
concentracién de glucosa-6-P guarda una relacifn
sigmoide con la glucosa extracelular, alcanzando valores

méximos para una concentracién de 50 - 60mM de glucosa.

En el ratén obeso hiperglucémico se ha demostrado la
posibilidad de un sistema especifico de transporte para
la glucosa en la cé€lula beta (Hellman et al 1971),

selectivo para D-glucosa frente a L-glucosa.

En islotes de mamiferos, la presencia de glucbgeno

indica que los- enzimas para su sfintesis y liberacién
estin presentes; la sintesis se produce en pequena
proporcion, puesto que los islotes no tienen una reserva
significativa de glucfgeno. Se supcne gue no tiene lugar
la neoglucogénesis porque la fructosa difosfatasa esté

practicamente ausente de los islotes.
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L.a célula beta pcsee los enzimas necesarios para la
realizacifén de los principales caminos metab6licos de
la glucosa: metabolismo del giucégeno, glicolisis, via
pentosa fosfato y ciclo de Krebs, (Matschinsky 1973,

Brolin y Berne 1%70, Gepts et al 1970).

El monoiodoacetato es otra sustancia inhibidora del
metabolismo que actGa a nivel de la gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa y gque a mayores concentraciones

interfiere con otros procesos metabdlicos.

Se ha descrito una accién inhibidora de iodoacetato sobre
la secrecibn de insulina (Geocrg et al 1971, Hellman e
Idahal, 1969%). Sus efectos han sido estudiados por
Hellman et al (1973): a concentraciones 0'lmM de
iodoacetamida se estimula significativamente la secrecién
de insulina, mientras que a concentraciocnes 0'3 a 1 mM
hay una estimulacid6n inicial seguida de inhibicion. :La
accifn inhibidora cursa con un aumento del contenido
celular en fructosa 1-6 difosfato. Se trata posiblemente
de dos efectos diferentes de la iodoacetemida, uno
superficial debido a acetilacién de grupos SH y otra

accién interna celular, de inhibicién de la glicolisis.

Otras sustancias bloguean la via del fosfogluéonato (via
pentosa fosfato) como la 6 aminonicotinamida que inhibe
lé glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y disminuye la
secrecibfn de insulina. AlgGn producto de esta via

pentosa fosfato es probable gue intervenga en la secrecién
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de insulina inducida por la glucosa especialmente el NADP
reducido y esto podria expliéar la acci6n de pentosas y
pentitoles. Precisamente los agentes que disminuyen el
cvnteﬁido celular de los islotes en NAD pueden también
inhibir la secrecifn de/insulina (Deery, Coleman y

- Taylor, 1971).

Parece ser que la degradaci6én metabSlica de la glucosa
i .
es una condicién necesaria, aunque no suficiente para

explicar la accién secretagoga de insulina.

En relacifn con é&ste problema se han estudiado los
metabolitos que se encuentran en la células de 1los
islotes aislados a partir del momentc en que empieza
su incubacién con concentraciones eficaces de glucosa
y se ha encontrado un aumento en hexosa. fosfatos
(Matschinsky y Ellerman 1968; Montague y Taylor 1969)
vy gue hay una correlacién directa entre la insulina
liberada y el contenido celular en-hexosafosfatos

(Ahscroft et al 1970).

Matschinsky et al (1972) perfundiendo pancreas aislado

de rata con glucosa 20 mM encuentran gue a los 30
segundos se produce una disminucibén de G - 6 - Py

un aumento de fructeocsa 1 - 6, difosfatc (F.D.P.) y

4cido fosfoenolpirGvico por lo que piensan que el

primer efecto de la glucosa en la célula beta consiste

en un estfimulo de la fosfofructoguinasa. Estos resultados
no se han confirmado por Ashcroft et al (1973) que

trabajando con islotes aislados de rata y de raton



encuentra una elevacién de G-6-P muy precoz y que el
contenido de F D P y fosfotriosas solamente aumenta

después de los 5 minutos.

Para Malaisse (1977) es el metabolismo de 1la glucosa y

en particular a nivel de las triosas fosfato la

|

responsables de la secrecién de insulina.

13



14

1.3) SISTEMA ADENIL CICLASA EN LA CELULA BETA.

Las primeras evidencias indirectas en favor de la

existencia del sistema adenil ciclasa en la c8lula beta

se debe a Grodsky y Bennet 1966, Samols et al 1966,

Malaisse et al 1967 y Sussman y Vaughan 1967.

1

Davis y Lazarus {(1972) estudiaron a la adenil ciclasa

de islotes pancreaticos del raton. El enzima era inhibido-
fuertemente por el ion calcio. Desde hace anos sabemos
que los agentes que teoricamente aumentan el contenido

de A M P ¢ insular refuerzan la secrecidn de

insulina (Lambert 1971, Malaisse 1967, Turtle 1967).

Se ha admitido que el sistema adenilato ciclasa-AMPC
de la célula beta podria desempefiar un papel en la

liberacidn de insulina.

El problema al que nos enfrentamos actualmente es
la funcidn exacta del nucleotido en la transmisidn

del estimulo de la glucosa a la c&lula beta.

Turtle u Kipnis (1967) fueron los primeros en medir
la concentraci8n de AMPc en islotes de Langerhans
aislados, utilizando una técnica propia. Encontraron

gue la teofilina, {metilxantina) ,que es un potente

inhibidor competitivo de la fosfodiesterasa
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aumenta la concentracién de AMPc, estimulando la
secreciébn de insulina en presencia de glucosa. En cambio
la adrenalina inhibia casi completamente el efecto

de la teocfilina scobre el contenidoc en AMPcC.

En 1971 Montague y Cook confirmaron el aumento de la
concentracidn de AMPc por los inhibidores de la
fosfodiesterasa (derivados de la metilxantina) y

demostraron gue la adrenalina y el diazoxido, inhibidores

de la secrecifn de insulina, producen una disminucibn.

Es poco conocido el mecanismo exacto por el cual los

nucleotidos pueden influenciar el proceso secretor.

Se sabe por estudios anteriores, que en la cé&lula beta
y en otros tipos de c&lulas de mamiferos los efectos
del AMPc se pueden ejercer por la activacifn de una

proteina guinasa-AMPc dependiente.

Los sustratos de la proteina guinasa en el islote se
desconocen pero en otros tejidos se pueden incluir
proteinas de los microtfibulos y proteinas especificas

de granulos y membranas plasmaticas.

Por otra parte se sabe que la fosforilizacifén de los
componentes de las membranas del granulo y membrana
plasmdtica en la exocitosis puede determinar una tasa

de liberaci6n hormonal. Ha sido descrita la fosforilizacidn
de las proteinas de membrana del granulo secretorio

en varios tejidos secretores incluido el pancreas exocrino
(Lambert et al 1974), medula adrenal (Trifaro 1972) vy

en pituitaria anterior (Labrie et al 1971).
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En la pituitaria anterior, la fosforilizacién parece
ser el resultado de la actividad de una proteinaquinasa

presente en la fraccién del granulo secretor.

Se ‘ha demostrado que el AMPc estimula la fosforilizacién
de proteinas presentes en fracciones de membranas
plasmaticas ailsladas de células adiposas (C?ang et al
1974), pituitaria anterior (Lernay et al 1974) y

eritrocitos (Guthrow et al 1972).

Lazarus y Davis (1975) han sugerido la posibilidad de
un efecto del AMPc en la fosforilizacibn de las
proteinas de la membrana plasmatica de islotes de

Langerhans.

Estos mismos autores demostraron que fracciones de
membranas procedentes de islotes de Langerhans contienen
actividad proteinaquinasa dependiente del AMPc, lo

cual favorece la fosforilizacifn de proteinas especificas.

Estas observaciones nos sugieren que estas proteinas del -
granulo y membrana plastica de la cé&lula beta seria
el sustratoc para la proteinaquinasa, lo cual estaria

implicado en el proceso secretor.

Ahora empieza a ser congiderada la posibilidad de gque la

proteina del microtGbulo de la cé&lula beta pudiera ser

el sustrato de la proteinaguinasa.

El papel de los microt@bulos en el mecanismo de
liberacib6n de insulina se ha propuesto en base a
evidencias ultraestructurales y a los resultados

experimentales con agentes tales como colchicina,
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vinblastina H20 (los cuales afectan la funcidn de los
microtbulos en varios tejidos) que inhiben la secrecién

de insulina (Lacy et al 1968; Malaisse-Lagae et al 1971).

Los microtfibulos estan formados por la polimerizacibn de
subunidades proteicas, tubulina, y en varios tipos de
células la polimerizacibén de los microtGbulos estd en

~equilibrio diné&mico con el pool de subunidades.

Montague y Howell (1976) sugieren gque tanto el AMPc como
el calcio pueden regular directa 6 indirectamente el
equilibrjo entre microtfibulos y sus subunidades en los

2+ afectan a la

islotes de Langerhans. El AMPc y el Ca
polimerizacidn.del microttbulo en otros tejidos

(Gillespie 1974).

La posibilidad de que el efecto del AMPc en la funcién
microtubular est€é mediada a traves de la fosforilizacién
de la proteina microtubularha sido considerada por
Goodman et al (1971), aungue no se sabe si la
fosforilizacidn de las proteinas microtubulares influye

en su tasa de polimerizacibdn ¢ en su capacidad funcional.

Hay evidencias que sugieren que el AMPc estimula la

salida de calcio desde organelos celulares a los gque

estd unido el calcio fundamentalmente la mitocondria y

de esto puede resultar un cembio ripido en la

distribucibn intracelular de calcio en la célula beta. Esto
podria jugar un importante papel en la regulacién de

la secrecibn de insulina.

Todo esto sugiere que el AMPc puede directamente afectar
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las concentraciones de calcio en la célula beta, asi
como favorecer la fosforilizacidn y actividad de otros
componentes, los cuales pueden ser necesarios para

el mantenimiento de una adecuada respuesta secretoria.

Se ha investigado la capacidad de la glucosa para
aumentar los niveles de AMPc intracelular en islotes
de Langerhans aislados. Los resultados obtenidos por

los diferentes autores son contradictorios.

Hellman (1974) trabajando en islotes aislados de
raton e incubados con concentraciones de glucosa, que
estimulan la liberacién de insulina, no se les

modificaba sensiblemente el contenido celular en AMPcC.

Kuo et al (1973), Howell y Montague (1973) Davis y
Lazarus 1972, tampoco encontraron ningn efecto de la
glucosa sobre la adenil ciclasa aislada, ni Ashcroft
et al (1972) Lazarus y Montague (1972) sobre la

fosfodiesterasa de los islotes de Lagerhans.

$in embargo Grill y Cerassi (1974) en islotes aislados
de rata, incubados en las mismas condicionas de Hellman,

presentaron un aumento precoz del contenido en AMPc.

Selawry et al (1973) demostraron que en el ayuno
prolongado (48-72 horas), condicién en la gue el pancreas
pierde su capacidad de ser estimulado por la glucosa,
(Malaisse et al 1967; Grey et al 1970), disminuyen

los niveles de AMPc en los islotes de Lagerhans.

Hedeskov y Capito (1974) han observado gue los niveles
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basales de AMPc ciclico son iguales en los islotes
pancreaticos de animales ayunadas y alimentados. Sin
embargo, los primeros han perdido la capacidad de
aumentar sus niveles de AMPc en respuesta a la giucosa

al contrario de lo que sucede en los animales alimentados.

El prcblema al que nos enfrentamos actualmente no es el
de saber si la glucosa estimula el AMPc insular, sino
més bien, averiguar como lo hace y cual es la funcién
exacta del nucleotido en la transmisifn del estimulo

de la glucosa a la cé&lula beta.

Como _actfia la glucosa sobre el nivel del AMPc de los

islotes de Lagerhans?. Los datos de que disponemos

actualmente no nos permiten elegir uno sino la
asociacibn de varios, de los éiguientes mecanismos
posibles a) estimulaci®n directa de la adenilciclasa,
b) aumento de un pool especifico de ATP que serviria
de sustrato para la ciclasa, c) inhibicién de las

fosfodiesterasa.

Se ha intentado medir algunas de estas etapas pero
ninguna puede ser eliminada actualmente (Holtel y

Montaque 1973).

De la misma manera no sabemos si la glucosa necesita
ser metabolizada por los islotes a fin de estimular el
sistema del AMPc 6 bien si esta accién se transmite

por el glucorreceptor.

Existe un gran paralelismo entre la capacidad de un

azGcar para ser metabolizado por los islotes y el poder
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que posee para estimular la sintesis del AMPc. Pero
también es posible que estos azficares actfen
directamente sobre los receptores de la célula. La
galactosa, por ejemplo, que no es metabolizada por los
islotes de Langerhans potencia el efecto de la glucosa
sobre el BMPc insular (Jarret y Keen 1968). Ademas

gue la accibén inhibidora de la manocheptulosa sobre el
AMPc insular es casi inmediata, su efecto inhibidor
sobre el metabolismo de la glucosa no se presenta mas
gue tras un cierto plazo (Sehlin 1973) Cerasi Y Grill
en 1978 han demostrado que los niveles de AMPcC

insular se estimulan preferentemente por el alfaanfmero

de la D-glucosa (Grill y Cerasi 1975).

Este hecho va paralelo con la especificidad anomérica
de la respuesta insulfnica y contrasta con la falta de
una preferencia anomérica en lo que concierne a la

utilizacidén de la glucosa.

Cerasi y Grill se inclinan aunque faltan argumentos
directos, a pensar que la glucosa podria actuar por
intermedio de un glucorreceptor sobre el sistema del

AMPc insular.

Uno de los problemas esenciales para comprender el papel
exacto que juega el AMPc en la secrecibén de insulina es el
que se plantea tras las experiencias en las que el AMPc
insular est8 elevado en presencia de glucosa, con
inhibidores de la fosfodiesterasa 6 con estimulantes de

la adenil ciclasa, tales como la t&xina colérica (Cerasi -
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1975, Grodsky 1975 y Hellman 1974).

En tales condiciones, aunque la concentracién del AMPc
insular puede estar tan elévada como en el curso de las
incubaciones con 27'7 mM de glucosa, la secrecifn de
insulina persiste baja © resulta poco estimulada. Todo
parece ocurrir como si la presencia de glucosa fuese

. necesaria para proporcionar las condiciones 6Sptimas
para la liberacifn de insulina. Perc si se aumenta la
concentraciftn de la glucosa, por ejemplo, en presencia
de toxina colérica se observa que el AMPc se eleva afin

mas (Cerasi 1975).

Esta respuesta "suplementaria" del AMPc a la glucosa,

en presencia de la toxina colérica o de concentraciones
altas de IBMX (iscbutilmetilxantina) muestra de nuevo

la buena correlacifn con la liberacidn de insulina.
Podria ocurrir que el AMPc de los islotes se halle
distribuido eﬁ compartimientos (funcionales o anatfmicos)
y Gnicamente el comportamiento estimulado por la glucosa
accede esencialmente a los mecanismos de liberacidn

de la insulina. Cerasi (1975).

Otros hechos que sugieren una distribucién de este tipo

son los siguientes:

a) El ayuno impide la respuesta del AMPc insular a la
gluccsa; pero en cambio, la inhibicifn de la
fosfodiesterasa aumenta las niveles de nucleotido de
forma tan eficaz como en los islotes de los animales

no sometidos al ayuno.
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b) Los islotes del hamster chino diabetico muestra una
respuesta deficitaria del AMPc a la glucosa, en cambio
puede aumentarse notablemente el contenido del AMPc de

estos islotes con el IBMX (iscbutilmetilxantina).

c) Mientras gque las catecolaminas son capaces de
suprimir totalmente la respuesta del AMPc insular a la
 glucosa no pueden modular las respuestas del nucleotido
al IBMX (isobutilmetilxantina) o a la toxina colérica

(Rabinovitch, cbservaciones todavia inéditas).

Se han estudiadoc otros azdcares desde el punto de vista
de su poder estimulante sobre la acumulacién de AMPc
insular. Solo la D-manosa se demostré capaz de estimular
los islotes de Langerhans en ausencia de otro sustrato
(Grill y Cerasi ). Pero la sensibilidad del sistema del
AMPc insular a la manosa es menor que frente a la glucosa

precisando una concentracifn umbral mis elevada.

Las respuestas tanto del AMPc como de la insulina,

de los islotes incubados durante 60 minutos en presencia
de 3'3 mM de glucosa de 6'6, 10'0 mM de manosa no
difieren de la obtenida en auséncia de sustrato. Al
asociar 6'6 mM de manosa y 3'3 mM de glucosa se observa
un estimulq de la secrecifn tanto del AMPc como de la

insulina.

Para Cerasi y Grill estos hallazgos indican que los
azficares pueden actuar de forma sinergica sobre la
acumulacién del AMPc en los islotes de Langerhans. Este

sinergismo ha sido, también puesto de manifiesto para
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la D-fructosa y la D-galactosa que, por sf mismas, carecen
de poder estimulante pero actuan sinergicamente con la

D-glucosa.

Sin embargo estos Gltimos azGcares exigen concentraciones
elevadas de ellos mismos o bien de D-glucosa para

desencadenar respuestas por parte del AMPc y de la

- insulina.

La glﬁcosamina vy la manoheptulosa, inhibidores de la
liberacién de insulina bajo la influencia de la glucosa,
inhiben igualmente el efecto de la glucosa sobre la
acumulacién del AMPc insular, cualquiera gue sea la
duracién del procéso incubador durante su estudio. En
el caso de la mancheptulosa se ha podido demostrar que

esta inhibicién es de tipo competitivo.
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1.4} QUIMIOSENSIBILIDAD DE LA CELULA BETA

La célula beta no es solo sensible a la glucosa, sino
que otros carbohidratos, aminodcidos, &acidos grasos,
cuerpos cetbnicos, hormonas, etc. pueden actuar incluso

a niveles considerados como fisiolSgicos.

Otros glicidos diferentes de la glucosa inducen
" también la secrecidn de insulina. La manosa es activa
tanto sobre pancreas in vivo (Coore y Randle 1964)

como scobre pancreas perfundido (Grodsky et al 1963).

El efecto de la manosa cuantitativamente es similar

al de la glucosa.

La fructosa no provoca ningin cambio en la secrecifn
de insulina en pancreas de rata (Matschinsky et al
1972) en concentracicnes comprendidas entre

10 y 30 mM.

La galactosa 20 mM asociada con tecfilina o con cafeina
tiene una clara acci6n estimulante (Matschinsky et al

1972; Lambert et al 1969).

El xilitel no tiehe efecto sobre la secrecién de

insulina del pancreas de rata (Matschinsky et al 1972).

La glucosamina tiene una débil accibén estimulante de la
secrecifn que se hace més intensa en presencia de

teofilina (Matschinsky et al 1972).

En pancreas perfundido de rata,el piruvato no estimula

la liberacif6n de insulina ni modifica tampoco la
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respuesta a la glucosa.

AMINOACIDOS

Hay determinados amino&cidos que estimulan la liberacidn

de insulina ¥y glucagon.

La capacidad insulino liberadora de cada amincacido

varia segﬁn'ia especie; en el hombre el m&s potente es

la arginina seguido por la lisina y la leucina.

Es muy posible la existencia de glucorreceptores y
aminodcido receptores comunes tanto a la célula beta

como a la alfa (Pagliara et al 1974).

Una de las cuestiones a considerar es si la glucosa y
la arginina ejercen sus efectos a traves de un mecanismo
comun. Varios trabajos (Basabe et al 1971; Malaisse 1973)

asf como nuestros resultados, indican que no.

La adici6n de arginina al medio de perfusibn con
glucosa 2'75mM provoca una liberacifén de insulina que

excede al obtenido con glucosa sola.

La secrecifin del glucagon también sugiere que la glucosa
y la arginina actuan por mecanismos diferentes en la
célula alfa. Es evidente que‘la gluceosa inhibe la
secrecifén de glucagon mientras que la arginina lo

estimula.

Estos resultados estan de acuerdo con la hip&tisis
sostenida por (Gerich et al 1974) aungque la glucosa
Yy la arginina actuarian por un mecanismo diferente en

cada tipo celular alfa & beta. Asi paré estos autores
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el Km de la arginina para la liberacibn del glucagon es
de 2-4 mM que difiere frente al de liberacién de

insulina que es de 12-14 mM.

En el caso de la célula beta, la ocupacifén de un lugar
aminoicido receptor no daria por resultado la liberacién
de insulina a menos que algun glucorreceptor estuviera

. tambié&n ocupado.

La ocupacifn de una alta proporcién de glucorreceptores
puede causarla liberaci6n de insulina en ausencia de
aminodcidos, pero no al reves. En contraste, en el caso
de la cé&lula alfa, ocupacifn de aminodcidosreceptores
solo puede causar la liberacidn de glucagon, mientras
que la ocupacién de los glucorreceptores da por
resultados un cambio conformacional en el aminocdcido

receptor cque blogquea la liberacidn del glucagon.

Segun &éste modelo la cantidad de cada hormona liberada
depende de las concentraciones relativas tanto de

glucosa como de amino&cidos.

Enla pag. 27 se muestran los "lugares" o amino&cidos
recéptores por una hendidura - presente en la

superficie celular.

El glucorreceptor esti representado por el circulo
central. La molecula de glucosa la representamos por la
abreviaciébn G. Los aminodcidos aparecen como triangulos

negros.

La glucosa al ponerse en contacto con la célula beta y
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CELULA BETA

INACTIVA ACTIVADA
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CELULA ALFA

INACTIVA ACTIVADA

=) <4 B>
A

—» LIBERACION
DE GLUCAGON

Activacién e inhibicién de anino&cido-receptores por glucosa

en célule beta y alfa. (Pagliara et:- al 1974) .
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ocupar el glucorreceptor induciria un cambio
conformacional en el amincécido receptor, aumentando
asi su afinidad por el amincicido correspondiente, gue
seuuniria a su receptr y de &ste modo se incrementaria

la liberaci®n de insulina.

Sin embargo en la célula alfa la ocupacifn del
- glucorreceptor, disminuye drédsticamente la afinidad de

los aminofcidos receptores.

La arginina es capaz de producir secrecifn de insulina
en presencia de peguenas cantidades de glucosa, tanto
in vivo como in vitro (Fajans y Floyd, Levin et al 1972,

Gerich et al 1974; Pagliara et al 1974.Laube et al 1970).

La arginina se comporta como potehciador de la accibn
insulino secretora de la glucosa; tiene un efecto
potenciador mayor que la glucosa sola y no modifica
la Km de la relaci6n dosis-efecto entre glucosa e
insulina (Gerich et al 1974; Hellerstrom et al 1970;

Hellman et al 1971).

Es transportador a traves de la membrana de la célula
beta por un mecanismo saturable (transporte mediado

por un carrier) que es capaz de conseqguir un cociente

de distribucién {(concentracidn interior/exterior) mucho
mayor que la unidad, no siendo afectado este proceso por

la presencia de glucosa (Hellman et al 1971).

ACIDOS GRAS0S Y CUERPOS CETONICOS.

También los lipidos pueden modificar la secrecién de
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insulina por la célula beta "in vitro"” los &cidos grasos
libres de cadena corta (propicnato y oleato) asiI como
los cuerpos cetonicos (acetoacetato y B hidroxibutirato)

estimulan la secrecibén de insulina en presencia de

concentraciones basales de glucosa.

Utilizando islotes aislados, Montague y Taylor {i968)
_ demostraron el efecto estimulador del octanoato v

Malaisse en 1968 con palmitato.

Goberna et al(1972-73) ha comunicado que la perfusibn
prolongada en el pancreas aislado con palmitato y
acetoacetato con glucosa (5'5 mM) produce un incremento

significativo de la secrecifén de insulina.

El hecho de que el palmitato BOH-butirato y acetoacetato
no produzcan un aumento de la secrecifn de la insulina en
ausencia de glucosa parece indicar que el mecanismo

estimulador es dependiente de la glucosa {(Goberna).

E1l B hidroxibutirato (7 mM) estimula también la célula
beta aungue su accidn es menor gue la del palmitato

de albGmina.

La funci6én gque pudieran llevar a cabo estos metabolitos
en la regulacidtn fisiolSgica de la liberaci®én de
insulina requiere nuevas investigaciones. Es posible
que su funcidn sea asegurar durante el ayuno prolongado
una liberaci6fn minima de insulina capaz de evitar la

gravedad de la cetcacidosis.
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HOPMONAS.

Tambi&n hay hormonas que intervienen en la regulacidn

de la secrecifn de insulina, bién por un mecanismo directo
o indirecto. Gran parte de los trabajos publicados al
respecto estdn realizados con dosis farmacolbgicas

siendo cuestionagble por tantc la validez de los

resultados obtenidos desde un punto de vista fisiolSgico.

Entre las hormonas inhibidoras de la secrecibn de

insulina cabe destacar la somatoestatina (tetradecapeptido)
cuya inhibicién es tanto "in wvivo" como "in vitro"

(Alberti et al 1973, Koerker et al 1974, Johson et al

1975, Tamarit et al 1974).

Se ha propuesto que los efectos de la somatostatina
sobre la inhibicién de la likeracién de la insulina
estéln relacionados con una alteracibn en la
manipulaciétn de o la respuesta de calcio. Esta
hip6tesis es compatible ‘con la amplia accibn inhibidora
de la somatostatina sobre la liberacib6n hormonal y con
el papel del calcio mensajero celular en varias células

secretoras.

El hecho de que las cé&lulas D de los islotes de
Lagerhans contienen somatoestatina (Luft et al 1974,
Patel et al 1975) vy la secreten {(Orciet all975) asft

- como para muchas hormonas sus niveles fisiol&gicos
circulantes son de 2ng/ml, no es extrano suponer que

la somatostatina tenga un papel regulador a nivel de ios

islotes de Langerhans.
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Kuo et al (1973) demostré que la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) estimula la adenil ciclasa de

islotes de Langerhans.,

Ha quedado bien demostrado que el sistema adenilciclasa
puede mediar variando los niveles intracelulares de
AMPc la accifn moduladora de algunas hormonas sobre la

- secrecidn de insulina.

Las hormonas tiroideas T3 y T4 carecen de efecto sobre

los islotes.

La calcitonina cuya funcién es disminuir los niveles de
cidlcio en sangre es capaz de inhibir la segunda fase de
la secrecifn de insulina mediada por la glucosa siendo
bastante verosimil que este efecto inhibidor se deba a

la accidén de esta hormona sobre el c&lcio(Tamarit et al 1976)

En ausencia de c&lcio extracelular se anula la secrecidn
de insulina mediada por gluccsa y otros agentes
insulinotropos "in vitro". Altas concentraciones
extracelulares de c8lcio favorecen la acumulacisén de
este cation en el citosol, disparandc finalmente la

respuesta secretoria.

También las hormonas gastrointestinales intervienen en

la secrecién de insulina (Goberna et al 1971, Goberna 1972).

La pancreozimina es la accién m&s potente y estimula la

secrecifn de insulina y glucagon (Fussganger et al 1969).

El octapeptido terminal sintético de la pancreozimina
tiene la misma accifén gue la molécula intacta

(Pfeiffer et al 1973).
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La administracién de glucosa o amincdcidos por via oral,
producen una liberaci6n de insulina mucho mayor gque
cuendo se administra por via intravenosa. Se debe a gue
estas sustancias al ponerse en contacto con la mucosa
intestinal provocan la liberacifn, por parte de esta de
una o varias hormonas gastrointestinales y que por via
hematica llegarian a la cé&lula beta incrementando su
‘secreci6én de insulina (McIntyre et al 1964, McIntyre

et al 1965).

lL.as hormonas esteroideas no tienen una acci6n directa

sobre la funcidén del islote.

Después de un tratamiento prolongado con esteroides en
animales los islotes de Langerhans presentan una hipertrofia.
Si a estos animales se les provoca la secrecifn con una
sobrecarga de glucosa responden con un hiperinsulinismo

(Goberna et al 1971, Marco et al 1968).

La serotonina presente en los granulos de los islotes de
Langerhans, es un inhibidor de la secrecifn de insulina
tanto "in vitro" comc "in vivo" (Tamarit et al 1974). La 5
HT es una sustancia gue estimula la cohtraccién de los
musculos de fibra lisa y si tuviera el mismo efecto en la
célula beta la contraccién de las mallas filamentosa

podria constituir un obst&culo para la secrecifn.

Las prostaglandinas también intervienen en la secrecién de
) ]

insulina. Se desconoce si su mecanismo de actuacibn es

directo, a través de la liberacidn de AMPc o indirecto

poer la liberacién de cateclaminas.
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El sistema nervioso simpatico y parasimpatico también
interviene en la regulacién de la cé&lula beta. Hay
terminaciones adrenérgicas y coliné&érgicas alrededor del
islote de Langerhans. Las catecolaminas adrenalina y
noradrenalina son inhibidoras de la secrecifn de insulina

(Cerasi et al 1972, Loubatieres et al 1970, Lernmark et al

—

1970) .

La adrenalina que aumenta los niveles de AMPc en los adipoci te

(Sobrino 1977), los disminuye a nivel insular.

Brisson y Malaisse(1973) estudiando el efecto de la
adrenalina sobre el metabolismo del cilcio concluyen que la
adrenalina facilita el transporte de Ca45 hacia el exterior,
efecto contrario al de la glucosa y produce un desplazamiento
del c&lcio intracelular desde el citoplasma hasta un

sitio de depbsito,

Estos hechos explican la accifn inhibidora de la adrenalina

sobre la secrecidn de insulina.

Sin embargo Hellman et al(l1974) han demostrado que tanto la
adrenalina como la omisifn del c&lcio del medio extracelular
inhiben la oxidacién de la glucosa de la c&lula beta y
producen un acGmulo de fructosa 1-6 disfosfato, ademés

de inhibir la secreci®én de insulina.

La acetil colina incrementa la secrecién de insulina,
anulé&ndose este efecto por la atropina Kuoat al(1973)
demuestran que la adenilciclasa aislada de islotes de

Langerhans de rata es estinulada por la acetilcolina.

En nuestro modelo de perfusién de p&ncreas aislado y por
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lo tanto denervado la c€lula beta sigue respondiendo
normalmente a los distintos estimulos tanto excitadores
comc inhibidores, lo cual no esclarece la accisén
fisiolfbgica gque "in vivo" puede representar el sistema

nervioso simpaticé Y parasimpdtico.
FARMACOS.

La alloxana y la estreptozotocina provocan una lesidn
irreversible de la cé&lula beta, pusiendose conseguir

asf una diabetes experimental (Goberna et al 1975).
El diazb6xido inhibe la secrecibén y no la sintesis{Ievin 1972)

Se ha establecido firmemente que las sulfonilureas
aumentan la secrecidn de insulina por el pé&ncreas
(Loubatieres 1968, Yalow et al 1960). Estudios realizados
"in vivo" permitieron demostrar que sulfonil ureas como
la tobultamina actfian sinergicamente con la glucosa
siendo este sinergismo'més marcado con concentraciones
medianamente estimulantes del azficar Oualaisse)et al

1970, .Goberna et al 1969, Lucas 1975).

A nivel molecular el mecanismo de accidn de la

sulfeonilureas no se conoce.

Hay datos de que pueden actuar sin atravesar la membrana

de la cé&lula beta (Hellman et al 1971).

Varios estudios sugieren que las sulfonilureas podrian

aumentar el nivel insular de AMEc.

Este efecto se amplifica por un inhibidor de 1la
fosfodiesterasa, lo gue hace pensar que la sulfamida no

actia por inhibici6tn de €ste enzima en los islotes de
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Langerhans intactoes.

Como la glucosa a altas concentraciones suprime el efecto
de la sulfonilureas sobre el AMPc insular, se podria
suponer que el farmaco entra en competicibén a nivel

del lugar donde la hexosa desarrolla su accibn.

Para las sulfonilureas también parece existir un gran
paralelismo entre los cambios del nivel de AMPc¢ insular

y la secrecibén de insulina.



MODIFICADORES NATURALES

¥ ARTIFICIALES

IAZOXIDO

SULFONILUREA

STREPTOZOTOCINA

.GASTROINTESTINALE

CATECOLAMINAS

ESTERCIDES

SUBSTANCIAS CALORIGENICAS

GLUCOSAMINA

GLUCOSA

ESTERES-E

ARGININA

LISINA

ALANTINA

PALMITATO

C.CETONICOS

CELUL2 BETA

La celula beta no solo es sensible a la glucosa;

otras substancias calorigenicas (lipidos y aminoacidocs)

asi como hormonas y determinados farmacos,pueden

modificar su propia secrecion (Goberna 1978)

36
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SISTEMA DE ACOPLAMIENTO ENTRE LOS MECANISMO SENSITIVOS

Y LOS DE DESCARGA.

+
Esté establecido que la ausenciade Céz extracelular anula
la secrecib6n de insulina mediada por glucosa y otros

agentes insulinotropos "in vitro".

La glucosa y la teofilina se sabe que afectan-a la entrada
neta o a la distribuci®n intracelular del cllcio en la
célula beta, agudizan la secreci6n de insulina inducida
por el Ca2+. Cantidades del orden de 2'7 mM de glucosa
son suficientes para aumentar la liberacibn de insulina
inducida por el Ca++. La exposicibn del pancreas a
somatostatina retarda significativamente la respuesta
secretoria al c&lcio (Curry et al 1974).

El citochalasina B potencia la liberacién de insulina
provocada por el Ca2+ (12 mM) y hace descender el umbral
de concentracifn de c8lcio requerido para estimular la

secrecibn (Van Obberghen et al 1973).

Estos datos sugieren que altas concentraciones de Ca2+

extracelular pueden incrementar suficientemente la
cantidad de Ca2+ acumulando en el citosol de la célula
beta hasta disparar eventualmente la liberaci6n de

insulina (Devis, et al 1977).

En las c¢&lulas hay varios compartimentos para el célcio
y con niveles distintos. Asf en la membrana interna de
la mitocondria por un proceso alternativo de la

fosforilizacidn oxidativa, se vone en marcha un sistema
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i ++
de transporte activo capaz de almacenar Ca

intramitocondrial.

Es probable que en el proceso de liberacifn de insulina

inducida por el c&lcio, la velocidad de entrada del Caz'+

en la célula beta juegue un papel critico.

Apoya esta Gltima hip&tesis el hecho de gue la liberacién
" de insulina inducida por el cdlcic queda inhibida por

. +
altas concentraciones extracelulares de Mg 2.

Malaisse et al 1976 demostraron gque el magnesio es un
inhibidor potente de la entrada de Ca++ en la cé&lula beta,
probablemente por competencia con el c8lcio por un
sistema transportador de catidnes comfin localizado en la

membrana plasmitica de la c&lula beta.

El antagonista orgdnico del c&8lcioverapamil también

inhibe la liberacidbn de insulina inducida por el cat?t.

2Asf es posible que el cilcio entre en la célula beta
mediante la intervenci6n de un sistema ionoforético

nativo gque, como el ion6foro exSgeno A23187, puede actuar
en virtud de lugares de binding del c&lcio sensibles al
verapamil (Sommers et al 1276). En efecto, el verapamil
inhibe la capacidad del ion6foro A23187 de provocar la
translocacifén del cdlcio de los sistemas ionoforéticos
nativos localizados en la membrana plasmitica de la célula

beta y, al hacer esto, inhibir la entrada de cllcio en

la cé€lula beta.

Varios autores han propuesto que los efectos de la

somatostatina sobre la liberaci®fn de la hormona est&n
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relacionados con una alteracifn en la manipulaci6n de 6
la respuesta al cflcio. (Curry et al 1974, Bhatena et al

1976) . Esta hip6tesis es compatible con la amplia accifn

inhibidora de la somatostatina sobre la liberacidn

hormonal (Brazeau et al 1973) ,Curry et al 1974) y con €l

el papel del cilcio como mensajero celular en varias
c€lulas secretoras (Rasmussen et al 1970). La exposicidn
del p&ncreas a la somatoestatina retarda significativamente
la respuesta secretora al gélcio. Recientemente se ha
demostrado que la somatostatina (Z/ug;/ml) reduce

2

significativamente la entrada de Ca45+ por islotes

aislados inducida por la glucosa (Bhatena et al 1976).

La potenciacidn que ejerce la glucosa sobre la liberacién
de insulina inducida por el cdlcio es compatible con el
hecho de que esta hexosa aumenta la entrada neta de célcio
por la cé&lula beta. Devis et al {1977) han demostrado que
a una concentracién de 2'7 mmol/l de glucosa era suficiente
para aumentar la liberacibdn de insulina inducida por el
cdlcioy parecesugerir gue este azflcar es capaz de afectar
la manipulacifn del cilcio aun cuando esté usado a
concentraciones muy por debajo de las normalmente
requeridas para estimular la liberaci6tn de insulina. Esto
no es extrano ya que la velocidad de glucolisis, gue
ejerce un fuerte control sobre la entrada neta del cdlcio
por la célula beta, (Sener et al 1976) es en efecto mayor
en presencia de glucosa 2'7mmol/l que en ausencia de

ésta.
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1) Para Milner y Hales (1970) la secrecibn de insulina
puede ser desencadenada el Gltimo t&rmino por un aumento
de la incorporacibn de c&lcio por la cé&lula beta,
mediado por un sistema de transporte dependiente de la

concentracién intracelular de sodio.

2) Malaisse-Lagae y Malaisse (1971) estudiaron el efecto
de la concentracién de glucosa sobre la captacidn de
Ca45 por islotes aisladoé. Demostraron que la captacifn
del cilcio aumentaba segfin una curva sigmoide al
aumentar la concentracién de glucosa, siendo inhibida
por muchos de los inhibidores de la secrecif6n de

insulina (adrenalina, 2 deoxiglucosa, mancheptulosa, etc.).

3) Malaisse (1973) bas&ndose en 1la analogia entre el
acoplamiento excitaciOn contraccién en el mfisculo, ¥y
estimulo secrecifén en la célula beta, supone gue la
contractilidad de un sistema microtubular-microfilamentoso
depende de la acumulapidn del c8lcio en el citoplasma

de la c&lula beta.

Malaisse ha confirmado experimentalmente que la glucosa
provoca una acumulaci6n de iones de c8lcio. Este proceso
depende de la integridad del metabolisme de la c&lula
beta puesto gue se trata de un proceso activo, que
requiere energfa y se interpreta por activaciftn de una
bomba de sodio cllcio dependiente situada en la

membrana.

El AMPc segfin el autor mencionado, estimula la salida de

cdlcio vacuolar (mitocondrias o vesiculas del reticulo
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endoplasmdtico) al protoplasma por lo cual refuerza el
aumento de cilcio en el citoplasma de fosfodiesterasa
aumentan el contenido de AMPc de la célula beta Hellman et
al(1975), por ello, pueden causar una redistribucién de

los iones de cilcio dentro de la c&lua beta. Ya que el

2

AMPc se sabe que inhibe la toma 'neta de Ca +por fracciones

© =particuladas de la c€lula beta, Howell et :al 1975, Devis
et al 1977, sugieren que la habilidad de las mitocondrias
y otros organelos para almacenar cationes divalenteé
jueganun importante papel contraregulador en la modulacién

de la magnitud Ge la respuesta secretora al cat?.

El cdlcio podria ser el eslabon de pnién'entre la
estimulacién v la secrecifn en una gran variedad de
tejidos y las concentraciones de c4lcio citos6lico pueden |
en parte determinar una determinada'tasa de secrecidn

(Rubin 1970).

En la cé&lula beta ha sido propuesto gue la glucosa
incrementa los niveles de cilcio citos6lico y de &sta

forma la tasa de liberacién por inhibicién de la salida

de cdlcio desde la célula. S5in embargo el efecto de la
glucosa sobre los niveles de calcio intracelular no
parece ser por si misﬁo suficiente para estimular la
liberacién ya que la respuesta secretoria a la glucosa
tambi&n depende de la presencia de una adecuada

concentracifén de AMPc(Montague and Howell 1975).

La glucosa puede disminuir el flujo de cdlcio al exterior
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de la celula (Malaisse 1973) por inhibicifn de la
hipotetica bomba de cflcio de la membrana plasmatica
y por aumentar la unién del cilcio libre citos&lico a

proteinas.

Tomada en su totalidad, los datos presentes son
compatibles con la idea de gue una elevacién en la
concentracibn extracelular de cdlcio, por incremento

de la entrada de cat? y/0 inhibici6n de la salida del
mismo, provoca una acumulacidn de Ca+2 en la cé€lula beta
suficiente para estimular la liberacién de insulina. Se
ha propuesto que la acumulacifn de Ca+2 en el citosol
dispara la secrecifn de insulina por activacién de un
sistema efector microtubular-microfilamentoso responsable
de la exocitosis de grénulos secretorios. Los hallazgos
con citocalasina B refuerzan este concepto, va :que la
liberacifn de insulina inducida por el cdlcio es
aumentada por este metabolito. Como se ha indicado en el
caso de la secrecifn de insulina inducida por glucosa o
por leucina, Obberghen et al 1973, la citocalasina B no
solo potencia la respuesta secretora de estos
secretagogos sino que también disminuye el umbral de
concentracidn en el cual estos agentes insulinotrdbpicos
pueden provocar la respuesta de insulina. El metabolito
fungicopuede asi sensibilizar la respuesta del sistema
efector a concentraciones sub-umbrales de cdlcio

citos6Hlico.

En general se considera al c&lcio como un disparador de



43

la magquinaria que controla la exocitosis de los granulos
secretorios, cualgquiera gque sea el agente usado, para

estimular la liberaci6n de insulina.



1.6)

EMIQCITOSIS

Teorias de la secreci®én de insulina.

El principal mecanismo de la secrecifn de insulina
parece ser la emiocitosis (también llamada exocitosis)
de granulos almacenados preformados (Lacy 1975, Orci

et al 1973).

- La insulina sintetizada en el retficulo endoplésmico

rugosc, es acumulada en su interior y transportada
luego al aparato de Golgli en microvesiculas extraidas
del retfculo endoplédsmico rugoso (Pencld 1970, Howell

1969).

En el aparato de Golgi la proinsulina es escindida en
insulina y almacenada entonces dentro de los granulos
que maduran y adquieren zinc,asi cono una densidad
electrbnica. En respuesta a un estfimulo como la glucosa,

los granos sufren la emiocitosis.

Los granas se mueven hacia la periferia de la célula y
funden las membranas con la membrana plasmitica
liberando su contenido hormonal que pronto se desintegra

en el espacic extracelular.

La emiocitosis se ha establecido como un mecanismo de
secrecifn de insulina por el estudio de tejidos fijados
(Lacy 1970) tanto como la observacién directa de la
liberacidén de los grénulos en la cé€lula viva bajo el
microscopio de contraste de fases (Lacy et al 1975). La

secreci®dn de insulina es proporcional al nfimero de
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microvillis emiocitécicos vistos por el microéscopio

electronico de barrido (Scanning) (Lacy 1970).

Aunque no han sido probados son- posibles otros mecanismos
de liberacién de insulina. A pesar de todo, la emiocitosis
parece ser el mis importante mecanismo de liberacién de

la insulina.

—

SEMEJANZA ENTRE LA SECRECION DE INSULINA Y LA

CONTRACCION MUSCULAR.

Se sugiere un parecido entre la emiocitosis y la
contracci6n muscular por tres hallazgos: a) es necesaria
energia (ATP) (Renold 1970, Malaisse et al 1967,

Babad et al 1967).

b) Ocurre una despolarizacibn concomitante de la membrana
celular (Dean y Matthews 1969)c) hay un requerimiento de

cdlcio extracelular (Grodsky 1972).

Esto llev6 al conceptd.de'conexidn estimulo secrecién" de
la liberaci6n de hormona andlogo a la "conexibn
excitacifn contraccién" en el mGsculo (Douglas 1968). La
despolarizacifn de la membrana celular (excitacién) causa
la liberacién de c&lcio dentro del mGsculo, resultando

la hidr6lisis del ATP y la contraccifn de la actomiosina.

La cobservacibn directa de los grdnulos en células B
cultivadas (Lacy et al 1975, Kanazawa et al 1976,
Malaisse et al 1975) apoyan el concepto de gque la
liberacitn de los grénulos es un proceso activo. El

movimiento de los grédnulos est8 caracterizado por
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pequefios saltos en una sola direcci6n (movimiento
saltatorio) con velocidad media de 1'5 pm/seg. El
estimulo secretor aumenta y el inhibidor disminuye el
movimiento de los gr&nulos, el cual requiere cdlcio.
Estos hechos lo hacen muy distinto del mévimiento
browniano (movimiento térmico al azar) aunque é&ste no
puede ser completamente excluido puesto que los
descensos locales en la viscosidad del citoplasma pueden

aumentar el movimiento browniano (Rebhun 1972).

Se han identificado en los islotes de Langerhans y en
otros tejidos (no necesariamente secretores) proteinas

contridctiles gue se requieren con la secrecifn.

El términc contractil no implica que las proteinas se
acorten por si sclas, se piensa que los elementos
contrictiles se deslizan unos sobre otros para preoducir

el movimiento (Huxley 1969, Satir 1974).

En la célula beta se encuentran dos grandes sistemas
morfoldgicos con potencial para generar movimiento:

los microtGbulos y los microfilamentos.

SISTEMA MICROTUBUL2ZR MICROFILAMENTOSO

Por dentro de la membrana de la cé&lula beta se encuentra
una malla microfilamentosa unida de alguna manera a la
membrana plasmitica que forma una zona de exclusidén de la
que estdn ausentes estructuras citoplismicas distintas

de los grénulos ribosomas y vesiculas de pinocitosis.

Por dentro encontramos los microtGbulos a los gue Lacy

et al (1978) atribuyeron la funcién de translocacién
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de los granulos secretorics y su extrusifén durante la
emiocitosis, sin embargo los microtfibulos nunca se ven
en contactce con la membrana y terminan en la malla
filamentosa (Orci et al 1974). No se conoce la funcidn
de la malla micreofilamentosa pero su aspecto tiene la
apariencia de una estructura contractil gue pudiera

ser barrera o un efector=de la emiocitosis.

MICPOTUBULOS.

Los microt(bulos son estructuras de 24 mm de di&metro
gue estan ‘localizados en los tejidos animales tanto
durante la interfase como en la mitosis (Olmsted and

Borisy 1973).

Aungque el interior del microtfibulo est& hueco, no hay
evidencia de transporte en su interior de sustancias o©
grdnulos. M&s bien, los microtGbulos son considerados
como elementos estructurales. Muchas evidencias
indirectas implican a los microtfibulos en la liberacitn
de insulina. La colchicina gue rompe los microtfibulos

en varias subunidades inhibe in vitro, la liberaciétn de

3 -6

insulina a concentraciones de 10 ° a 10 ° M (Lacy et al

1968, Lacy et al 1972).

Otros inhibidores de los microtbulos como la vimblastina
(10-4M) (Lacy 1972} y la vincristina (10-5 M) (Malaisse

1971) también inhiben la secreci®n.

Estabilizadores de los microttibulos tales como deuteric al
100 %, hexilen glicel al 1 % y etanol al 1 § que se

piensa inhiben la funciétn de los microtibuloeos, tambié&n
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reducen la secrecifn de insulina (Malaisse 1971).

£l efecto inhibidor de los estabilizadores de los

microt@ibulos estd presente minutos despfies de su adicibn,

pero el efecto de la colchicina y de la vincristina
requiere un periodo de preincubacién. Esto precisa una
unién de la colchicina a las proteinas de los
microtfibulos endfgencs en las células-se carcinoma
(Taylor 1965) y sugiere gue la inhibicién de la

secrecifn por la colchicina estd mediada por un efecto

sobre los microttibulos.

En los islotes de Langerhans la unién de la colchicina
a la tubulina va paralela a la inhibicif6n de la filtima
fase de la liberacifn de insulina y la desaparicifn
cualitativa de microtfibulos va unida a la disminucién
de la secrecidn de insulina producida por la

vincristina (Malaisse-Lagae et al 1971).

El ratén spiny gue muestra una adecuada iiberacidn de
insulina después de un estfimuloc con glucosa, tiene
poca proteina en los microtfibulos de las células de
los islotes de Langerhans cuando se comparan con
varias ratas y ratones controles (Malaisse-Lagae et al

1973) .

Sin embargo hay varias evidencias que arrojan al menos
alguna duda sobre la hip8tesis de la secrecién por los
microtGbulos. La colchicina a 5x10”° M es suficiente

para un bloqueo completc de la mitosis en células en

cultivo KB (Taylor 1965) mientras gue al ser usada a
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10“6 M inhibe parcialmente la secrecitn de insulina en

islotes de rata (Lacy 1968).

Ademds se ha encontrado que concentraciones de 10_'3 a

1()—4 M no inhibian la fase primera de la liberacifn de
insulina, mientras gque la vimblastina (10”4 m)

blogquea ambas fases.

Pequenas exposicicnes a colchicina 2x.‘L0_5 M pueden
estimular significativamente ambas fases de la

liberacifén de insulina (Somers et al 1974). La colchicina
también tiene sobre las c&lulas efectos no tubulina

> M (la mitad

dependientes. A una concentracidn de 6x10
del efecto mé&xime) se inhibe el transporte de

nucleosidos en una variedad de cé&lulas de mamiferos
(Mizel 1972). Esto no puede atribuirse a un efecto

sobre los microtfbulos debido a que la lumicolchina,

un metabolito que no se une a la tubulina, también inhibe
el transporte de nuclebtidos y ademls porque el efecto

no depende de la temperatura, como ocurre con el

'winding"de la colchicina a la tubulina.

A una concentracién de colchicina de 10_3 M, la captacién

de glucosa y la oxidacifn son inhibidas en un 34 % en

'ghosts" de adipocitos (Cheng et al 1975).

La vincristina (10—5 M) reduce la sintesis de proteinas
en los islotes de rata en un 30 % sobre el minutco 180 de
incubacitn (Malaisse, et al 1971). La colchicina (10_4M)
provoca una reduccifn de aproximadamente el 50 % en la

actividad aldosa reductasa y hexonato deshidrogenasa de
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los islotes de rata (Gabbay et al 1972).

Indicios de la funci6n de los microttibulos en la cé&lula

beta se encontraron en otros tejidos,

El orden de los microtfbulos en los cilios produce un
movimiento ondulante por deslizamiento de unos sobre
otros. Sin embargo los microt@bulos en la c&lula beta no
estin a menudo en grupos Yy parece probable que mientras
que los microtfibulos son necesarios para la secrecibn

de insulina, no parece que ellos generen ese movimiento

por un mecanismo de deslizamiento de los filamentos.

Los microtfibulos estén compuestos por subunidades
diméricas de 120.000 de Pm conocidas como tubulina
(Olmsted and Borisy 1973). Las subunidades, pero no los

microtGbulos ligan la colchicina.

Los microtfbulos y las subunidades existen en los tejidos

en equilibrio.

En los islotes de rata, aproximadamente el 30 % de la
tubulina estd polimerizada, en el estado basal

(Pipeleers et al 1976). La glucosa y la teofilina son
capaces de aumentar el grado de polimerizacifn de la
tubulina de la c&lula heta, cuando se incuban los islotes
in vitro. La inanici6fn disminuye y la alimentaci®fn con
glucosa aumenta la cantidad y extensién de la
polimerizaci®én de la tubulina en islotes aislados de

rata (Pipeleers et al 1976). Estos resultados no son

inesperados va que el tratamiento de las cé&lulas con

dibutiril AMPc aumenta la polimerizacifin de las
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subunidades de los microtfibulos bajo algunas condiciones

(Rubin and Weiss 1975).

I.a relaci®dn del cllcio con los microttbulos in vivo no

estd clara.

El ca't previene la unién de los microtfibulos en vitro

(Rosenfeld et al 1976) pero la entrada de célcio durante

la secrecifn de insulina no estd asociada con la
despolarizaci®n de los microtGbulos (Pipeleers 1976) y el
cdlcio extracelular parece promover la polimerizacién

de los microtfibulos en otros cortes ae tejidos (Gillespie

1971) .

Los microtfibulos contienen otros componentes ademds de
la tubulina. Estas profeinas asociadas a los
microttibulos 8 MAPs pueden llegar a ser el 20 % de las
proteinas de los microtfibulos. {Sloboda 1975). Son
componentes de alto Pm parecidos a lé dyneina una
proteina ATP-asica generadora de fuerza encontrada en el

flagelo (Gaskim et al 1974}, (Summers and Gibbons 1971).

Las MAPs son centros de nucleacidn para la formacifn de
los microtfibulos se sugiere que las MAPs serian el
eslabon critico de la asociaci6én entre los gré&nulos de

secrecién y los microttbulos.

Estudios morfol&gicos de la c&lula beta del ratfn no
han demostradc una asociacifn entre los microtGbulos y
los gr&nulos de secrecifn por encima de lo esperado

por gl simple azar, (Sommers et al 1974).
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CICLO DE FORMACION Y DESINTEGRACION DEL MICROTUBULO.

La cbtencidn facil y abundante de tubulina con capacidad de
Polimerizar, y la posibilidad de destruir los microtfibulos
formados, ha ayudado a entender el mecanismo de ensamblaje de la
tubulina en microtfibulos. Las fases de &ste aparecen esquematizados
(a) tubulina; (b)filamentos enroscados, formando anillo; (c)l&mina
helicoidal; (d)lé&mina plana; (e)l&mina plagada; {(f)microtfibulo;

(g) microtbulo en proceso de desintegracién. La formacién del
microtfibule a partir de la tubulina es el resultado de la
polimerizacifn de esta proteina en filamentos (1l)y del
subsiguiente ordenamientolateral deestos(Z a 5) . El microtGbulo
puede desintegrarse a filamentos(8 y 9) en unidades de tubulina(6).

Esquema hecho a partir de los modelos de Kirschner y Erickson.
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MICROFILAMENTOS.

Los microfilamentos tienen de 4 a 8 nm y son estructuras
presentes en la célula beta, tanto en formaci®n paralela
en mallas (Wessels et al 1971). Se piensa que los
microfilamentos est&n hechos de actina por la similitud
morfolégica con el filamento delgado del mfiscule. La
actina ha sido identificada inmunol&gicamente en islotes

cultivados {(Gabbiani et al 1974).

La cytochalasina B, metabolito fungico rompe algunos
tipos de microfilamentos cuando se anade el medio de
incubacién de células in vitro y esto sugiere un
mecanismo de accidn para inhibir la motilidad y 1la
divisidén celular. La cytochalasina B aumenta la secrecién
de insulina en islotes de rata a concentracifnes de 10_5M

aunque dosis mayores pueden inhibirla (Lacy et al 1973,

Van Obberghen et al 1973).
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1.7) OBJETIVO.

En el momento actual desconocemos si es la glucosa misma
o algunos de sus metabolitos el disparador que pone éen

marcha el mecanismo de secrecibdn de la insulina.

La cé€lula beta es capaz de responder, a concentraciones

crecientes de glucosa aumentando la secrecibn.

—

La dificultad de conocer el mecanismo de secrecidn se basa
en el hecho de que la glucosa adem&s de ser la senal que
pone en marcha el mecanismo, es metabolizada en la cé&lula

beta.

Hay evidencias gque orientan a considerar el metabolismo
de la glucosa como el desencadenante de la secrecibn. Otras
encambio hacen pensar en la existencia de un glucorreceptor
o glucosensor gue al unirse a la glucosa dispararia el

mecanismo de secrecidn.

Este glucosensor determinaria la afinidad de la glucosa con

el mecanismo responsable de la secrecifn de insulina.

La afinidad glucosa-receptor o glucosa transportador,
podria modificarse en algunas circunstancia, tales como

el ayuno.

El ayuno resulta un modelc experimental de gran interes,
porgue bloquea el mecanismc antes citado de secreci6n de

la c&lula bheta.

Valiendose del modelo experimental que supone el ayuno y
utilizando tecnicas experimentales como el pancreas aislado

y perfundido de rata, el objetivo de este trabajo es el



estudio del mecanismo de secrecifn de la célula beta

desde un punto de vista biogquimico.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Hemos utilizado ratas machos wistar-albino, con un peso
comprendido entre 270 y 300 grs. correspondiente a unas
10 semanas de edad. lLas ratas estén sometidas a una dieta

standard cuya composicidn se detalla en la pagina siguiente.

" La anestesia la realizamos con pentobarbital sddico inyectado

intraperitonealmente a la dosis de 4 mgs/100 gr de peso,
quedando anestesiada la rata a los pocos minutos y el efecto
dura aproximadamente unas dos horas,

El tiempo de duracién de 1la intervencidn para el aislamiento
del pancreas depende del entrenamiento adquirido por el
operador. En nuestro caso la duracidén aproximada de la

extracidén del pancreas con el marco duodenal es de 30 minutos

DESCRIPCION DE LA TECNICA OPERATORIA

Se han descrito dos métodos fundamentales de perfusién.El
primero de los modelos, descrito por ANDERSON y LONG en

1947 incluye pancreas, estdémago y duodeno. En esta prepara-
cién se perfunde una considerable masa de tejido extrapan-
creitico correspondiente al lecho vascular del tronco celiaco
Este modelo ha sido perfecionado y ampliamente utilizado
posteriormente por GRODSKY et al 1963. El otro modelo fué
descrito por SUSSMAN et al en 1966 s €N una preparacidén

que incluye pancreas y duodeno. M3s tarde LOUBATIERES 1968.



58

CONTENIDO EN PRINCIPIOS NUTRITIVOS, MINERALES Y VITAMINAS DEL
PIENSO SANDERS PARA RATAS DE LABORATORIO (''SANDERSMUS'")

Proteina Bruta : 219 %

Grasa Bruta : 3,5 %
Unidades Alimenticias : 102 %
Proteina Digestible por U.A: 165 ETSs.
Fibra Bruta : 4,5 %
Materias Minerales : 7,5 4%

Calcio : 1,25%
Fésforo : 0,75%

Cloro ‘ : 0,51%

Sodio | : 0,333
Magnesio . 0,35%
Potasio : 1,20%

Azufre : 0,20%
Manganeso : 90 mg./Kg.
Hierro : 200 mg./Kg.
Cinc : 50 mg./Kg.
Cobre : 12 mg./Kg.
Cecbalto : 0,2 mg./Kg.
Vitamina A 20.000 U.I./Kg.
Vitamina D : 3.000 U.I./Kg.
Vitamina E 65 mg./Kg.
Vitamina K : 8 mg./Kg.
Vitamina Bj : 6 mg./Kg.
Vitamina B, : 10 mg./Kg.
Vitamina Bg : 6 mg./Kg.
Vitamina B12 : 12 mcg./XKg.
Acido Pantoténico : 20 mg./Kg.
Niacina : 50 mg./Kg.
Acide Fdlico : 4 mg./Kg.

Colina : 1.500 mg./Kg.
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modifica el modelo excluyendo tambien el duodeno,; su prepara-
cién consiste exclusivamente en pancreas con su sistema vascu-
lar, quedando la porta libre a través de la cual fluye el
liquido de perfusibén directamente a un sistema colector.
Nuestros trabajos estdn hechos con el modelc de SUSSMAN suma-
mente modificado seglin la técnica descrita por GOBERNA en su
tesis doctoral (1968). La perfusién del pancreas se consigue
éon su sistema circulatoriq propio introducciendo una cinula
en la aorta por la que haremos pasar el medio de perfusibn
oxigenado y un colector nos permitird recoger fraccionadamente
el liquido que sale por la porta. El pancreas se irrigaré

por medio del tronco celiaco y de la arteria mesentérica
superior.

Se hace una incisidén abdominal en la 1inea media a lo largo

de la linea alba (laparatomia). Son necesarias incisiones late-
rales, una a cada lado para tener un campo operatorio amplio,
Se desplaza hacia la derecha del animal las asas intestinales
y la grasa epididimaria hacia abajo. Nos encontramos con el
colon descendente cuya porcidén distal estd unida a la pared
abdominal posterior por una pelicula de mesenterio. Haremos
una ligadura sencilla en 1la porcién distal de colon y a conti-
nuacifén disecamos el borde derecho del colon descendente
cortando el epiplén y despegindole de las asas a que esti
unido hasta que se nos hace visible la arteria mesentérica
superior. A continuacién haremos lo mismo en el borde izquierdo
del.colon descendente y en el superior del transverso cuidade-

samente pues en esta etapa estamos liberando el borde inferior

del pancreas. Nos quedari totalmente disecada la arteria
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mesentérica superior y apreciamos la arteria c6lica izquierda

que irriga colon descendente, 1a.cua1 debe ser seccionada entre
dos ligaduras,

Desplazando todas las asas hacia la izquierda localizaremos el
duodeno en cuya porcidn distal en el primer ojal que queda entre
los vasos afqueados haremos una ligadura doble seccionando el
duodeno. En este momento la arteria mesentérica superior debe
ligarse 1o més distalmente posible y a continuacién cortar por
debajo de 1la ligadura. Cortando el colon distal por encima de la
ligadura que hicimos podremos retirar todas las asas intestinales
y el colon del campo operatorio.

El objetivo siguiente es liberar el pancreas del bazo. Tirando co
unas pinzas de la curvatura mayor del est6mago podremos cortar
facilmente una fina pelicula de epipldn que recubre el pancreas

y se extiende entre el bazo, estémago y ducdeno. Tirando del bord

externo del bazo podremos ver los vasos espldnicos en nimero

variable habiendo tres mis importantes y con tres ligaduras
dobles seccionarlos y retirar el bazo de la cavidad abdominal.
La arteria gistrica situada en la cara posterior del estémago
estd cubierta por una lengueta hepdtica que ﬁermanece unida al
estémagoe por un‘fino ligamentc que hay que seccionar. Entre dos
ligaduras podremos cortar dicha arteria. A continuacidén ligamos
proximalmente en la curvatura mayor un pequefio trozo de epi-
plén rico en grasa, por donde a veces discurre una pequefia ar-
teria, y seccionamos entre el borde del estbémago y la ligadura.
La ligadura del esdfago que puede ser sencilla serd facilitada
tras seccionar el epiplén que le unac a las lenguetas hepiti-
cas y a la curvadura menor del estémago. Tras esto secciona-

mos el es6fago distalmente a la ligadura.



61

Por transparencia & sobre fondo blanco podremos apreciar una zona
rica en grasa que se extiende unida a parte proximal del cuerpo del
pancreas y una zona que le mantiene unido al antro gistrico. Se debe
separar toda esta grasa del pancreas para lo cual son suficientes
tres 6 cuatro ligaduras la tiltima de las cuales la hacemos a través
de un pequefio ojal que hay entre antro y duodeno. Tras hacer estas
ligaduras, que son sencillas, cortamos proximalmente a ellas quedin-
donos el pancreas libre de grasa que permanece unida al estémago.
A continuacién haremos una ligadura entre estdomago y duodeno, se-
ccionando proximalmente a ella y retirando asi el estdmago de la
cavidad abdominal.
Desplazando el duodeno hacia la izquierda podremos ver la cara pos-
terior de la cabeza del pancreas por donde discurre el colédoco
intimamente relacionado con la vena porta y arteria hepética propia
que se dirige hacia el hilio hepitico. Con una pinza muy fina dise-
caremos la porta separindola de colédoco y arteria hepitica y hare-
mos una ligadura que nos servirid de referencia ulteriormente para
cortar la porta permaneciendo cerrado el flujo a través de la he-
pitica. Los peligros mayores en este paso consisten en desgarrar
la porta 6 en ligar la pancredtico-duodenal superior pues la liga-
dura de la hepdtica se hace muy prdéxima a ella.
El pediculo renal izquierdo, arteria, vena y ureter incluyendo
tambien la suprarrenal se puede seccionar entre dos ligaduras. De
esta manera y mediante diseccidn roma podremos apreciar la aorta
abdominal requiriendose una nueva ligadura para liberarla del tejido
para-adrtico de este lado hastavel diafragma. La arteria renal de-
recha se puede visualizar por transparencia a través de la vena
cava inferior, excluyéndola a la circulacidn tras una doble liga-

dura que realizaremos entre su salida de la aorta y la citada vena.
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Posteriormente conviene ligar todo el tejido para-adrtico en este
lado hésta el diafrégma.

La aorta abdominal sSe liga distalmente a la salida de mesentérica
superior y ambas renales dejédndola preparada para 14 dGltima fase
de la extraccién del pancreas.{(Fig.1l).

Tras toda esta preparacifn se abre el tdérax de la rata y se pasa
una ligadura que coja la aorta tordcica lo mds distalmente posible
separéndola de la vena cava. A continuacidén se pinza la aorta a ni-
vel del cayado y se hace una incisidn distal que permita la intro-
duccidén de una cdnula a través de la cual fluye el liquido de per-
fusién. La cdnula quedarid anudada contra las paredes de la aorta.
Si la perfusifn se realiza normalmente podrid verse como el higado

palidece al ser sustituida la sangre por el liquido de perfusiédn.

En este momento buscamos la ligadura que hicimos en arteria hepé-

tica y seccionamos proximalmente a esta, incluyendo la porta a
través de la cual sale el liquido de perfusidn. Se introduce el
pancreas en la cdmara de perfusidn tras haber liberado totalmente
la aorta de 1la pared abdominal del diafragma.(Figs.2y3)

A los pocos minutos vemos como el pancreas estabilizard su pre-
sifén arterial entre 10 y 20mm. de mercurio al tiempo que se ini-
cian los movimientos peristidlticos en duodeno. Es en este momen-
.té cuando iniciamos el experimento de perfusién segin lo progra-
mado en nuestro trabajo. _ =
Al términar la perfusién controlamos el comportamiento de cada
pancreas observando el aumentoc en la presidén arterial, tras un
pulso de adrenalina, que puede elevarla hasta 100 6 mismm de
mercurio, y/6 mediante un pulso de glucosa hipertdénica que provo-

ca un pico de insulina indicdndonos que el sistema vascular o la
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Fig.1
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ENTRADA DEL LIQUIDO DE PERFUSION

Fig.3
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respuesta endocrina son normales.

2+3) DESCRIPCION DEL SISTEMA DE PERFUSION.

Es un conjuntoc de unidades destinadas a proporcionar un preparado
duodeno-pancreitico aislado en un medic interno artificial (lfigquido
de perfusidn) que posea unas caracteristicas fisiogquimicas dentro
de los margenes fisiolb6gicos que se dan normalmente in vivo,(Fig.4)
Cada una de estas unidades, gque describimos a continuacién,

cumple con una funcién determinada:

1. Circulacién del 1lfquido de verfusidn.

Esta funcién andloga a la del corazén en el animal entero corre
a cargo de una bomba que impulsa al lfigquido de perfusibn a
través del sistema vascular del preparado. En nuestro trabajo
hemos utilizado una bomba "cerrada" (el liquido de perfusifén no
estd en contacto con el mecanismo de la bomba; vease Ross, 1972),
y "peristiltica", es decir, proporcicna un flujo pulsatil. Su
funcionamiento reside en la compresidn secuencial de un tubo
flexible por una serie de cilindros montados circularmente
separados equidistantemente, seglGn el tipo de bomba. Desde el
pinto de vista fisiol&gico o biogufmico no parecen exixtir
-razones de peso para elegir un flujo pulsitil o uno continuo en

la perfusién de un organo aislado (Ross, 1972).

La bomba proporciona un volumen-minuto de liquido de perfusién
perfectamente controlable segfin el difdmetro interno del
tubb flexible que es comprimido y de la velocidad de giro de los

cilindros de la bomba, gue lo comprimen. En nuestra preparacién
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se utiliza un volumen-minuto de‘Z,S ml/min., aproximadamente

el utilizado por Sussman et al (1966} en su preparado duodeno-
-pancreidtico y que cubre perfectamente las necesidades de oxige-
no del mismo.

Grodsky et al (1963), que utilizan un preparado mayor (gastro-
-duodeno-explénico) perfunden con un flujo de unos 10 ml/min.

En cualquier caso, la eleccidn del flujo de perfusidén reside

en la adecuacién de dos factores importantes para la superviven-'
cia del preparado: aporte de oxigeno y presién hidrostidtica de

perfusiédn.
2, Oxigenacidn del 1iquido de perfusidn.

Esta funcidn la realiza en nuestro sistema un oxigenador de
membrana (tipo ''cerrado', Ross, 1972). El1 fundamento de este
tipo de oxigenador es que el gas y el medio no estdn en contacto
directo, sino separados por una membrana permeable al gas. El
tipo de oxigenador utilizado en este trabajo consiste en un
recipiente de seccifn tronco—cénica con cuatro entradas en su

cara superior. Dos de ellas son para que entre y salga el liqui-

do de perfusifn, conectadas mediante sendos tubos de pldstico a un

reservorio donde estid almacenado el liquido de perfusidn, y a 1la

bomba de perfusidén , respectivamente. Mediante esta disposicién

el oxigenador se mantiene siempre lleno de l1liquido.

Las otras dos entradas a la cidmara de oxigenacién estdn ocupadas
por los extremos de un huso constituido por una multitud de fi-

nisimos conductos de :celuldsa, suspendidos en el interior de

la cimara. E1 espacio limitado por estos conductos es por donde

circula la mezcla gaseosa utilizada en la perfusidén, E1l oxigeno
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difunde a través de la pared de los conductos para solubilizar-
se en el 1fquido de perfusidén, que se mantiene en continua agi-
tacidon mediante un agitador magnético situado en el fondo de la
cidmara para lograr una masa liquida uniformemente oxigenada. La
pared de los conductos son de silicona con una gran permeabili-
dad al oxigeno. La mezcla gaseosa utilizada para la perfusién
estd constituida por un 95% de oxigeno y un 5%_de anhidrido car-
bonico (carbdégenc)} que se inyecta en el huso de la cdmara a una

presién de 0,4 kg/cm2 (=789,411 mm Hg).
3. Registro de la presidn hidrostitica.

La presién de perfusidén del preparado duodeno-pancreidtico la
hemos controlado en todos los experimentos(circuito"éerrado")
mediante la conexién de un manémetro de mercurio en un punto
del circuito de perfusién cercanc al pancreas, para mantener
un flujo de 2,5 ml/min. hemos registrado una presién de perfu-
sién variable de un pancreas a otro, oscilando entre 20 ¥y

25 mm Hg. Estas cifras coinciden con el limite inferior des-
crito por Sussman (1966) para su preparado.

Esta diferencia puede residir en la ausencia en nuestro prepa-
rado de la cdnula portal que Sussman utiliza y que es desecha-
da en la modificacidén de 1a técnica de perfusidn descrita por
Goberna (1969). La cdnula portal puede aumentar las resistencias
periféricas y elevar asi la presidn en el preparado.

En todos:'los éxperimentos que se han seleccionado para la pre-
sentacidon de este trabajo, la presidén se mantuvo constante du-
rante todo el tiempo de perfusién, siendo ello un buen sintoma

del funcionamiento fisioldgico del Ppreparado (Sussman, 1966;
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Ross, 1972). Si el tiempo de perfusidn se prolonga mucho ( més
de 70 minutos ) puede empezar a subir lentamente la presidn, de-
bido seguramente al edema tisular del preparado.

Al final de todas las perfusiones se comprueba la respuesta va-
soconstrictpra del pdncreas a la adrenalina, considerdndose la
élevacion derla presidén como signo de viabilidad de la prepara-
¢idn, criterio que no siempre coincide con el estudio de la se-

crecidn de insulina.
4. Mantenimiento de la temperatura.

Se consigue una temperatura estable de 37°% C para el liquido de
perfusién y la cadmara donde se sitfa el pincreas mediante el uso
de un termostato que regula la temperatura de un déposito de agua.
Este mismo termostato tiene un sistema de bombeo acoplado que ha-
ce circular el agua caliente a través de un cilindro de vidrio
que contiene un serpertin pordonde circula el liquido de perfu-
sién y por la doble pared de 1la cémara de perfusidn, manteniéndo-
se ambos a 37°C.

-

5. Conexiones y cimara de perfusidn.

Siguiendo el esquema dela figura 10 puede describirse el aparato
de perfusidn en una serie de unidades enumeradas en el orden en
que llega a ellas el liquido de perfusidn.Todas las unidades es-
tan unidas entre si por medio de un catéter de pldstico de unas
caracteristicas especiales ( Tygon, calibre 2/32 ), para impedir
pérdidas de oxigeno. -

El encendido de 1la bomba de perfusidn hace que el liquido conte-
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nido en un reservorio (1) pase al oxigenador y de &ste ( a través
de la bomba ) al sefpentin de calentamiento. De aqui llega hasta
un captador de burbujas ( tubo en T con una rama vertical ) que
elimina el peligro tan frecuente de una embolia gaseosa y pasa ya
directamente al pdncreas que se encuentra en la cdmarade perfusidn,
Esta cdmara de forma cilindrica con una doble pared lateral que
permite su calentamiento por circulacidn de agua a 38-39°C, un
fonde de vidrio poroso donde descansa el pincreas y un tampdn per

forado por donde entra el catéter que se introduce en la aorta.
6. Infusidén de sustancias en el pancreas.

Con el objeto de conseguir aumentos rapidos de la concentracién
de las diversas sustancias utilizadas en el liquido aferente al
pancreas sin necesidad de circular por todo el sistema ni de di-
luir en los depdsitos de la perfusidn se infundieron todas ellas )
inmediatamente antes de la entrada en el érgano. De esta manera
se evita todo el espacio muerto del circuito de perfusidn que
desde el oxigenador hasta la cdmara de perfusién y se puede sepa-
rar con bastante nitidez la infusidén consecutiva de dos sustan-
cias distintas. | |

El infusor utilizado es una bomba de precisidn cuyo motor empu-
ja el émbolo de una jeringa que contiene la sustancia a infundir,
a una concentr;cién determinada. E1 flujo proporcianado por este
infusor depende del calibre de la jeringa y de la velocidad de
trabajo del motor. En casi todos los experimentos hemos utiliza-
do una jeringa de 20 ml. y una velocidad de empuje del motor (po-
sicién 6 del "Perfusor sage instrumen Model 352") tales que, pro-

porcionan un flujo liquido de 14 ml/hora o 0,2333 ml/min:

2,5/0,2333-10.7158
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La concentracién de glucosa para el infusor se calcula multi-
plicando este cociente por la concentracidén deseada de glucosa

en el liquido de perfusidn ( 3 mg/ml )
10.7158 x 3 mg/ml= 32.1474 mg/ml.

El volumen de solucién de glucosa ( 32.1474 mg/ml )a preparar
para el infusor depende del tiempo total que se desee infundir
esta sustancia , En 1a_préctica, estas soluciones se preparar pe-
sando la sustancia cristalina en una balanza de precisién y di -
solviéndola "siempre" en solucidn salina fisioldgica ( 0,9 gr$

de CINa ), ajustando el pH a 7,35 antes de completar el volumen.
El 1liquido perfundido que fluye de la vena porta de forma con-
tinua sale de la camara de perfusidn a través de la lamina de vi-
drio poroso que ésta tiene en su base y se recoge continuamente
en fracciones de dos minutos { unos 5 ml ). Este proceso de re-
cogida se automatiza con la utilizacidén de un colector de frac- -~
ciones calibrado para cambiar de tubo cada 2 minutos. Las muestras
que se van recogiendo son colocadas inmediatamente a 0°C y una

vez terminada la perfusidn se congelan todos los tubos a -20°C

hasta el dia de l1a determinacidén de insulina.

7 . Liquido de perfusidn.
Se ha utilizado como liquido de perfusidén la solucién salina de
Krebs-Ringer-Bicarbonato. Las sales componentes de ésta solucién
se prepararon en soluciones concentradas y se conservaron en

frio ( 42 C), tomdndose cada dia las cantidades necesarias para

preparar la solucidn de Krebs.
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A continuacidén se describe la concentracidn (gr /100 ml=%) de

cada iuna de estas soluciones, el volumen utilizado de cada una

de ellas para preparar 780 ml1 de Krebs y la concentracidn de ca-

da una de las sales.

CLNa (2,5%)
CO,HNa (6,5%)
C1K (5,7%)
PO, H, X (10,5%)

S0,Mg.7 H,0 (39,07%)
HZO bidestilada

g
C12Ca. yA HZO (3,09%)

Volumen

200 ml
42 ml,
8 ml
2 ml
2 ml

520 ml

Conc. final (mM)

109.69
41.66
7.84
1,98
4.06

Después de afiadidos y mezclados todos los componentes referidos

en la tabla anterior se ajusta el pH de la solucién con ClH 1N

hasta un pH=7-3,7,35 y se afiade alblmina bovina purificada(BEHRING

WERKE AG ) en la proporcién de 0,5%. La presidn osmdtica de la so-

lucidn salina es de unos 343 m0sM/L; la presién oncdtica de ia al-

bfimina contribuye a

ocurre siempre en este tipo de preparados

Todos los reactivos utilizados en la preparacién del Krebs-Ringer-

retrasar laaparicién-del edema tisular que

bicarbonato son de grado de pureza analitico ( Merck ).
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Esquema del aparato utilizado en la perfusion del pancreas.

El pancreas se introduce en la
atemperada a 37,5°C. En lineas
conductos por donde circula la

Las flechas indican el sentido

camara de perfusion que esta
rojas se representan los
solucion tampon utilizada.

de la corriente. La oxigena-

cion se realiza en un oxigenador de membrana que recibe por

una parte carbogeno (02/C02) y por otra el liquido de perfu-

sion. Finalmente, el colector de fracciones, que esta progra-

mado a tiempos de dos minutos , nos permite estudiar la

dinamica de secrecion (R. Goberna 1978).
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2.4) DETERMINACION DE LA INSULINA

2.4,1)

Produccidn de anticuerpos.

Los anticuerpos se obtuvieron por inmunizaci6n de 20
cobayas hembras de unos 400 grs de peso con insulina

porcina cristalina.

Material. Solucidn de insulina: a) se prepara una
solucibn gque contiene 8'3 mg de insulina porcina
cristalizada en 12'7ml de CLH 0'0003 N. La insulina fue
un obsequio de los laboratorios Hoescht. b) Adyuvante
completo de Freund (Difco). Es un antigeno inespecifico
constituido por un extracto de cipsulas de bacilo
tuberculosoc en suspensién oleosa. Ambas soluciones de
mezclan mediante agitacién continua tomando 10 ml de
ambas solucicones hasta obtener una suspensifn homogénea
de aspecto opalescente que contiene aproximadamente

10 mU de insulina/ml.

Método. Durante cuatro meses, haciendo un total de 8
inmunizaciones {uincenales) se inyecté a los cobayas

1 ml de solucibén antigénica por via subcutdnea en la
zona lumbar. De todos los animales con los gue se
comenzd la inmunizacién murieron 5; probablemente por
comas hipoglucémicos ya que tras las inyecciones de
insulina era evidente un estado de hipoglucemia de la
que eran recuperados dindoles a beber agua azucarada
0 inyectando intraperitonealmente glucosa

hiperténica (Glucosmén ieo).
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Una semana despues de la filtima inmunizacidn se les
extrajo sangre por puncifén cardiaca a los cobayas gue
sobrevivieron. Se separ6 el suero y se almacenQ a 20°cC.
De los 15 antisueros obtenidos solamente tres mostraron
un buen titulo de anticuerpos. Para nuestro trabajo se
seleccion6 el ntGmero 3 (Ab 3) del cual se hizo
posteriormente un estudio completo. De todo el antisuero
se tom6 1 ml gque se diluypo al 1% con tampén barbital

s6dico 0'1 M a pH 8'6 que ademfs contiene un 0'5% de

" albtimina bovina purificada y un 1% de suero de cobaya ho

inmunizado. La sclucién se dividid6 en 200 fracciones de
0'5 ml de la que se tomb6 el anticuerpo para la titulacién

y posteriores radioinmunoensayos.

Titulacién de anticuerpos.

Fueron incubadas diluciones variables del anticuerpo con
una cantidad constante de insulina marcada con 1125 N4
estas mismas diluciones se incubaron con la misma cantidad
de insulina 1125 mds otra cantidad constante de insulina
sin marcar (lO/uU) con la intencién de conocer la

dilucién del antisuero a la cual se obtiene mayor
sensibilidad para detectar las lo/uU de insulina fria

por el desplazamiento que se observase en la cantidad de

insulina marcada unida al anticuerpo.

El material-empleado en la titulacifén de los anticuerpos

fue el siguiente:
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- Tampén barbital s&dico (Serva) 0'l M. Despues de pesar
la cantidad adecuada para el columen necesario se filtrd
a través de papel y a continuacidén se llevd el pH a 8'6
utilizando CLH 1 N. Este tamp6n llevaba también

mertiolato al 0'01% y albtmina bovina al 0'5%.

- Insulina 1125. Esta insulina, cuyo marcaje y purificacién
se describird m8s adelante fue disuelta lo mismo que el
anticuerpo y la insulina sin marcar en el tampdén antes

descrito.

- Insulina frfa. Se prepara una solucién de la misma gque
contenga 10/uU a partir de la solucidn reserva gque

contiene 250/uU/ml'

- Anticuerpo cuya obtencibén ha sido descrita y que se

diluira en tampdn barbital a una concentracién 4 veces
inferior a la deseada en el medio de incubacifn ya que
este tiene un volumen total de 2 ml y el de anticuerpo

es 0'5S ml {(Lucas, 1975).

2.4,3) Marcaje de insulina con 1125.

Se ha utilizado la técnica de Hunter y Greenwood (1962)

que estd basada en la oxidacifn por la cloramina T del

—

yoduro radiactivo en yodo atémico e 1t que se uhe a uno o
mis de los carbonos del anillo bencénico de las moléculas
de tirosina, de las cuales hay cuatro en la insulina, dos
en la cadena A en posicidﬁ/14 y 19 y otros dos en la cadena
B en posicién 16 y 26. La accidén de la cloramina T se

detiene al cabo de 20 segundos mediante la accibn del
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metabisulfito.
Material.

- Insulina porcina cristalizada (1 mg=25 U).

I125 Amershan, ref. IMS-30, con una actividad total de
un milicuric en un volumen de 10/ul.
- Tamp&n vercnal 0'1 M, pH=8'6. Se prepara un litro en
agua bidestilada y desionizada disolviendo 20'62g de
veronal sédico y 0'24g de trimerosal en aproximadamente
800 ml; se ajusta el pH con CLH 1IN y se enrasa a 1 litro.
Se conserva a 4°C.
~ Tampdén fosfato 0'5S M, pH 7'5. Se disuelve 3'4 g de
PO4H K en aproximadamente 40 ml de agua bidestilada, se
ajusta el pH con NaOH 1 N y se enrasa a 50 ml. Se conserva
a 4°cC.
- Tampdn fosfato 0'05 M, pH 7'5. Se prepara anhadiendo
90ml de agua bidestilada a 10 ml del tampfn anterior.
- Cloramina T. Se disuelven 35mg de cl. T 3 H20 en 10ml
de tampbn fosfato 0'05 M. Debe mantenerse a oscuras hasta
su uso inmediato.
- Metabisulfito s6dico. Se disuelven 24 mg en 10 ml de
tamp6n fosfato 0'05 M.
- Ioduro pot&sico. Se disuelven 250 mg de IK en 25 ml de
tampén fosfato 0'05 M y se conserva a 4°C.
- Albﬁmina bovina. Se utiliza al 20% en tampdn veronal

0'1l M, pH 8'6.

Método.
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Método.

Con una microjeringa Hamilton provista de cateter Portex

n°l se toman por este orden:

- 25 ,ul de tampdén fosfatoc 0'5 M, pH 7'5.

/
lO/ul de cloramina T (35 ug).

[

- S/ul de insulina (5 ug). -

ul de I

10 5 (1 mCi) o su equivalente segfin la pérdida

/ i2
de actividad en el tiempo.

Se agita durante 20 segundos. Se afade despues:

- So/ul de metabisulfito sédico (120 ug) (MBNa).

Sé vuelve a agitar y se anade:

- 100/ul de yodurc potésico (1 mg) (IK}.

- lOO/ul de albGmina bovina al 20 % (BSA). Se agita por

iltima vez.

Para averiguar la actividad especifica y el % de
incorporacién del I,,5 S€ utiliza la precipitacién con
&cido tricloroacético (TCA), cuya técnica se expone a

continuacidn.

Precipitacién con 8cido tricloroacético. Se toma una

alfcuota de 5/ul de la mezcla de marcaje y se disuelve en

5 ml de tampbén veronal 0'l M, pH 8'6 conteniendo BSA 0'5 %.

Se prepara por triplicadoy para cada muestra radioactiva,
en tubos de pl&stico y puestos en una batea con hielo los

siguientes reactivos:

- 1 ml de tampén veronal 0'1 M, pH 8'6.
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- 0'1 ml de BSA al 20 %.
- 0'l ml de muestra radioactiva.

- 1 ml de TCA al 20 %.

Se tapan todos los tubos con parafilm y se agitan. Se
dejan en reposo 10 minutos. Despues se centrifugan a
3000 rpm, durante 5 minutos. Una vez centrifugados se
aspiran los sobrenadantes y se cuenta la radicactividad de

los precipitados.

Se preparan, tambié&n por triplicado, tubos que solo
contengan 'l ml de las respectivas muestras, se cuenta la
radicactividad y se calculan los correspondiente

porcentajes.

Purificacidn de la insulina.

La insulina 1125 que se ha recogido del marcaje esté
impurificada por una pequeria parte de insulina gque se ha
degradado formando agregados de mayor peso molecular y el
1125 que no se ha incorporado. La purificacién vy
eliminacién de esta fraccifn degradada y del exceso de
1125 se hace en una cclumna de Sephadex G-50 (1x50 cm). Se
utiliza tampdén veronal 0'l M, pH B'6. Se hace un

prelavado con 0'2 ml de BSA al 20 %. Se preparan 70 tubos

de plastico con una gota de BSA al 20 %.

Se anade la mezcla de marcaje y se eluye. De los tres
picos obtenidos se selecciona la parte mis activa del

segundo y se mezcla el contenido de los tubos de esta
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'Fig.7 Purificacion en sephadex G-530 de la insulina marcada
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fraccién. Se divide en alficuotas de 0'5 ml cada una y se

congela a-20°C.

Puede trabajarse con este trazador durante tres semanas.
Despues es necesario repurificar en una coclumna de
caracterfsticas similares a la anterior hasta un méximo

de 3 semanas mas.

Preparaci6n de la insulina fria,

Para la curva de calibracién se utiliza insulina porcina
cristalina, de la misma utilizada para el marcaje

(1 mg=25 U).

Una vez disuelta en CLH 0'003 N y dejada en reposo 30
minutos, se toma 0'l ml de dicha solucién y se mezcla con
2'4 ml de tampén veronal 0'l M, pH 8'6, 0'5 % de BSA, con
lo que queda a 106/uu/ml. Se mezcla 0'5 ml de esta

solucidén con 49,5 ml de tampén quedando a una concentracidn
de 104/uU/ml. Se divide en alfcuotas de 1 ml y se

congelan a —-20°C.

Preparacién de las fracciones libre y ligada al anticuerpo.

La insulina gque queda libre se puede separar de la ligada
al anticuerpo por diferentes métodos. En el presente
trabajo se ha utilizado una suspensién de carbén al 5%-
dextrano T-70 (0'5%) en tampén vercnal sin alblmina
agitada constantemente y preparada al menos 15 minutos
antes de su uso. La insulina libre penetra en los

canalfculos del carbfn, mientras que la fracciln ligada
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al anticuerpo nc puede penetrar por su gran tamano. Los

tubos se dejan en reposo durante 5 minutos.

Se centrifugan a 3000 rpm durante 10 minutos y se aspiran con

vacio los sobrenadantes.
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PREPARACION DE LA CURVA STANDARD E INTERPOLACION DE PROBLEMAS.

Utilizar buffer veronal 0'iM pH 8,6, 0'5% BSA preparando con
agua bidestilada y desionizada.

Descongelar una alicuota de IA* Preparar las siguientes concen-
traciones a partir del"stock"de 10.000 /uU/ ml, teniendo en

cuenta que para pasar de una a otra se debe haber agitado varias

veces y teniendo en reposo al menos 2-3 minutos.

¢, 5, 10, 25, 50, 100, 250, ,uU/ ml.

0,1 ml ( 10.000 /uU / ml + 3,9 ml buffer ZSO/uU/ ml
2 ml ( 250 /uU/ml ) + 3 ml buffer 100/uU/ ml
1 ml ( 100 /uU ml ) + 1 ml buffer SO/uU/ ml
0,5 ml ( 100 /uU ml ) +1,5ml buffer ZS/UU/ ml
0,2 ml ( 100 /uU/ml ) +1'8ml buffer 10/uU/ ml
0,1 ml ( 100 /uU/ml ) +1,9 m1 buffer 5/uU/ ml
0,1 ml (,100 /ul/ml ) +3,9 ml buffer 2'5/uU/ ml

PREPARACION DEL Ab EL DIA DEL ANALISIS:

A partir del 'Stock" diluido 1/100, realizar una nueva dilucién
1/200 para que quede a titulo inicial 1/20.000 y final de

1/80.000

PREPARACION DE LA INSULINA - I'%% EL DIA DE ANALISIS :
Diluir el trazador seglin el tiempo pasado desde el marcaje de

modo que 0'1 ml equifalgan a 10.000 cpm primitivas.

* TA: Insulina an8lisis.
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RADIOINMUNOCANALISIS PARA PERFUSADOS Y PERIFUSADOS

Curva standard por triplicado. E1 0O lleva buffer en lugar de

insulina. Pipetear sucesivamente, a temperatura ambiente:

( 0'5 ml1 standard )
( 0'9 ml buffer )
( 0,1 ml insulina -1'2°)
( 0,5 ml Anticuerpo )
( 0!1 ml Insulina

Otro triplicado como control, que contenga (
1'9 ml buffer

Con ello se tienen los 24 primeros tubos de analisis.

Las muestras se tratan ce la siguiente manera.

( 0,5 ml muestra )
( 0,9 ml buffer ] =
( 0,1 ml Insulina—I125)
( 0,5 ml Anticuerpo )

Incluyendo para cada perfusidn & perifusidn completa un control
que contenga { 0,5 ml muestra

( 1,4 ml buffer

( 0,1 ml Insulina -112°

—

Agitar todos los tubos. Preparar ademds 10 tubos de actividad to-

tal que contengan solo 0,1 ml Insulina - 1125
Incubar 3 dias 4°C.

Separar las fracciones libre y ligada afiadiendo a todos los tubos

( excepto a la actividad total) 0'5 ml de una suspensién de carbdn
( 5% )- Dextrano T70 (0'5%) en buffer veronal sin alblmina agitada

constantemente y preparada al menos 15 minutos antes de su uso.
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Dejar los tubes en reposo 5 minutos.

Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos.

Aspirar a vacio los sobrenadantes.

Contar la radiactividad de los sedimientos ( fraccidén libre F )
durante 2 minutos y también la de los tubos de actividad total

y de 5 tubos vacios { fondo ).

Restar al porcentaje de todos los tubos la media de los fondos.
Calcular la media de los triplicados.
Calcular el porcentaje de los valores con respecto a la actividad

total para obtener} F.

Calcular las correspondientés fracciones ligadas % B = 100-%F.

)

Corregir estos valores de % B restindoles el % B del control de

adsorcidén inespecifica correspondiente.

Representar estos valores de % B corregidos frente a las V/ml. <

NOTA: Las perfusiones normalmente se colectan a 2'S ml/minuto

en periodos de 2 minutos y el resultado se expresa en ng/min.

Si V es el volumen de nuestra ( ml ) recogido en 2 minutos y X
es el resultado en /uU/ml, como 1 ng=25 /uU, el resultado prictice

es

ng/min= 0,02 . V.X
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2.5) Disero experimental.

Grupo I: Controles (n=23).

L

I,: Controles: 1°F Periodo glucosa 2'75 mM. 2°Periodo

13
glucecsa 16'7 mM.

er

I,: Controles: 1 Periodo glucosa 5'5 mM. 2°Pericdo

e
glucosa 33'4 mM,

Grupo II: Ayuno y estimulacidén cén glucosa (n=24).

€I periodo glucosa 2'75 mM.

II,: 1 dia de ayuno: 1
2°Periodo glucosa 16'7 mM.

IT.,: 1 dia de ayuno: 1°T periodo glucosa 5'5 mM.
2°Periodo glucosa 33'4 mM.

IT.: 4 dias de ayuno: 1°F periodo glucosa 2'75 mM.
2°Periodo glucosa 16'7 mM.

IT,: 4 dias de ayuno: 1% Periodo glucosa 5'5 mM.
2°Periodo gluccsa 33'4 mbl.

er

IT.: 8 dias de ayuno: 1 Periodo glucosa 2'75 mM.

2°Periodo glucosa 16'7 mM.

Grupo III: Avuno y estimulacifn con arginina (n=17).

er

ITI.: Controles: 1 Periodo gluccsa 2'75 mM. 2°Periodo

1
glucosa 2'75 mM + arginina 2'5 mM.
III,: Controles: 1%¥ periodo glucosa 2'75 mM. 2°Periodo
glucosa 2'75 mM + arginina 5 mM.
III,: Controles: 15F Periodo glucosa 2'75 mM. 2°Periocdo

glucosa 2'75 mM + arginina 15 mM.



ITII,: 4 dias de
2°Periodo
III.: 4 dias de
2°Periodo
- III,: 4 dias de
2°Periodo
IITI,: 8 dias de

2°%Periodo

Grupo IV: Ayuno

er .
Periodo gluccsa

ayuno: 1

glucosa 2'75 mM + arginina
er .

ayuno: 1 Pericdo glucosa

glucosa 2'75 mM + arginina
er .

ayuno: 1 Periodo glucocsa

glucosa 2'75 mM + arginina

ayuno: 1°F periodo gluccsa

glucosa 2'75 mM + arginina

y estimulacién con beta-O0H
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2'75 mM.
2'5 mM.
2'75 mM,
5 mM.

2'75 mM.
15 mM.

2'75 mM.

5 mM.

butirato{n=16)

IVl: Controles:

er

1 Periodc gluccsa 5'5 mM.

glucosa 5'S mM + beta-OH-butirato 7mM.

2°Periodo

IV,: 4 dias de ayuno: 1®T periodo glucosa 5'5 mM.

2°Periodo glucosa 5'5mM + beta-OH-butirato 7 mM.

IV,: B8 dias de ayuno: 1% Periodo glucosa 5'5 mM.

2°Periodo glucosa 5'5 mM + beta-OH-butirato 7 mM.

Grupo V: Ayuno y realimentacién (n=16).

V,: 4 dias de ayuno + 2 realimentacién: 1

glucosa 2'75mM. 2°Periodo glucosa 16'7

glucosa 5'5

Vi 8 dias de ayuno + 2 realimentacibn: 15T

glucosa 2'75 mM.

V,: 4 dias de ayuno + 2 realimentacifn: 1%F

mM. 2°Pericdo glucosa 33'4

V,: 8 dias de ayunoc + 2 realimentacién con sonda: 1t

er

Periodo
mM.

Periodo
mM.

Periodo =

2°periodo glucosa 16'7 mM.

er

Periodo glucosa 2'75 mM. 2°Periodo glucosa 16'7m.
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Grupo VI: Ayuno y estimulacifén con niveles elevados de

2+

ca’t (n=8) (A) Teofilina (n=16) (B) y db-AMPc (n=3) (C).
VIAl: 4 dias de ayuno: 1°F periodo glucecsa 2'75 mM+
+Ca2+ 7mM. 2°Periodo glucosa 16'7mM + Ca2+7 mM.
VIAZ: 4 dias de ayuno: 1% periodo glucesa 5'5 mM + Ca
7 mM. 2°Periodo glucosa 33'4 mM + Ca2+7 mM.
VIBl: Controles: 1°¥ Periodo glucosa 2'75 mM + teofilina
5 mM. 2°Periodo glucosa 16'7mM + teofilina 5 mM.
VIBz: Controles: 1%F Periodo gluceosa 5'5mM + tecfilina
5 mM. 2°Pericdo glucosa 33'4 mM + teofilina 5 mM.
VIB3: 4 dias de ayuno: 1%¥ periodo glucosa 2'75 mM+
teofilina 5mM. 2°Periodo glucosa 2'75mM+teofilina
5 mt.
VIBtL: 4 dias de ayuno: 1" periodo glucosa 5'5mM +
teofilina 5mM. 2°Periodo glucosa 33'4mM + teofilina
5 mM.
VIqg: 4 dias de ayuno: 1%* pPeriodo glucosa 2'75mM. 2°

Periodo glucosa 16'7mM + db-AMPc 2 mM.



3o RESULTADOS.,



94

Siguiendo la distribucién de grupos ya citada en
material y método, disefio experimental (pag.90 ),
pasamos a la descripcién de los resultados obtenidos

en cada uno de ellos.

3.1) PERFUSIONES CONTROL.

En la fig.( 9 )} se muestra la dinamica de secrecién
de insulina en un grupo control (n=5 ). En
abscisas se representa el tiempo en minutos y en
ordenadas la secrecifn de insulina en ,ul/min. La
perfusidn esta dividida en dos periocdos: un primer
periodo de 30 min de duracién con glucosa 2'75 mM

y un 2° pericdo con glucosa 16'7 mM. Al final de la

perfusién se infundié noradrenalina.

De lcos datos cbtenidos se puede afirmar gue con glucosa
2'75 mM el pancreas responde con una secrecifn basal

de insulina que oscila levemente en 30 y 40 /uU/min.

Al pasar de gluccosa 2'75 mM a glucosa 16'7mM, aumenta
rapidisimamente la secrecién de insulina alcanzando
en 4 min unos 200 suU. Siendo el midximo de secrecién
obtenido el de 240 /U unos 25 minuto despues de
iniciada la perfusién con a#tos niveles de glucosa.
La perfusidn con noradrenalina provoca un descenso
rédpido de la secrecién que llega a unos 80 U en el

minuto 100 de perfusifn,

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n® 1 pag. 97.
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De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodes antes citados.

asf la X del periodo de glucosa 2'75mM es de
34'0675'574 suU/min. La del periodo de glucosa 16'7mM
172'58%t7'508 /uU/min. y la del periodo con infusidén de
noradrenalina de 108'86%7'398. Estos datos pueden
observarse en el esquema 'en barras descrito a

continuacién.
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TABLA 1

QONTROLES CCN GLUCOSA 2'75 y 16'7 miM

97

Tubo n° INSULINA ( ,ul/min.) X SEM
1 40 32 17 27 14 26 5'350
2 53 42 30 32 23 36 5'840
3 48'5 36 31 30 28 34 47125
4 43'0 38 30 18 21 30 5'350
5 46 37 26 32 19 32 5'159
6 43'5 36'S 11 21 30'5 28'5 6'400
7 38'S 24'6 15'9 20'5 12 22'3 5'111
8 40 34's 18'6 24 22'5 28 4'477
9 46°'5 39'5 12'5 25'5 21 29 6'914

10 33 27'5 17's 19'5 12'S 22 4'209
11 49 40 204 30'3 31 34 5'411
12 51'5 35'5 13's 30 19'5 30 8'162
13 73 53 30 47'5 36'5 48 8'316
14 81 67 43 61'S 49'5 60'4 7'461
15 68'5 56'5 35 50'S 39'5 50 6'717
16 69 58'5 25'5 42'5 34's5 46 8'338
17 193 173's  131's 172 170 169 11'319
18 237'S  209'5  183'6  198'5  191'0 | 204'2  10'429
19 211'0  200'S  167'5  194'5  176'5 | 190'S 8'959
20 186'3  165'0  140'0 160’0  148'0 | 160 8'875
21 198 180 165'0 177 170'0 | 178 6'314
22 197's  177'S  147's  169'5  159'0 | 170 9'625
23 211'3 195 172 193's  178'0.] 190 7'740
24 220 215 195 211 200 208 5'210
25 218 214 187 209 210 207 6'025
26 244'3 223 198's  218'S  205'5 | 218 8'877
27 247'0  235'S  217'S  226'S  223'S | 230 5'840
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28 233'5 213'5 192'5 209'5 201 210 11'317
29 212 198 178 192 180 192 6'964
30 229 204°'5 195 203'5 198'5 206 8'925
31 221 203 179'S5 189'5 187 196 8'175
32 206'3 197'5 169'3 181'5 175'5 186'0 7'720
33 206'0 189'5 165'5 170'5 168'5 180 8'656
34 168 154 128 141 132 144'6 8'228
35 163 158 129 140 135 145 7'390
36 172'5 161 142'5 153 144°'5 154'7 6'186
37 158 151 129 148 134 144 6'050
38 181'3 165 142'5 163'5 147'5 160 7'740
39 183 177 151 170'5 16l 168’5 6'365
40 180 159'5 129'5 151'5 140 152 9'625
41 169 167 135'4 145 139'3 151 7'890
42 171 157 133 | 151 140 150'4 7'412
43 168 152 137 148'5 138'5 149 6'194
44 163 158 126 145 138 146 7'491
45 160 155 129 144 137 145 6'354
46 168 150 129'5 140 133'5 144'2 7698
47 139 122'5 104'5 110 106'5 116'5 7'195
48 119'5 99'5 83'8 90'0 87'4 96 71'173
49 107 84 62 80'5 76'5 82 8'092
50 87 78'0 44 72'5 61'5 68 8'326
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En la fig.( 11) se muestra la dinamica de secrecién de

insulina en otro grupo control(n=5).
La perfusién estd dividida en dos periodos:

Un primer periodo de 30 minutos de duracidn con gluccsa
5'5mM y un 2° periodo con glucosa 33'4mM. Al final de

cada perfusién se infundié noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar gue con glucacsa
5'5mM el pancreas responde con una secrecién basal de

insulina que oscila entre 35 y 45 /uU/min.

Al pasar de glucosa 5'5mM a glucosa 33'4mM aumenta
rapidamente la secrecién de insulina alcanzando en 4
minutos unos 310 /uU siendo el miximo de secrecidn
obtenido el de 350 ,ul a los 16 minutos de iniciada la

perfusién con altos niveles de glucosa.

La perfusidn con noradrenalina provoca un descenso
rédpido de la secrecién que llega a 114 /uU en el minuto

100 de la perfusidn.

Los valores individuales de estas perfusiones aparecen

en la tabla n° 2 pag. 102.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

El nivel medio de secrecién lograde con la glucosa
5'5mM en este experimento fué de 29'4f4'144/uU/min. ¥
con glucosa 33'4mM fué de 314'6f2'822/uU/min.

existiendo diferencia significativa con las anteriores
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perfusiones control. La media del periodo con infusién de

noradrenalina es de 147'15fl'974/uU/min.

Estos datcs pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacidn,
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CONTROLES CON GLUCOSA 5'5 y 33'5 m

TABLA 2

b

Tubo n® INSULINA ( Aill/min.)

1 11 47 24 20 19 24'2 6'795
2 25 59 40 46 30 40 6'795
3 42 5512 40 26'0 47'0 42 51357
4 20 49 15 30 36 30 6'717
5 32 51 38 22 17 32 6'717
6 29'8 341 18'8 28 13'8 28 31424
7 19 19 12 33 27'0 26 51385
8 27 37 15'3 10'4 30'6 24 51489
9 26'6 35'5 11'9 15'5 22'0 22'3 4'658
10 26'0 41'2 12 28'0 33'0 28 5357
11 37 443 27 20 22'0 30 51162
12 27 45 21 30 20 28 5'032
13 21 43 17'6 34'5 29 29 50124
14 37 44 30 23 18 30'4 51227
15 18 38 42 28'5 16 28'5 5'804
16 88 103 80 78 84 86'6 41969
17 310'5  328'3  304'6 307 300 310 51438
18 286 342 341 326 344 327'8 121218
19 311 309 280 281 289 294 7'516
20 354 332'6  327'6  336'8  355'4 | 341'2 6'301
21 332'6  336'5  364'8 352 314'8 | 340°1 91555
22 339 337 328 352 324 336 51440
23 357 355 346 331 361 350 51979
24 345 343 353 341'6 320 340'6 6'140
25 326 384 331 339 351 346'2 11'570
26 349 346 338 318 328 336 6'425
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27 329 26 319 295 310 315'8 6865
28 298 304 308 286 315 302 51480
29 330 241 311 318 320 324 51840
30 347 338 328 333 352'8 | 339'7 51059
31 338 314'6  320's 310 317 320 51375
32 310 333 359 338 320 332 91334
33 363'8 322 296 317'8 320 324 12314
34 331 294 268 282 274 290 121500
35 325 323 315 278 320 312'2 91740
36 326 304 279 269 303 2962 11'265
37 323 320 313 308 286 310 71342
38 310 316'6  322's 321 290'8 | 312 6'425
39 328 318 309 335 311 320 5561
40 321 327 351 330 347 335'2 6'542
41 336 332 356 318 323 333 74348
42 338 349 319 334 320 332 6'330
43 324 300'6  396'5 293 306 306 51710
44 327 324 317 310 292 316 6'970
45 259 270 289 248 255 264'2 71995
46 201'3 162 183's 185 168 180 71740
47 105 126 116 116 97 112 5'601
48 100 115 95 120 111 108 5'210
49 107 111 84 106 115 104 6'025
50 99 128 118 121 104 114 6'050
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3.2) PERFUSIONES DE AYUNO Y ESTIMULACION CON GLUCOSA.

En la fig.( 13 ) se muestra la dinamica de secrecibn de

insulina en un grupo de 24 horas de ayuno(n=6 )
La perfusién estd dividida en dos periodos:

Un primer periodo de 30 minutos de duracifn con glucosa
2'75mM y un 2° periodo con glucosa 16'7mM. Al final de

la perfusién se infundié noradrenalina.

De los datos obtenidos de puede afirmar gue con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecibn basal de

insulina que oscila entre 18 y ZO/UU/ min.

Al pasar de glucosa 2'75mM a glucosa 16'7mM aumenta
rapidamente la secrecibn de insulina alcanzando a los
14 minutos unos 170/uU siendo el mé&ximo de secrecibn

obtenido.

La perfusifn con noradrenalina provoca un descenso répido
de la secrecifn que llega a unos 95/uU en el minuto 100

de la perfusié6n.

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n°® 3 pag.107.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la X del periodo de glucosa 2'75mM es de 19'5%41338
/uU/min. frenté a 34'06f5‘574/uU/min en el control’
La del periodo de glucosa 16'7mM es de 134'2f6'596/uU/min

frente a 172'5i7'508/uu/min en el control p.%94y la del
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periodo con infusién de noradrenalina es de 103'9%8'755

/uU/min. frente a 108'8f7'39/uU/min. en el grupo control

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descrito a continuacidn.
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1 DIA DE AYUNO Y GIUOOSA 2'75 v 16'7 mbi.

TABLA 3
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Tubo n° INSULINA ( ul/min.) X SEM
1 32 26 21 35 16 26'0 3'889
2 37 18 8 25 16 20'8 5'447
3 41'0 10 15 27'0 9'0 | 20'4 6'778
4 27'6 19'0 _  21'5 31'5 16'9 | 23'3 3'045
5 36 14'3 17'4 26 21'6 | 23'06 4'235
6 39 18 13'5 22 9'5 | 20'4 51704
7 38'5 21'0 20'3 30'5 10'4 | 24'1 5'326
8 33 11'3 18'6 23 14'4 | 20'06 4'235
9 32 9'5 15'5 14'0 14'5 | 19'1 41449

10 29 8'0 16'0 20 12'0 | 17"1 4'031
11 28'5 9'0 10'0 18 g'0 | 14'7 4'335
12 30'1 10'8 12'8 23'5 8'8 | 17'2 41589
13 26'5 7'0 15'5 13'5 6'S | 13'8 4'060
14 27'0 8'5 14'0 23 9's | 16'4 4'120
15 31 8'0. 13'0 21 10'0 | 16'6 41724
16 95 48'3 77 69 65'4 | 71'1 8'359
17 122'5 94'5 88 116 100 104'2 7'281
18 161 137 140 151 139 145'¢ 4'556
19 174 150'0 157 168 146 159'0 5'916
20 191 160 171 177'5  152'5 {170'4 7'515
21 163's 129 140'0 145 130'5 |141'6 6'962
22 202's5  157'3 175 179'4  171's [177'1 8'209
23 168 149 140 153 135 149'0 6'393
24 163 140 135 158 129 145'0 7'390
25 156'3  131'S  125'S5  147'5  119'3 |136'02 7'720
26 151 119'5 117 133 109'5 | 126'0 8'175
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27 161'3 143'5 127'5 145 122'5 140°'0 7719
28 169 145 139'3 167 135'4 151'1 7'890
29 153'5 138 123'5 142'5 112'5 134 8'066
30 151'5 130 120'2 136 111'5 129'8 7'650
31 135 128'5 123'3 130'6 119'4 127'5 3'093
32 170'5 158 153 160 141 156'5 5'379
33 169 154'5 142 161°'5 135°5 152'5 6'876
34 16271 1308 129'6 141 126%6 138'02 7'255
35 137 124'5 116°'5S 126 108'5 122'5 5'353
36 132 121'5 110'5 126°'5 103 118'7 51912
37 148'3 122'5 110 128'5 102 12212 B'936
38 134 120'5 115'5 128 110 121'6 4'793
39 145 129 128'2 136 117 131'04 51177
40 149'5 136 129 141 116 134'3 6'333
41 1473 121'5 109 127 101 121'16 B'915
42 144 123 116 131 86'0 120'0 16'833
43 132 118'5 107'5 123 106'5 117'5 5'376
44 154'8 1285 120'6 142 104 130 9'764
45 127 117 108 124 95'5 114'3 6'402
46 137'3 112'5 99'5 116 90'5 111°'2 8'913
47 121'5 93 90'4 102'5 86'8 08'8 6'969
48 134 102 80 114'5 73'5 100°'8 12'423
49 128 102 85 114 77 101°'2 10'400
50 117 102'5 85'5 106 75 97'2 8'393
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En la figura 15 se muestra la dinfmica de secrecién de
insulina en un grupo de 24 horas de ayuno (n=5) . La
perfusién estf dividida en dos periodos: un primer
pericdo de 30 minutos de duracifn con glucosa 5'5mM y un
segundo periodo con glucosa 33'4mM. Al final de 1la

perfusién se infundid noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecidn basal de

insulina gue oscila levemente entre 18 y 25 /uU/min.

Al pasar de glucosa 5'5mM a glucosa 33'4 mM aumenta
répidamente la secrecién de insulina alcanzando a los
4 minutos unas 150/uU , siendo el m&ximo de secrecidn
obtenido el de 290/uU unos 26 minutos despues de

iniciada la perfusi®n con altos niveles de glucosa.

La perfusién con noradrenalina provoca un descenso réapido
de la secrecifn que llega a unocs 120/uU en el minuto

100cde la perfusibn.

Los valores individuales de las perfusiones acui descritas

aparecen en la tabla n°® 4 pag. 112.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

2sf la X del periodo con glucosa 5'5mM es de 20'8X4'158
/uU/min frente a 29'4f4’144/uU/min en controles
La del periodo de glucosa 33'4mM es de 233'2f6'907/uU/min

;) frente a 314'6i2'822/u0/min en controles(p.991 la del
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periodo de infusidén con noradrenalina es de 127'7975'665

frente a 147'1tl'97/uU/min en el grupo control .

Estos datos pueden observarse en el esqguema en barras

descrito a continuacidn.
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TABLA 4

1 DIA DE AYUNO Y GIUCOSA 5'S y 33'4 mM
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Tubo n° INSULINA ( jull/min.) X SEM
1 11 40 16 23 19 21'8 57538
2 10 35 17 26'5 18'5 21'4 41800
3 9's 30'S 17'5 21 9'0 17'5 4'454
4 10'0 19'0 15 25 21 20'0 3'807
5 11'5 38'6 14'5 27'5 18'S 22'1 5'502
6 18 32 20 26 25 24'2 21745
7 10 38'4 19 24'4 20'S 22'5 5177
8 14'4 28 15'8 19'5 16'5 18'8 21724
9 11'5 312 14'9 20 19'4 19'5 31727

10 10 37 13'5 20'2 19'5 20 51193

11 12'5 27'8 15'5 21'2 18 19 2'934

12 15'3 40 18'5 30 21'5 25 4'991

13 10 30 13 23'9 20'5 19's 4'055

14 11'5 33 14 22 19'5 20 4'194

15 10'5 31 15 26'1 23 21'1 4'154

16 48 76 51 70'5 54'S 60 6'232

17 144 170 150 166 155 157'5 5'431

18 137'4 171 141'3  169'S  145'5 | 153'7 7'890

19 139's 184 142 164 157'5 | 157'4 9107

20 158'3 203 173 180'4~ 176 178'1 8'092

21 172's 210 182's 201 196'5 | 192'S 71477

22 217 235 225 232'5  244's | 230'8 5'197

23 257's 312 265 290 286'5 { 282'2  10'820

24 246 294 263's 278 271'5 | 269'S 9'360

25 230'5  260'5 233 257'5  243'5 | 245 6'860

26 238 267 250 258 257 254 5'396
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27 254'5 291 260'5 267 263'2 267'2 7'020
28 274 307 279 289 288'5 287'5 6'314
29 243 281 250 267 259 260 7'410
30 248 276 258 264'2 260 2612 5'086
31 229 264 237 255 240 245 6'354
32 219 254 226 239 233 234'2 6'683
33 230 261 235 245 239 242 6'194
34 204 254'8 228'5 242 220'6 230 9'760
35 236 286 250 270 258 260 9'360
36 250 278 265'5 275 271's5 268 5'542
37 245 287 250'5 268 252'5 260 10'530
38 244'5 283 250'5 272 252'0 260'4 8'165
39 244'5 290 249°'5 270 251 261'0 9'442
40 237 270 240 258 245 250 6'882
41 254 283 258'5 277 262'5 267'0 6'212
42 228'1 257 232'1 248 239 240'8 5'886
43 249°'5 283'5 258'5 275 260'5 265'4 6'820
44 213'5 235 218'5 227 219'0 222'6 4'225
45 148'5 180 151'5 164'5 164 161'7 6'256
46 118 146'5 120 131'2 128 128'7 5'666
47 109 133'5 116'5 127 122'5 121'7 4'718
43 90 123 93°%5 117 112's5 107'5 7'319
49 1025 145 115'5 128 121'6 122'5 7'851
50 115°'5 130'5 123 128'5 127°'5 125°'0 5'979
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En la fig. 17 se muestra la dindmica de secrecién de
insulina en un grupo de 4 dias de ayunc (n=5) | La
perfusién estd dividida en dos periodos: un primei
periodo de 30 minutos de duracidn con glucosa 2'75mM
Yy un segundo periodo con glucosa 16'7mM. Al final de

la perfusi6n se infundi6 noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecifm basal de

insulina que oscila levemente entre 12 y 19/uU/min.

Al pasar de glucosa 2'75mM a glucosa 16'7mM aumenta
lentamente la secrecién de insulina, siendo el maximo
de secrecifin obtenido el de unos IOO/uU/ a los 58
minutos despues de iniciada la perfusi®n con altcs

niveles de glucosa.

La perfusidn con noradrenalina provcca un descenso
ripido de la secrecifn que llega a unos 50/uU en el

minuto 100 de la perfusi®n.

Los valores individuales de las perfusiones agui

descritas aparecen en la tabla n® 5 pag. 117,

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada unc de los pericdos antes citados.

Asi la X del periodo con glucosa 2'75mM es de
13'li3'389/uU/min frente a 34'06f5'574/uU/min en el

grupo -control {p.9%4) La del periodo de glucosa 16'7mM



es de 55'9%7'361 uu/min frente a 172'5’_’7'508/uu/m1n en
el grupo control(p.94) y la del periodo de infusi6n
con noradrenalina es de 73'08i7'848/uU/min frente a

108'8t7'39/uU/min en el grupo control

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuaci®n.
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TABLA 5

4 DIAS DE AYUNO Y GLUCOSA 2'75 y 16’7 mM
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Tubo n° INSULINA (,ul/min.) X SEM
1 16 7 29 9'0 10 14'2 4'463
2 14'0 10's 2710 13's 7'5 14's 3'729
3 15'0 8'0 22'5 5'0 9'5 12'0 31450
4 13'6 9'5 15'2 74 10'0 13'1 3'550
5 12 6'0 22°0 5'5 9'5 11'0 3'494
6 19'5 7'0 10'5 5'0 8'0 10 2'833
7 19'0 9's5 27'5 8'5 15'5 16 3'872
8 19'0 9'5 22'5 7'0 12'0 14 3'264
9 17'0 6'5 24'5 8'5 13'5 14 3'588

10 21'0 10'8 23'1 8'8 11'3 15'0 3'272

11 16'0 8'5 17'5 9'0 10 1472 4'010

12 10'3 75 17'6 5'0 16'0 12 37536

13 11'0 6'5 19'0 4's 9'0 10 2'800

14 10'0 6'0 35'0 3'S 4's 11'8 §'601

15 17'5 8'8 20 10'8 15'7 14'5 21329

16 240 8'S 33'0 5'5 19'5 18'1 5'644

17 15'0 8'0 33'3 9'0 10'5 15'1 51244

18 39'5 14'0 58'5 1710 33'5 32'5 9'043

19 41'5 19'5 53'5 12'0 23'5 30 8'518

20 34'0 20'4 52'5 10'3 23'5 28 B'013

21 36'0 20's 51'0 16'S 30'0 30 6'828

22 31'8 20'0 4512 10'0 38'0 29 7'041

23 47'0 31'0 60'0 26'0 41 41 6'717

24 34'5 29's 61'0 27'5 47'5 40 7'044

25 55'0 30'S 68'4 20'8 32'6 44 9'793

26 57'0 46'0 61'0 3170 55'0 50 5'979

27 56'5 40'0 79'0 33's 51'0 52 8'790

28 60'5 4510 78'5 38'0 490 54'2 7'922
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29 52'5 34'5 58'0 36'5 48'5 46 5'092
30 65'0 29'0 84'0 38'0 55'0 54'2 10'905
31 63'0 43'0 78'0 50'0 57'0 58'2 6'683
32 71'0 47 85 54'0 65 64 7'412
33 73'0 39'0 82'0 56'0 68 63'6 8'326
34 78'0 46'4 BO'0O 50'3 56'0- 62 7'830
35 63'0 48'0 79'0 50'0 60'0 60 6'194
36 76'4 72'0 99'0 54'3 69'0 741 B'092
37 64'5 47'0 85'0 54'0 69'5 64 7'333
38 85'5 87'0 103'3 64'0 70'0 82 7'741
39 80'0D 70'0 98'0 65'0 77'0 78 6'314
4Q B8'0 72'0 101'0 67'0 - B2'0 82 6'717
41 94'5 70°'5 109'3 76'0 89'5 88 7'699
42 103'0 77'5 124 67 99'5 94°'2 11'214
43 94°'0 67'5 131 74'5 82'0 g89'8 12'518
44 106 BO'S 123'0 93'5 99'6 100'5 7'851
45 98'0 65'5 120'0 73 94'5 90'2 10820
46 89 71'5 105'3 66'5 87'5 83'9 7'719
47 7910 49'5 100'0 60'0 71'5 72 9'629
48 74'0 69, 97'0 61'0 70'0 74'2 6'795
49 70'0 55 89'0 48 59 64"'2 7'995
50 60'6 45'3 67'0 40'4 57'0 54'06 5'489
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En la figura 19 se muestra la dindmica de secrecibn
de insulina en un grupo de 4 dias de ayuno(n=5) . La
perfusién estd dividida en dos periodos: un primer
preriodo de 30 minutos de duracibn con glucosa 5'5mM y
un segundo periodo con glucosa 33'4mMM. Al final de

la perfusidn se infundid noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar qgue con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecifén basal

de insulina gue oscila entre 15 y ZO/uU. Al pasar de
glucosa 5'5mM a glucosa 33'4mM aumenta r&pidamente la
secrecidfn de insulina alcanzando a los 6 minutos unas
210/uU v siendo el ma&ximo de secrecifn cobtenido el de
unos 220/uU unos 24 minutos despues de iniciada la
perfusidn con altos niveles de glucosa. La perfusidn

con noredrenalina provoca un descenso riapido de la
secrecibn que llega a unos 120/uU en el minutc 100 de

la perfusidn.

Los valores individuales de las perfusiones aqgui

descritas aparecen en la tabla n® 6 pag.l122.

De estos valores individuales se puede cobtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.

La media X del periodo con glucosa 5'5mM es de

17'9f4'431/uu/min frente a 29'4%4'144 en el grupo
control{p.99), La del periodo de glucosa 33'4mM es
de 181'5t8'367/uU/min frente a 314'6f2'822/uu/min

en el grupo contrel (P.-2%), la del periodo de infusién
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con noradrenalina es de l27'5i7'349/uU/min frente a

l47‘1f1'974/uU/min en el grupo contrecl (p.99).

Estos datos puedem observarse en el esquema en barras

descrito a continuaciétn.
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4 DIAS DE AYUNO Y GLUCOSA 5'5 y 33'4 mM

TABLA ©

122

Tubo n° INSULINA (,uU/min.) X SEM
1 22 37 17 26 21 24'¢6 3'817
2 12'8 29'1 8'8 27 19'8 19'5 4'385
3 12'0 35 16'5 26 10'5 20 5'169
4 7'5 302 16 220 14'5 18'04  4'265
5 11 34'0 9'6 25'5 15'0] 19'0 5'215
6 11'5 25 8'5 20 10'00 15 3'575
7 10 28'5 7'5 19'5 8'0 14'7 4'557
8 15'0 36'0 8'S 20'5 9's5 17'9 5'599
9 14'5 39'6 10'5 22'5  16'5 20'7 5'703

10 15'S 31'0 17'5 26'0 10'0 20'0 4'209

11 9's5 27'5 8'0 14'9  11'5 14'3 3'910

12 8'5 25'6 6'0 19'5  10'5 14'02  4'115

13 8'6 35'S 10'0 21'5  13'5 17'8 5'539

14 6'4 30'1 10'0 23'5  15'0 17'0 4'865

15 10 28'0 8'5 22'0 14's 16'6 41128

16 55'3 101 71'4 83'0  75'0 77'1 8'359

17 100'0  146'3  120'5  125'0 108'0 | 120'2 8'875

18 195 235 210 216 185'0 | 208'2 9'665

19 169 208'3 175 192 19¢'5 | 187'0 71740

20 186'0  230'0 207 210 200 206'6 8'012

21 185'5 222 205'5  208'5 198 203'9 6'730

22 180'5 232 220'5  221'5 217 214'3 9'852

23 157 216'3  188'5 192 171 185 11'238

24 165 221'5 195 204'5 175 192'2  11'328

25 205 237'5 210 217'6 190'8 | 212"1 8'601

26 200 246 209 229 195 215'8  10'650
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27 210'6 244'8 218'5 232 194 220 9'760
28 178 213 196°'5 203 169°'5 192'5 B'959
29 210 244 215'5 225 205'5 220 7'630
30 193 239 200'S 212 185'6 206'2 10429
31 175 222 167'5 200 196'5 192'2 10'820
32 155'5 212'1 148'5 175 163 170'8 12'538
33 169 178 135 169 164 163'3 8'223
34 130'5 170'4 121'8 156 133'6 148'7 9';53
35 140 186 131 167 157 156'2 10'905
.36 153'5 184 136 168 161'5 159'5 97360
37 170 227 178 190 163'5 185'7 12'556
38 169 197 164 179 176 177 6'314
39 190'5 210'3 177 195'5 171'5 188'9 7'699
40 149'5 200 160 179 171'5 172 9'625
41 160 188 155 172 138 162'6 9'36

42 172 199 160 183 171 177 7'37

43 166'4 196 150'3 178 170 172'1 8'355
44 163'3 218 171 185'4 178 183'1 10'570
45 165 196 158 181 175 175 7'355
46 108 139 160 120 B7 114 9'048
47 120'5 1473 110 127 100 120'9 8'975
48 114’6 138 108'5 121 95'5 115'5 7'850
49 117'5 143'5 107 121'5 110'5 120 7'155
50 109'5 141 110'5 124 115 120 6'531
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En la figura 21 se muestra la dindmica de secrecién
de insulina de los grupos control(n=5) 24 horas de

ayuno(n=5) y 4 dias de ayunc (n=5).

La perfusidn estd dividida en dos periodos: un
primer pericdo de 30 minutos de duracifén con glucosa
5'5SmM y un segundo periodo con glucosa 33'4mM. Al

final de la perfusidn se infundié noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecidn basal de
insulina casi i{dentica para los grupos de 1 y 4 dias

de ayuno, siendo ligeramente superior la del grupo

control.

Al pasar de glucosa 5'5mM a glucogsa 33'4mM aumenta
ripidamente la secrecién de insulina en los tres
grupos alcanzando a los 4 minutos unas SOO/UU en

el grupo control,lSO/uU en el grupo de 1 dia de ayuno

y de 120 ,uU en el grupo de 4 dias de ayuno.

/

La perfusidn con noradrenalina provoca un descenso
rdpido de la secrecibén en los tres grupos estudiados,

que llega a unos 120/uU en el minuto 100 de 1la

perfusién.

Los valores individuales de las perfusiones aquf

descritas aparecen en las tablas m°2,4 y 6.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.
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Las medias del periecdo con gluccsa 5'5mM son de
29+t4X4'144, 20'8t4'158 vy 17'9i4'431/uU/min para los
grupos control, 1 y 4 dias de ayuno respectivamente.
Las del periodo de glucosa 33'4mM son 314'6I2'822,
233'2%6'907 y 181'5i8'367/uu/min, para 1los grupos
control 1 y 4 dias de ayuno respectivamente y las del
periodo de infusién de noradrenalina son de

147+'1*11974, 127'7%5'665 y 127'5%7'34 uU/min.



CLUCOSA 17,4 mM

m CGLUCOSA 5,5 mM =
s %
3 l'}! b '{‘% i {%%’H{\{ir[] i o———a COMTROLES(n=5)
. A S et
BoOAHALL
o i{i{ Tvi g
{ y | sn
200 ’i/\/&}\& k \ l| : l
|
Lo
T %*\{ % {\Y L \‘il :
. il
et
30 -
w 1 H 1 H‘
Geiisii
10 0 EA) 40 50 60 10 10 30 100 t(min)

Frs,21 ACCION DE LA GLUCOSA 2775 ¥ 16°7 mM SOBRE LA SECBECICN DE [NSULINA EN EL GRUPD
CONTROL:EL DE UXC Y CUATRC DIAS DE AYUNC.



127

En la figura 22 se muestra la din&mica de secrecibn
de insulina en un grupo de B dias de ayuno (n=4). La
perfusifén est8 dividida en dos periodos: un primer

periodo de 30 minutos de duraci6én con gluccsa 2'75mM
y un segundo periodo con glucosa 16'7mM. Al final de

la perfusi6n se infundib noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con

glucosa 2'75mM el pancreas responde con una secrecidn
basal de insulina gue oscila levemente entre 10 y 15
/uU/min. Al pasar de glucosa 2'75mM a glucosa 16'7mM
aumenta ligeramente la secrecifn de insulina alcanzando
en 4 minutos unas 40/uU, siendo el maximo se secrecidn
cbtenido el de 70/uU a los 32 minutos después de

iniciado la perfusibén con altos niveles de glucosa.

La perfusi6n con noradrenalina provoca un descenso
lento de la secrecifn gque llega a unos 20/uU en el

minuto 100 de la perfusidn.

Los valores individuales de las perfusiones agufl

descritas aparecen en la tabla n® 7 y pag. 130

De estos valores individuales se puede obtener la

media para cada uno de los pericdos antes citados.

La media del periodo de glucosa 2'75mM es de
9'56f3'148/uU/min frente a 34'D6f5'574/uU/min en el grupo
control (p.94) .La del periodo de glucosa 16'7mM es

de 44'7i7'882/uU/min frente a l72‘5i7'508/uU/min en
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el grupec control (p.9%4),la del periodo con infusi6n de
noradrenalina de 26'2t5'575/uu/min frente a

108'86i7'398/uu/m1n.

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descrito a continuacifn.

—
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TABLA 7 130

8 DIAS DE AYUNOY GLUCOSA 2'75 Y 16'7 .

Tubo n° INSULINA (/uU/min.) X SEM
1 318 1819 612 3 1 79 41277
2 4 11'3 5 316 6 21077
3 8 20 5 35 911 41322
4 16 26 8 5'3  |13'8 5370
5 6'9 1912 7 a's 914 31830
6 6 16 516 4 8 31157
7 10's5 19 5 6's5 |[10'2 31624
8 11 1912 915 6 11'4 31227
9 96 16'7 6'3 313 819 31323
10 915 20 6'5 a's  |10'1 31979
11 6 18 7 44 |88 31575
12 10'5 195 6 4 10 31979
13 6'5 16 515 313 8 31164
14 8'5 21 5 6 10°1 41270
15 13'5 20 6'1 9 12'1 3'495
16 25'9 30 11'5 20'5 |22 41614
17 53 5713 276 22'a | 40 10'174
18 2715 a1 22 14'6 | 26'2 61437
19 245 3512 18 10's |22 6'043
20 37 47 29'5 12's | 31'5 8'403
21 27 4812 20 17 28 81124
22 445 5915 25's5 14's5 |36 11'532
23 40 54 32'5 19's5 | 36's 81323
24 415 5215 21'2 12's | 31'9 10579
25 3915 62 27 23'5 | 38 101052
26 37 61 30 25 3812 9'206
27 48 70 35 31 46 101143
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28 45'5 7513 41 33'2 48'7 10'631
29 73 91'3 63 5212 69'8 91594
30 5815 90'5 63 53'5 66'3 91551
31 85 97 65'5 5715 762 10'404
32 67 91 60'5 54'5 682 91239
33 58 87 53 472 60'8 10'532
34 63 96 5745 54'5 67'7 11'061
35 59 76 49'5 20'5 56'2 8763
36 55 65 52 36 52 61943
37 45'5 61 39'5 31 44'3 71304
38 45'3 68'3 32'3 2517 42'9 10'848
39 43'8 72'1 39'6 36'6 48 91422
40 56 69'5 30 21'5 4412 127893
41 44 60 31 12 36'7 11'732
42 40'S 75'5 29's5 14'5 40 14'985
43 45 56 3275 28'S 40'5 71214
44 41 54 30'5 26'5 38 71098
45 47 55 35 23 40 8'083
46 33 42 25 16 28 6'411
47 28 39 18 11 24 71039
48 31 42 24 17 28'5 6'155
49 27 30 13 10 20 5754
50 16 302 10 8 16 51789
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3.3) PERFUSIONES DE AYUNO Y ESTIMULACION CON ARGININA.

La arginina es un conocidc potenciador de la secrecifn

de insulina producida por glucosa.

Es capaz de superar la respuesta insulina-secretora

méxima producida por la glucosa.

.Durante toda la perfusidn se utiliza glucosa2'75mM.

El motivo de la utilizacién de glucosa en concentraciones
basales se debe al papel permisivo de esta para provocar
la secreci6tn de insulina estimulada por otros agentes

insulino-secretores (entre ellos la arginina).

En la figura 24 se muestra la dinfmica de la secrecidn de

insulina en un grupo ccntrol {n=6) .

La perfusifn estd dividida en dos pericdos: un primer
periocdo de 30 minutos de duracifén con gluceosa 2'75mM
y un segundo periode con glucosa 2'75mM+arginina 5mb,

al final de la perfusidn se suprimif la arginina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecién basal

de insulina gue oscila levemente entre 20 y 26/uU/min.

Al pasar a glucosa 2'75mM mé&s arginina 5mM aumenta
répidamente la secrecifbn de insulina alcanzando a los

4 minutos 87/uU, siendo el miximo de secrecifn

obtenide. Al suprimir la arginina de la perfusifn hay

un descensco lento de la secrecif6n de insulina, que

llega a 22/uU en el minuto 70 de la perfusidén.locs valores
individuales de las perfusiones aqui descritas aparecen en

la tabla n°8 pag. 135.



De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo del glucosa 2'75mM es de
23'3f0'39/uu/min. La del periodo de glucosa 2'75mM +
arginina 5mM es de 63'69f2'109/uU/min y al suprimir la
arginina, es de 33'07f3'990/uU/min. Estos datos
‘pueden cbservarse en el esquema en barras descrito

a continuacién.

133
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TABLA 8

CONTROLES ARGININA 5mM CCN GLUCCSA 2'75mM

Tubo n° INSULINA ( uU/min) X ESM
1 25'5 19 25 20 21'3 25 22'6  1'285
2 277 22'7 24 27'5 30 26'6 | 26'4 1'189
3 38 37'6  17'5 29 26'3 32 30 3'444
4 24'1 32'2 23 25 26 35 27'5  2'168
5 23 20 25 20 22 1879 | 21'5  1v020
6 31 28 22 23'7  28'5 26 26'5  1'481
7 17 36 25 26'1 22 27'2 | 25'6 2'815
8 23'2 22 13'2  23'3 17 24'3 | 20'S 10'696
9 19°'5 25 31 27 22'3 26'1 | 25'2 1'773
10 17'5 27'9  27'5  22'S5  23'4 18'1| 22'8  1'987
11 31'2 12 15'7  22'3 16 18'9{ 19'4  3'019
12 20 13 27 22's 20 19 20'2 11'536
13 27 15'0 18 20 23'1 17'2 | 20'0 1'953
14 14 30'7 23 14 22'5 29 22'2  3'185
15 12 24 25 14 23 20 20 21444
16 72 61 69 57 62 61'9 | 64 2'491
17 94'5 105 91 81 74 79 87'4  5'154
18 95 92 87 81 73 80 84'6  3'673
19 99 50 55 57 56 59 61'2  6'458
20 77 80 54 69 57 68'4 | 67'5  4'656
21 61'4 42'3  73'4 64 39 71'5 | 58'6  6'549
22 93 42 58 70 80 39 63'7  9'544
23 104 83 95 45 76 91 82'3  9'250
24 40'5 34'5  39'8  72'1  60'2 34'1 | 46'8  6'988
25 87'5 43'7  68'5  55'4  73'3 65 65'6  6'727
26 46 61'2 76 48 52'5 53 56'1  4'948
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27 85 45 55 75 79 35 62'3 9'062
28 43 60 72 52 45 59 55'1 4'828
29 39 63 68 57 53 51 55'1 4'529
30 32 60'2 31'9 39'8 72'1 34'1 45 7'620
31 43'5 40°'6 58'2 45'1 70'2 34'1 48'6 5'903
32 52 25'6 37'1 22'5 43'5 21'5 33'7 5'594
33 49'5 19'6 59 30'1 28 15'5 33'6 7'655
34 37'5 15'2 42'5 27'5 25'1 17'1 27'5S 4'858
35 21 27 13 20 21'4 30 22 2'648
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En la figura 26 se muestra la dinamica de secrecién

de insulina en un grupo control (n=2).

La perfusién estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracidn con gluccsa 2'75mM
y un segundo periodo con glucosa 2'75mM + arginina
2'5mM, Al final de la perfusifn se suprimié la

arginina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecidn basal que

oscila entre 20 y 30/uU.

Al pasar a glucosa 2'75mM méAs arginina 2'5mM apenas
aumenta la secrecibén de insulina, alcanzandc a los

4 minutos 38/uU, siendo el mé&ximo de secrecidn obtenida
el de 40/uU a los 22 minutos despues de iniciado la

perfusién con arginina 2mM.

Al suprimir la arginina de la perfusidn hay un lento y
pequeno descensc de la secrecidn de insulina que llega

a 15/uU en el minuto 70 de la perfusidn.

~ De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo del glucosa 2'75mM es de

25'37t3'839/uU/min. La del periodo de glucosa 2'75mM

+ arginina 2'5mM es de 30'48f6'569/uU/min.

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descrito a continuacién.
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CONTROLES ARGININA 2'5 mM CON GLUCOSA 2'75mM

TABLA 9

139

 TOBO n°  INSULINA (,uU/min) X SEM
1 25'2 18 21'6 51091
2 15°1 20 17'5 3'464
3 21'5 34 27'7 81838
4 15 22 18'5 4'949
5 21'9 36'6 29'2 101394
6 25 327 28'8 51444
7 2312 30'4 26'8 57091
8 23 1412 1817 61222
9 18 28 23 77071
10 31 40'9 36 71000
11 24 36 30 8'485
12 28 21 24'5 41949
13 24 31'6 27'6 5'374
14 22 31 26'5 6'363
15 18 30 24 81485
16 27 38 32'5 71778
17 35 42'6 38'8 51374
18 | 26'2 35 30'6 6'222
19 23 3217 27'8 6'858
20 22'5 35 28'7 81838
21 21'6 30'6 26'1 6'363
22 22 30 26 5'656
23 21'5 34 2717 8'838
24 27 36 31'5 6'363
25 32'8 417 37'5 6'293
26 37'6 43 40'3 31818




27 28 377 32'8 6'858
28 20'4 30 25'2 6'788
29 23 30 26'5 4'949
30 20 30'7 25'3 7'566
31 20 28'5 24'2 6'010
32 15 25 20 7'071
33 15'5 21'9 18'7 4'525
34 10'4 18 15'2 3'959

12'8 17'2 15 3'111

- 35

140
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En la figura 28 se muestra la dindmica de secrecibn

de insulina en un grupo contrcl{ n=3 )

La perfusidn estd dividida en dos pericdos: un primer
periodo de 30 minutos de duracidn con glucosa 2'75mM
y un seqgundo periodo con glucosa 2'75mM + arginina

15mM, al final de la perfusifn se suprimid la arginina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con

glucosa 2'75mM el pancreas responde con una secrecién
basal que oscila entre 16 y 30/uU/min. Al pasar a
glucosa 2'75mM més arginina 15mM aumenta bruscamente la
secrecidn de insulina alcanzando a los 4 minutos
170/uU, siendo el maximo de secrecidn obtenida el de
204/uU unos 22 minutes despues de iniciada la perfusién
con arginina 15mM. Al suprimirse la arginina de la
perfusién hay un descenso ré&pido de la secrecibn de
insulina gque llega a 48/uU, en el minuto 70 de la

perfusidén.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

" Asf la media del periodo de gluccosa 2'75mM es de
25'33t3'296/uU/min. La del periodo de glucosa 2'75mM
+ arginina 15mM es de 171’93f9'707/uU/min, v al suprimir

la arginina es de 68'97t8'420/uU/min.

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descrito a continuacién,
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TABLA 10

ARGININA 15mM CON GLUCOSA 2'75mM

143

Tubo n° INSULINA( ,ul/min.) X SEM
1 37 30'4 34'6 34 21362
2 27 24 3512 28'7 4'099
3 27 23's 34 28'1 3'780
4 20 17 26 21 31240
5 20 21'3 25 22'1 1'834
6 8 15 22 15 41949
7 13'2 10 19'2 16'7 71272
8 26'1 22 27'2 2511 1'937
9 26'3 37'6 38 33'9 4'697

10 23 22's 29 24'8 2'557

11 27'5 26'5 31 28'3 1'670

12 15'7 16 18'9 16'9 1'249

13 19'4 22'5 37'S 26'4 6'845

14 22'6 25 32'7 26'7 3'731

15 24'8 28'5 40'4 3112 | 5'764

16 90'9 113 97 100 8'070

17 115 190 164 169'6 12'851

18 . 183 180 199 187'3 7v'223

19 186 177'1 218 183'7 157211

20 180 171 206 185'6 12'853

21 175 164 201 180'5 13'437

22 130 167'5 175 157'5 17'050

23 162'8 173 189'4 175 97490

24 187 202 230 206'3 . 15'434

25 193 202 206 200'3 4'708

26 192 196'5 226'3 204'9 13'182



27 166" 2 171 199 178'7 121527
28 142'8 153 1694 155'5 91490
29 118'2 123 151 1307 12'069
30 150 133 178 153'5 16'069
31 98 114 132 114'6 12'028
32 83'6 108'3 99 96'9 8'821
33 58'8 64'8 76'7 66'7 6'442
34 25'4 29'6 54 36'3 10'921
35 18'4 30'5 41'5 30'1 8'171

144
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En la figura 30 se muestra la dinamica de secrecién

de insulina en un grupo control de 4 dias de ayunoc (n=4).

La perfusién esta dividida en dos periodos: un primer
periocdo de 30 minutos de duracién con glucosa 2'75mM y
un segundo periodo con glucosa 2'75 mM + arginina 2'5mM.

En el minuto 60 de la perfusifn se suprimid la arginina.

‘De los datos obtenidos se puede afirmar gque con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecifn basal de
insulina que cscila entre ¢ vy 13/uU. Al pasar a glucosa
2'75 mM + arginina 2'5 mM hay un pequeno aumento en la
secrecidn de insulina alcanzandc a los 4 minutos 23/uU

y manteniendose con muy pequenas modificaciones.

Al suprimir la arginina en el minuto 60 de la perfusidn
hay un descenso de la secercién de insulina. En el

minuto 70 de la perfusidn, la secrecidn es de 7'2/uU.

Los valores individuales de las perfusiocones agui

descritas aparecen en la takla n°ll1 pag.147.

De estos valores individuales se puede cbtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asi la media del periodo de glucosa 2'75 mM es de
11'19i1'779/uU/min. La del periodo de glucosa 2'75 mM +
arginina 2'5 mM fue de 17'67i3'602/uU/min y al suprimir
la arginina y continuar la perfusidén con glucosa 2'75 mM

solala media fue de 9‘81il'897/uU/min.

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacidn.
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TABLA 11

147

4 DIAS DE AYUNO Y GLUCOSA 2'75mM Y ARGININA 2'S5mM

Tubo n° (Insulina/uU/min) 17_{ SEM
1 11'8 1413 8'4 9'8s 11 11479
2 12'3 15'07 8'3 8'3 10'9 1'910
3 13'8 15'2 8'8 11'8 12'4 1'602
4 15'8 21'8 8'3 9'8 13'92  3'562
5 10'8 15'1 7'3 9'3 10'6 17911
6 14 207 8'6 10's6 13'4 3'064
7 11'2 16'3 8'3 9'37 11'3 2'047
8 11'4 13'8 7'2 7'8 10 1'797
9 9'8 18'3 7'47 8'S 11 2'856
10 144 17'5 7'57 9'8 12'29  2'604
11 10'8 12'1 6'2 10'4 9'8 11475
12 12'8 14'8 7'8 10'8 11'5 1'720
13 9'1 15'4 7'2 7'8 9'8 2'175
14 11'8 15'3 7'4 8'2 10'6 2'095
15 9'8 11'8 6'8 6'8 8'8 1'414
16 17'8 22'1 10'2 17'4 16'8 2'847
17 22'9 32'2 20'3 16'6 23 3'869
18 22'1 31'1 18'4 16'8 22'1 3'693
19 ©15'1 26'1 9142 5'8 14'1 5'118
20 18'1 24'8 6'9 12'5 15'5 4'424
21 22'3 32'8 17'8 9'8 20'6 57539
22 23'1 32'1 15'8 17'4 22'1 41252
23 25'3 36'3 13'2 14'3 2212 6'252
24 17'7 23'4 3'3 12'3 14'1 4'936
25 13'1 22'1 74 5'8 12'1 4'252
26 28'4 37'3 17'3 13'7 241 6'210




27 14'8 10'8 9'8 6'8 10'5 1'907
28 20 22'3 2'8 3'8 12'2 5'979
29 20'8 25'3 10'4 11'8 17 4'135
30 23's8 20'8 i0's 17 18'1 3'136
31 20'7 18'7 B'2 11'2 147 3'440
32 20'7 17'2 8'7 3'7 12'5 4'486
33 13'7 8'4 9 6'5 9'4 1'765
34 9 417 2'3 4'8 5'2 1'607
35 9'4 6 47 8'7 7'2 17172

148
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En la figura 32 se ruestra la dinfmica de secrecidn

de insulina en un grupo de 4 dias de ayuno {n=6). La
perfusifn estd dividida en dos periodos: un primer
periocdo de 30 minutos de duracién con gluccsa 2'75mM

y un segundoc peribdo con glucosa 2'75mM + arginina 5SmM.
Al final de la perfusidn se suprimid la arginina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecidn basal

de insulina gue oscila levemente entre 15 v 25/uU/min.
Al pasar a glucosa 2'75mM + arginina 5mM aumenta la
secreci6én de insulina alcanzando a los 6 minutos

49/uu, siendo el miaximo de secrecién obtenido el de
52/uU a los 22 minutos despues de iniciada la perfusidn

con arginina.

La supresién de arginina en el minuto 60 de la perfusidn,
provoca un descenso de la secrecién de insulina que

llega a 18'1 ,uU en el minuto 70 de la perfusidn.

/

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n°®12 pag.152.

De estos valores individuales se puede ocbtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 2'75ml es de

+
18'53-0"
0 804/

grupo control

uU/min frente a 23'3t0'39/uU/min en el

La del periodo de glucosa 2'75mM + argihina S5mM fué de

36'56%1'555 uU/min frente a 63'6f2'1o/uu/min en el

/
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grupo control (p.132) al suprimir la arginina y continuar
la perfusién'con glucosa 2'75mM sola, la media fué
de 23'9f3‘200/uU/min frente a 33'Of3'99/uU/min en el

grupc control (p.132).

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacién.
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TABLA 12

4 DIAS DE AYUNO CON GLUCOSA 2'75mM, ARGININA 5mM

152

Tubo n° INSULINA(/uU/min.) g SEM
1 18'5 B'2 20 13 9'4 29 16'33 3'486
2 10'5S 16*2 12 30 22 7'4 16'4 3'749
3 11'5 33 23 35 14'3 34'1 25'15 4'679
4 14'5 37 22 15 38'7 6 22'33 5'881
5 13'9 11 173 10'7 7 26'2 144 3'019
6 19 12'5 4 13 20'7 4 12'20 3'185
7 25 15 13 8 30'2 14'1 17'55  3'719
8 32 22'7 31 6 30'5 21 23'86 4'426
9 9 4 11 21 35 24 17733 5t127

ig 10 26 36'5 14 25 16 21125 4'363
11 11'1 6'2 10 33 9 12 13'5 4'354
12 17'2 12 16'1 26 7 15 15'6 2'815
13 23'3 21 22 32'3 6 12'2 19'4¢6 4'110
14 16 20'3 14 35'2 4 19'9 18'25 4'562
15 20'2 26'1 23 31 10 28 23 3'319
16 30'1 38'3 37 29'5 41 35 35'33 2'049
17 40 26'3 33 21's  41'6 42 34 3'869
18 57'7 34 61 52'3 54 40'9 4974 4'436
19 38'9 42 30 55 40 43 41'33 3'611
20 33'7 26 35 40 28 12 29 4'372
21 17'5 30 32'1 62 21'6 51'5 35'6 7'789
22 30'3 31 25'3 20'2 25 51'2 30'66 4'867
23 - 21 i8 38 40 31 24 29 4'075
24 24'1 18'1 32'5 39'5 20'1 30!'5 | 27'5 3'647
‘25 51'7 30 35'6 28 25 43'6 3566 4'581
26 72 55 34'1 45 38 70 52 7'204
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217 75 42 30'6 32 25'2 50'6 37'66 2'601
28 36'3 27'5 38'6 23'9 45'5 37'6 34766 3'527
29 44 29'8 30 39'4 42'4 39 37 2'739
30 45 35 40 58 32 26 39133 51025
31 39'8 1271 30'3 33'8 41'8 22'3 30 5'018
32 24 32'5 18'9 34 36'3 28'6 29 2'950
33 28'4 14'8 1974 39 25'4 5'44 22 5'193
34 27'6 11 20 29 22 13'6 20'5 3'243
35 29 23 13'1 20 13'5 10 18'1 3'213



En la figura 34 se muestra la dinamica de sccrecitn

de insulina en un grupo control de 4 dias de ayuno(n=4).

La perfusién esta dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 2'75mM y
un sequndo periodo con glucosa 2'75 mM + arginina 15 mM.

En el minuto 60 de la perfusidn se suprime la arginina.

De los datos obtenidos se puede afirmar qﬁe con glucosa
2'75 mM el pancreas responde con una secrecidn basal de
insulina gue oscila entre 12 y 18/uU. Al pasar a glucosa
2'75 mM + arginina 15 mM hay un aumento ripido en la
secrecibtn alcanzando a los 6 minutocs 75'5/uU, siendo el
maximo de secrecibn obtenido el de 114'5/uU a los 28

minutos despues de iniciado la perfusién con arginina.

Al suprimir la arginina en el minuto 60 de la perfusidn
hay un descenso de la secrecién de insulina. En el minuto

70 de la perfusién la secrecidn es de 47'3/uU.

Los valores individuales se las perfusiones aqui descritas

aparecen en la tabla n® 13 pag. 156.

De estos valores individuales se puede obtener la media

- para cada uno de los periocdos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 2'75 mM es de
15'85f2'241/uU/min. La del periodo de glucosa 2'75 mM
+ arginina 15 mM fue de 82'37t6'322/uU/min y al suprimir

la arginina y continuar la perfusifn con glucosa 2'75 M

sola, la media fue de 59'02f8'267/uu/m1p.

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descritc a continuacidn,

154
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4 DIAS DE AYUNO Y GLUCOSA 2'75 mM Y ARGININA 15 mM

TABLA 13

156

Tubo n°® (INSULINA uU/min) X SEM
1 9'8g 13 20 21 15'95 3'134
2 21 9'5 19 17'5 16'7 2'910
3 14 7 21 24 16'5 4'384
4 9 5 13 10 9'2 1.907
5 11 7 7 5 7'5 1'453
6 12 22'6 17 27 19'6 3'775
7 21 15 13 27'5 19'1 3'774
8 22 7 15'5 25 17'3 4'603
9 12'9 14 17'5 28 18'1 3'975
10 15'3 23 8'4 26 18'2 4'574
11 12 16 18 25'2 17'8 3'191
12 7 14 6 23 12'5 4'533
13 12 18 11 30 17'7 51041
14 12 22'2 9'9 27 17'8 4'714
15 6 9'8 18 22 13'9 4237
16 40 52'4 63 28 45'8 7'580
17 50 80 82'2 46 64'5 9'584
18 78 86 77 61 75'5 5'230
19 56 88'4 86 42 68'1 11'397
20 81 80 81 53 73'7 6'916
21 63'8 72 93 35 65'9 12'009
22 70 82 77 34'4 65'8 10'767
23 72 90 81 57 75 7'032
24 71 86 97 56 78 9'295
25 66 104 90 54 78'5‘ 111322
26 88 96'6 86'8 59'2 82'6 8'115




27 88 102 109 17 94 7'147
28 82 132'6 108'4 84 1017 11'893
29 89 132 129 108 114'5 10°034
30 108 134'6 1li6'4 88 111'7 9'642
31 49 87 56 73 66'2 g+'881
32 41 84 60 75 65 10862
33 45 80 52 65 60°'5 8'900
34 40 86 41 57 56 12'391
35 36'5 60 38'5 54'5 47'3 6'726
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En la figura 36 pag.l60 se muestra la dindmica de
secrecién de insulina en un grupo de 8 dias de ayuno

(n=6).

IL,a perfusién estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 2'75mM

Yy un segundo.periodo con glucosa 2'75mM + arginina 5mM.
En el minuto 60 de la perfusién se suprimid la

arginina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde CcoOn una secrecidén basal

de insulina que oscila entre 8 y 16/uU/min. Al pasar

a glucosa 2'75mM + arginina 5mntl, hay un pequeno

aumento en la secrecidn de insulina alcanzando a los

6 minutos 28/uU v manteniendose con pequenas mcdificaciones.
Al suprimir la arginina en el minuto 60 de la perfusién

hay un descenso de la secrecién de insulina igualandose

a los valores basales. En el minuto 70 cde la perfusion
la secrecion de insulina fue de 16,4/uU.

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n° 14 pag. 161,

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

As? la media del periodo de glucosa 2'75mM es de
12'16fl'028/uU/min frente a 23'3f0'39/uU/min en el grupo
control {(p.132) La del pericdo de glucosa 2'75mM +
arginina 5mM fué de 24'9t2'407/uU/min frehté a

63'6f2'109/uU/min en el grupo control (p.132) @l suprimir
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la arginina y continuar la perfusién con glucosa
2'75mM sola la media fué de 18'03i2'506/uU/min frente

a 33'07i3'990/uU/min en el grupo control

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacién.
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8 DIAS DU AYUNO CON GLUCOSA 2'75mM, ARGININA Smil

TABLA 14

lel

TNSULINA( yuU/min.)

Tubo n° g SEM
1 3'5 62 4 8 9 7'4 6'35 0'990
2 9 10 L12'5 17 4 7 10 2'012
3 iz 6'2 13'3 13'2 7 11'3 10'5 1'396
4 117 22 19 21 1273 11'3 16 2'226
5 B'S 6'6 9'5 10 16'5 7'5 9'7 1'577
6 13 4'3 5 7 17'6 5'7 8'7 2'388
7 11 8'7 17 23'5 13 26 16'5 3'116
8 20 15 24 10 8 9 14'3 2'92¢0
9 29 20 14 15 8 10 i6 3'405

10 28 5 8 20 13 12 714‘3 3'759

11 15%2 4 4'9 13 7 5'3 8'23 2'101

12 12'7 2'7 9 4 3'5 6'6 6'25 1'724

13 10 12'7 20 10 21'5 25 16'5 2'887

14 26 151 20 13'3 6'9 10 15'2 3'093

15 20 8'4 10 17 9'2 15'5 13'35 2'145

16 21 73 i0 13 15.3 8'5 12'5 2'276

17 17 31 36 11 30 9 22'33 5'119

18 40 28 25 19'5 32 26 28'6 3'125

19 '42 20 39 25 11 19 26 5'425

20 33 27 19 15 32 20 24'3 3'318

21 30'5 23'1 20 35 41'5 28'5 29'3 3'498

22 35'2 27 -~ 19'9 36 31 20'3 28'23 3'164

23 35 16'1 31 13'2 22'1 30 24'5 3'932

24 30'2 10 20 14 26 23 20'5 3'366

25 36 22'4 9 11 30 31 53'23 4'987

26 40 22'6 20 18 24 36 26'76 47039



27 41 20 25 18 14'8 39 26'3 47979
28 40 21 30 38 16 12'5) 26'5 5'149
29 41°'7 207 32 44 30'6 25'5| 3241 4'044
30 34 1973 27'6 20 13'5 24 23 3'200
31 35 22 27 19'1 1412 30 24'6 3'395
32 32 29 12 24'7 21 30 24'78 3'315
33 20 15'3 8'5 7'3 9 12 1201 21174
34 20'6 14 10 17 7 6 12'43 2'583
35 25'7 19 12°'5 22 10'6 8'74 16'4 3'050

162



163

En la figura 38 se muestra la dini&mica de secreciodn
de insulina en los grupos controles (n=6), 4 dias de

ayunc (n=6) y 8§ dias de ayuno (n=5).

La perfusifn estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracidén con glucosa 2'75mM

y un segundo periodo con glucosa 2'75mM + arginina S5mM.
Al final de la perfusién se suprimié la arginina(minuto 60} .

De los datos obtenidos se puede afirmar gque con
glucosa 2'75mM el pancreas responde con una secrecibn
basal de insulina que va disminuyendo al aumentar el

periodo de ayuno.

Al pasar de glucosa 2'75mM a glucosa 2'75mM + arginina
5mM aumenta r&pidamente la secrecibén de insulina en el
grupo control, siendo més lenta a los 4 dias de ayuno
y més aun a los 8§ dias de ayunoc. A los 4 minutos se
alcanza unos S/uU de insulina en el grupo control,
frente a 34/uU a los 4 dias de ayuno y de 22/uU a los
8 dias de ayuno, siendo el méximo de secrecidn
obtenido despues de iniciada la perfusidn de glucosa
2'75mM + arginina 5mM de 87/uU a los 4 minutor en el
grupo control (p.l32frente a 52/uU a los 22 minutos

en el grupo de 4 dias de ayuno y 32/uU a los 28

minutos en el grupo de 8 dias de ayuno.

La supresién de arginina provoca un descenso en la
secrecién de insulina en los tres grupos que llega a

22, 18 vy 16/uUen los grupos control, 4 y 8 dias de
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de ayunc respectivamente en el minuto 70 de la perfusibn.

Los valores individuales de las perfusiones aquf

descritas aparecen en la tabla n°® 9, 12 y 14

De estos valores individuales se puede obtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 2'75mM es de
23‘3t0'39/uU/min en el grupo control (p.132)18'5%0'80
/uU/min a los 4 dias de ayuno y de 12'lf1'02/uU/min
a los 8 dias de ayuno. La ael periodo de glucosa
2'75mM + arginina SmM fué& de 63'6t2'10/uU/min en los
controles, 36‘5f1'55/uU/min a los 4 dias de ayunc y

24'9i2'407/uU/min a los 8 dias de ayuno, y al

suprimir la arginina y continuar la perfusién con glucosa

2'75mM sola la media fué 33‘07i3'99/uU/min en los
controles 23'9f3'20/uU/min en el grupo de 4 dias de
ayuno y de 18'03i2'506/uU/min en el grupo de 8 dias

de ayuno.
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3.4) PERIUSICNES DE AYUNO Y ESTIMULACION CON BETA-OH-

~BUTITRATO.

Durante toda la perfusidén se utiliza glucosa 5'5mM.
El motivo de la utilizacidén de glucosa se debe al papel
permisivo de esta para provocar la secrecidn de insulina

estimulada por otros agentes insulinosecretoras.

En la figura 39 se muestra la dindmica de secrecién

de insulina en un grupo control (n=6) .

La perfusidén estd dividida en tres pericdos: un primer
periodo de 30 minutos de duracidén con glucosa 5'S5mM,

un segundo periodo con glucosa 5'5mM y Beta-OH-butirato
7mM y un tercer periodo con glucosa 5'5mM en el cual se
administra un pulso de glucosa concentrada (0'2ml al 50%)
a los 10 minutos de iniciado este periodo y un pulso de
noradrenalina a los 20 minutos de iniciado este tercer

periodo.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecién basal de

insulina que oscila entre 40 vy 25 ,uU/min.

/
'Al pasar de glucosa 5'5'mM sola, a glucosa 5'5mM +

+ BetaOH butirato 7mM aumenta ripidamente la secrecidén
de insulina alcanzando en 2 minutos'loo/uU, siendo el
maximo de secrecidn obtenido el de llo/uU a los 20
minutos despues de iniciada la perfusibn con glucosa
5'5mM + Beta OH butirato 7mM, al pasar a glucosa

5'5mM decrece la secrecidn hasta 60/uU a los 8 minutos
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El pulso de glucosa concentrada (0'2ml al 50%) aumenta
rédpidamente la secrecibn de insulina alcanzando en 2

minutos 176/uU.

La perfusién noradrenalina provoca un descensgso répido
de la secrecifn que llega a 71'5/uU en el minuto 90

de la perfusién.

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n® 15 rpag. 169,

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la X del periodo de glucosa 5'SmM es de37'01t1'002
/uU/min. La del pericdo de glucosa 5'5mM + Beta OH butirato

7mM es de 99'68f2'547/uu/min.

La de glucosa 5'5mM sola, a continuacifn del periodo
anterior es de 81'5f2'175/uU/min'siendo la del periodo
con el pulso de glucosa concentrada(0'2ml al 50%) es
de 141'7i2'063/uu/min y la del periodo con infusién

de noradrenalina de 90'62f2'212/uU/min.

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacidn.
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TABLA 15

CONTROLES CON GLUCOSA 5'5mM Y BETA-OH-BUTIRATO 7 mM
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Tubo n° INSULINA{ ,uU/min.) X SEM
1 34 42 36 52 33 44'9 40'3 3'301
2 35 40 38 51 33 61'2 43'1 4'871
3 36'2 41 29'3 35 20'5 41'6 33'7 3'474
4 35 47 36 3817 27 44 38'3 3'184
5 33'5 56'5 40 36'5 26'6  45'5 39'7 4'628
6 34 50'5 46'3 35 40 50 42'5 3'282
7 443 30 41 34'9 32 472 382 3'114
8 31 24'5 38 24'3 39'6 35 32'1 2'961
9 30 23 31 23'1 26 20'2 25'5 1'905

10 30 24'9 42 46 33'3 35'1 35'2 3'461

11 31 28 50 40 47'2 29'1 37'5 4'284

12 31'6 32'5 45 39 42'7 277 36'4 3'059

13 46 34'3 40 37 45'6 29'7 38'7 2'866

14 28 25 40 37 35 23'9 31'48 3'000

15 38'5 45'3 51 43 40 3773 42'5 2'276

l6 105 90'9 112 86 92 113 100 57214

17 88 78 95 100 114 103 86'3 5'57

18 82 77 84 94 108 97'5 90'4 5'152

19 97 75 87 101 129 65'6 02'4 9'968

20 89 102 83 104 83 921 93'6 3'573

21 118 90 104 134 120 96 110'3 7'406

22 88 83 90 100 114 103'5 96'4 57152

23 90 83 91 97 102 105 94'6 3'671

24 101 BG 60 105 93 109 92'33 7'996

25 105'2 100'7 104'5S 99'4 122'6 127'5 110 5%353

26 | 124 109 118 92 100 94 106 5'840

27 109 100 96 103 110'7 94 i02'1 3'027
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28 96'9 107 92 112 98 115 103'4 4110
29 83'2 100'7  86'5 97'4 104'6 121'5 | 100 5'590
30 95'9 102 112 124 105 108 107'8 41302
31 91'1 125 94'8 86'9 115 87 100 7'200
32 74 86 88 g2 103 98 90'1 4'525
33 86 74 96 70 62 69 76'1 5'599
34 62 56'3 59 47'5 67'5 68 60 3'434
35 132 150 118 143 122 141 134 5'617
36 181 189 176 157 169 186 176'3 5'304
37 129 152 131 153 128 150'8 | 140'6 51559
38 130 131 128 137'2 120 119'1 | 127'5 3'094
39 137 121'3  132'6 134 143 112'5} 130 4'986
40 107 128 109 134 129 115 120 5'116
41 89 114 83 116 93 103 100 6'059
42 86 79 95 109 92 115 96 6'118
43 852 62'7  80'S 61'4 84'6 105'5| 80 7'330
44 94 88 81 77 51'5 66 7673 6'909
45 55 64 81 75 70'4 84 71'5 4'847
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En la figura 41 se muestra la dinfmica de secrecibn

de insulina en un grupo de 4 dias de ayuno (n=5) .

La perfusifn estd dividida en tres periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 5'5mM,

un segundo pericdo con glucosa 5'5mM + Beta-OH-butirato
7mM y un tercer periodo con glucecsa 5'5mM en el cual se
pone un pulso de glucosa concentrada{(0'2ml al 50%) en el
minuto 70 de la perfusién y un pulso de noradrenalina

en el minuto 80 de la perfusidn.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecidn basal de
insulina que oscila entre 10 y 25/uU/min. Al pasar de
glucosa 5'5mM sola a glucosa 5'S5mM + Beta-OH-butirato 7mM
aumenta lentamente la secrecidén de insulina alcanzando

en 4 minutos 36/uU, siendo el maximo de secrecidn
obtenida el de 66/uU a los 22 minutos despues de iniciada
la perfusién con glucosa 5'5mM + Beta-OH-butirato 7mM.

Al pasar a glucosa 5'5mM sola decrece la secrecidn hasta
38'2/uU a los 8 minutos. El1 pulso de glucosa

concentrada (0'2ml al 50%) aumenta r&pidamente la

- secrecidén de insulina alcanzando en 2 minutos 128/uU.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso répido de
la secrecibén que llega a 42'2/uU en el minuto 90 de

la perfusibn.

Los valores individuales de las perfusiones quif descritas

aparecen en la tabla n° 16 pag.174.

De estos valores individuales se puede obtener la media
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para cada uno de los pericdos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 5'5mM es de
18'32f2'209/uu/min frente a 37'01f1'00/uu/min en el

grupo control(prl66).

Al perfundor con glucosa 5'5mM + Beta-OH-butirato la

media fué de 47'29Y1'389 ,uU/min frente a 99'6.2'54

/

/uU/min en el grupo cantrol(p.166).

La del periodo de gluccsa 5'bmM + el pulso de glucoeosa
concentrada (0'Z2ml al 50%) es de 116'78f3'980/uU/min
frente a 141'7i2'06/uU/min en el grupo control{p.l66)y
despues del pulso de noradrenalina la media fué de
52‘4f3'572/uU/min frente a 90'6t2'21/uU/min en el

grupo control(p.166).

Estos datos pueden observarse en el esgquema en harras

descrito a continuacién.
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TABLA

16

4 DIAS DE AYUNO CON GLUCOSA 5'5mM Y BETA-OH-BUTIRATC 7mil

174

Tubo n° INSULINA( suU/min) X SEM
1 8'8 27 12'8 29'1 19'8 19 41386
2 31'2 22 18 33 26 28 21168
3 21 26 17 37 22 24'6  3'817
4 17 16 12 26 9 16 31221
5 19 10 17 2812 16 18 3'298
6 26 20 15 29 10 20 31889
7 17 12 28 31 22 22 31889
8 10 18's 25 28 11 18'5  4'036
9 18 20'5  15'9 30'5 26'6 22'3  3'045

10 25'6 11'4  18'3 30 25 22'06 3'640
11 10 21 15 5 9 12 3'082
12 5 9 10 16 10 10 1'968
13 8 10 15 27 11 14'2  3'798
14 8'5 6'9 12 20'5 13'6 12'3  2'653
15 12 21 9 24 14 16 31142
16 13 24'5 8'6 30 14 18 4'441
17 34 22 36 47 43 36'4  4'803
18 43 55 36 60 36 46 5'511
19 40 52 48 62 38 48 4'847
20 40 30 58 25 37 38 6'314
21 40 34 55 17 24 34 8'162
22 43'6 37'6  55'3 30 54 44'1  5'389
23 | 40 30 43 28 59 40 6'194
24 49 65 54 43 69 56 51431
25 36 48 50 60 58 50'4  4'764
26 59 71 42 85 76 66'6  8'326
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27 60 404 503 69 51 541 51411
28 51 37 40 61 39 456 5'094
29 72 98 52'3 68'4 80 74'1 8'359
30 43 61 50 81 67 604 71412
31 46 70 40'3 36'4 68 5211 71890
32 51 77 32 57 35 504 91107
33 56 a1 26 37 40 40 51373
34 37 30 43 58 23 382 6'684
35 90 115 98 136'3 110°'5| 110 81877
36 | 130 132 134 153 91 128 11'319
37 108 93 117 124 127 113'8 6'868
38 94 131 139 124 152 128 107834
39 117 88 110 126 100 104'2 51481
40 68 7214 503 95 65 70'1 8'092
41 50 682 49 58 65 58 41315
42 40 39 50 59 64 504 51574
43 31 59 45 65 40 48 6'946
44 38 56 30 61 45 46 6'354
45 37 45 53 28 a8 4212 4'916
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En la fig. 43 se muestra la din&mica de secrecién de
insulina en grupo &e 8 dias de ayuno (n=5). La perfusidn
estd dividida en 3 pericdos: un primer periodo de 30
minutos de duracién con glucosa 5'5 mM, un segundo
periodo con glucosa 5'5 mM + beta-OH-butirato 7mM y

un tercer periodo con glucosa 5'5 mM en el cual se
infunde un pulso de glucosa concentréda (0'2ml al 50%:

a los 10 minutos de iniciado este periodo y un pulso de

neradrenalina a los 20 minutos.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5 mM el pancreas responde con una secrecifin basal de
insulina que oscila levemente entre 10 y 15 /uU. Al
pasar de glucosa 5'5 mM sola a glucosa 5'5 mM+beta-OH-
butirato 7 mM aumenta discretamente la secrecién de
insulina alcanzando a los 4 minutos 36/uU siendo el
miximo de secrecidn obtenido el de 37,6/uU a los 6
minutos despues de iniciada la perfusidn con glucosa
5'5 mM + beta-QOH-butiratoc 7 mM. Al pasar a glucosa

5'5 mM sola, decrece la secrecion hasta 21/uU a los

.8 minutos.

£l pulso de glucosa concentrada (0'2ml al 50 3)
aumenta la secrecitn de insulina alcanzando unas
70/uU. El pulso de noradrenalina provoca un lento
descenso de la secrecién que llega a 25‘8/uU en el

minuto 90 de la perfusién.

Los valores individuales de las perfusiones équi



descritas aparecen en la tabla n°l7 pag.l79.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 5'5mM es de

15725511209 uU/min frente a 37'01i1'00/uU/min en el

/
grupo control{p.166).

La del periodo de glucosa 5'5mM + beta-OH-butirato 7mM
es de 29'36f3'163/uu/min frente a 99'6f2'54/uU/min en
el grupo control(p.16e)la del periodo de glucosa 5'5 mM
despues del pulso de glucosa concentrada en de
42'84i3‘754/uU/min frente a 141'712'06/uU/min en el
grupo control(p.l66)y tras el pulso de noradrenalina fue

de 33'18i4'122/uU/min frente a 90'6i2'2/uU/min en el

grupc control (p.166).

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descrito a continuacién.
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TARLA 17 179

8 DIAS DE AYUNO CON GLUCOSA 5'5miM ¥ BETA-CH-BUT RATO 7mM

Tubo n° - INSULINA( ,ul/min.) X SEM
1 12 27 16 11 7 14'6 3'815
2 18 39 13 10 20 20 5'665
3 20'6  16'4  13'3 35 25 22 41235
4 21 25 10 29 15 20 3'805
5 10 19 12 24 15 16 2'805
6 16 10 22 8 15 14'2 21745
7 17 26 12 9's 18 16'5 31180
8 12'8 20 6'8 24'1 15'8 | 15'9 3'320
9 7 11 12 10 20 12 2'42

10 27 14 11 10 . 9 14'2 3'695

11 28'5 16 11 10 8 147 41125

12 23 20 8 17 12 16 3'020

13 16 11 12 5 8 10'4 2'075

14 17'6 10'5 13 8'5 11'9 12'3 1'700

15 15 6 13 7 9 10 1'936

16 38'6 14 20'5 10 17 20 5'54

17 50 42 27 37 24 36 5'35

18 - 52 31 26 36 43 37'6 5'105

19 40 21 28 24 38 30'2 4'215

20 41 32 27 19 21 28 4'440

21 19 24 30 35 22 26 3'22

22 40'1  20'8 25'8  33'S 14's | 27 5'000

23 41 23 28 33 25 30 3'605

24 44 18 23 32 25 28'4 5'030

25 ‘40 36 30 24 20 30 4123

26 43 29 26 31 le 29 4'86
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27 30°'5 25'6 18 20'5 16'9 22'3 2'835
28 40'6 23 29's5 11 16 24 5'805
29 35 41 30 29 25 32 3'080
30 50 45 40 28 37 40 4'165
31 45 28 . 33 29 55 38 5'830
32 36 47 17 26 24 30 5840
033 23 9 20 12 16 16 2'850
34 38 33 23 19 20 26'6 4'220
35 35 18 19 26 10 21'6 4'695
36 41'1 26'8 20'8  35'8 15'5 28 5'255
37 57 44 33 37 49 44 4'769
38 84 56 80 70 63 70'6 5'805
39 57 50 38 59 46 50 4'255
40 58 53 48 36 35 46 5111

41 53 47 21 31 40'5 38'5 6365
42 48 36 29 31 26 34 41315
43 40 27 35 18 30 30 4'165
44 38 31 21 16 19 25 4'596
45 36 30 24 17 22 25'8 3'681
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En la figura 45 se muestra la dindmica de secrecifn
de insulina en los grupos control (n=6), 4 dias de

ayuno (n=5) 8 dias de ayuno(n=53).

La perfusién estd dividida en 3 periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 5'5mM, un
seqgundo periodo de glucosa 5'5mM + Beta-OH~butirato 7mM
y un tercer periodo con glucosa 5'5mM en el cual se
infunde un pulsc de glucosa concentrada (0'2ml al 50%)

vy otro de noradrenalina al final de la perfusidn.

De los datos obtenidos se puede afirmar qque con glucosa
5'5SmM el pancreas responde con una secrecibn basal de
insulina casi identica para los grupos de 4 v 8 dias de

ayuno, siendo superior la del grupo contrcl.

Al pasar de glucosa 5'5mM a glucosa 5'5mM + Beta-QOH-
butirato hay un ascenso brusco de la secrecién de
insulina en el grupo control, y mucho mas lenta y
disminuida a los 4 y 8 dias de ayuno , alcanzando a
los 2 minutos 100/uU en el grupolcontrol y 36/uU a
los 4 minutos en los grupos 4 y 8 dias de ayuno, al
pasar a glucosa 5'5mM y despues del pulsc de glucosa
concentrada hay un aumento en la secrecidn de insulina
en los tres grupos, siendo esta mds pequefia a medida
que aumenta el periodo de ayuno. El pulso de
noradrenalina al final de la perfusién provoca una
disminucién de la secrecifn insulina que es mis lenta

al aumentar los dias de ayuno,

Los valores individuales de las perfusiones aqgui
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descritos aparecen en las tablas n®°15, 16 y 17,

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Las medias del periodo con glucosa 5'5mM son de
37'01i1‘002, 18'3%2'20 v 15'2fl'20/uU/min para los
grupos control, 4 y 8 dias de ayuno, respectivamente.
Las del periodo de glucosa 5'5mM + Beta-OH-butirato
son 99'6X2'54, 47'2%1'38 y 29'3f3'1/uu/min, para los

grupos control, 4 y 8 dias de ayuno.

Las del pericde de gluccosa 5'5mM despues del pulso de
glucosa concentrada (0'2ml al 50%) son l41'7t2‘06,
116'7¥319 Y 42'8f3'75/uU/min para los grupoé control,
4 v 8 dias de ayuno respectivamente y tras el pulso
de noradrenalina fueron 90'6%Y2'2, 52'4F73'5 y 33v1%4412

/uU/min para los grupos control, 4 y 8 dias de ayuno.
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5) PERFUSIONES DE AYUNO Y REALIMENTACION.

En las figuras 46 y 48 se muestra la dindmica de
secrecién de insulina en el grupo de 4 dias de ayuno
mas dos de realimentacidn (n=4) frente a los grupos

de 4 dias de ayunc y controles respectivamente.

La perfusién estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 2'75mM
y un segundo periodo con glucosa 16'7mM. Al final de la

perfusidén se infundié noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con
glucosa 2'75mM el pancreas responde con una secrecidn
basal de insulina que oscila levemente entre 10 y 20
/uU/min. Al pasar de glucosa 2'75mM a glucocsa 16'7mM
aumenta en pocos minutos la secrecidn de insulina,
§1canzando en 8 minutos 73/uU siendo el m&ximo de
secrecifn obtenido el de 135/uU a los 24 minutos
despues de iniciada la perfusidén con altos niveles

de glucosa.

La perfusién con noradrenalina provoca un descenso

. de la secrecidn gue llega a unos 37/uU en el minuto

100 de la perfusidn.
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Los valores individuales de las perfusiones agqui descritas

aparecen en la tabla n® 18 pag. 188.

De estos valores individuales se puede obtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 2'75mM es de
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14'1%31 866 ul/min frente a 13'lt3'38/uU/min a los 4 dias

/
de ayuno y 34'06f5'57/uU/min en el grupo control.

La del periodo de glucdsa 16'7mM es de 100'78f8'5/uU/min
frente a 55'917'36/uU/min a los 4 dias de ayuno y
172'5i7'5/uU/min en los controles, y la del periodo

con infu;ién de noredrenalina es de 52‘615'19/uU/min
frente a 73'08i7'84/uU/min a los 4 dias de ayuno

y 108'8%7'39 ,uU/min en el grupu control.

/

Estos datos pueden obsevarse en el esquema en barras

descrito a continuacidn.
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TABLA 18
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4 DIAS DE AYUNO + 2 REALIMENTACION CON GLUCOSA 2'75 y 16'7mM

Tubo n° INsﬁLINA(/uU/min.) X SEM
1 30'1T 19 6 15 17'5 5'768
2 21'6 8'8 6'8 17'5 13'7 47061
3 17'2 8 4'5 10'3 10'6 37090
4 23 9 5 18 13'7 4'746
5 31'2 17 15 23 22 4'201
6 26'8 10 17 19 18'3 3'990
7 33 11 19 27 22'5 5'527
8 25 12'5 5 20 15'8 5'051
9 20 9 7 10'5 11'2 31328

10 28 7 4 20 14'1 8'516

11 18 7 7 4 9'1 3'559

12 20 7 10 18 1317 3'601

13 11 3 5 8 6'8 2'020

14 18 9 4 10 10'4 3'570

15 20'6 6 9 16'2 12'9 37844

16 30 16 8 26 20 5'735

17 60 29 32'1 47'5 42'5 8'247

18 64 35 40'5 57 48'7 7'854

19 85 55 75 80 73'7 71592

20 152'7 102'6 120 134'6 157'5 12'436

21 139 93 76'9 121 167'5 16'059

22 106 90 87 99 95's5 5'000

23 120'4 88's 64 91'1 91'2 13'152

24 119 95 80 106'5 | 100 91593

25 140 118'5  104'8  121'1 121'2 8'538

26 130 100 95 110 103'7 8'936
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27 157 130'5 114 140 135 107407
28 130'3 126 118'4 125'6 125 2'882
29 142 116'6 119'5 131 128 7'106
30 130'3 106'6 119'3 125 120 5'981
31 138 929 101 118 114 10'467
32 131 119 112 126 122 4'784

154 103 125 140 130 12'601
34 139 95 107 115 114 10'729
35 123 90 105 115 107'5 8'211
36 136 94 103 115 112 10'488
37 140 95 112'2 132'5 120'6 11'703
38 156 109 114'5 110'2 122 13'050
39 113 80 107 103 100'7 8'331
40 106 79 ‘93 102 95 6'912
41 120 64 77 99 96 14'244
42 104 63'5 84'2 90 85'4 9'711
43 120 78 80 92 92'6 11'170
44 108 76 77 99 90 91249
45 80 64 72 81 74 4'579
46 71'3 52'5 53 63'5 60 5'193
47 70 35 4212 52'5 50 8'773
48 64 39 45 52 50 6'200
49 62 35 39 42 44 6'936
50 50 29 32 40 37'5 5'423
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En la figura 49 se muestra la dinamica de secrecidn
de insulina en el grupo de 4 dias de ayunc mds dos de

realimentacidn (n=4).

lLa perfusién estd dividida en dos periodosﬁ un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 5'5mM y
un segundo periodo con glucosa 33'4mM. Al final de la

perfusién se infundié noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecidn basal de
insulina que oscila levemente entre 22 y 32/uU/min. Al
pasar de glucosa 5'5mM a glucosa 33'4mM aumenta
ripidamente la secrecifén de insulina alcanzando en 4
minutos unas 254/uU, siendo el m8ximo de secrecidn
obtenido el de 288/uU a los 18 minutos despues de
iniciada la perfusién con altes niveles de glucosa.

La perfusidén con noradrenalina pfovoca un descenso de
la secrecidn que llega a unos 110/uU en el minuto 100

de la perfusién.

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n®19 pag.192.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 5'SmM es de
6'385%21055 /uU/min. La del periodo de glucosa 33'4mM
es de 45'37t7'948 /uU/min y la del periodo con infusién
de noradrenalina de 23'7¥51642 /uU/min. Bstos datos
pueaen observarse en el esauema en barras descrito a

continuacidn.
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TABLA 19
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4 DIAS DE AYUNO + 2 REBALIMENTACION CON GLUCOSA 5'5 y 33'4mM

" 25

Tubo n° INSULINA( ,uU/min.) »g SEM
1 30'3 25'6 18'4 26 25 2'847
2 40'4 24'8 28'5 31"1 31'2 3'842
3 39'3 25 26'6 30'3 30 3'693
4 34'3 14 17'6 23'3 22'3 5'120
5 33 20'7 15'1 26'3 237 4'424
6 41 18 26 30'5 28'8 5'539
7 40'3 25'6 24 31'3 30'3 4'252
8 44'5 22's 21'4 33's 30'4 6'252
9 31'6 20'5 11'5 25'9 22'4 4'936

10 30'3 14 15'6 21'3 20'3 5'836

11 45'5 21'9 25'5 36'6 32'3 6'210

12 29 15 8 23 18'7 5'299

13 31'5 5 4 10'2 12'6 7'413

14 38'5 20 13'6 29 25 6'261

15 42 26 19 32 29'7 5'624

16 136 126 108 132 125'5 7'141

17 279 249 229 260 254'2  12'069

18" 293 272 263 275 275'7 7'262

19 285 272 247 277 270'2 9'467

20 275'2 271 243'5 171 265'4 81502

21 201 278 253 283 276'2 9'467

22 308 262 256 267 273'2 13'624

23 282 245 267 268 265'5 8'825

24 291'5 289'5 276'5 298 288'8 5'203

324'5 258 260°2 287'5 | 282'5  17'908

26 280 246 271 274 268 8'730



27 285 253 242 270 262'5 10'918
28 305 245 259 272 270'2 14'812
29 292 235 260'2 284 267'9 14'691
30 308 263 265 293 282'2 12'678
31 281 248 256 275 265 8'981
32 300 234 240 267 265'2 14'812
33 285 253 262 276 269 8'232
34 308 265 268 280 280'2 11'317
35 303 263 247 283 274 14'031
36 297'3  231'3  256'3  263'3 | 262 15'715
37 280 246 271 275 268 8'730
38 275'8  236'8  253'8  265'8 | 258 9'688
39 318 259 268 284 282'4 15'110
40 283'8  216'2  233'8 242 244 167441
41 275'5 236 241 245'2 | 249'4 10'268
42 248 224'5  220'5 237 232'5 71249
43 312 244 253'5  256'1 | 241'4 11'707
44 265 244 235 249 24812 7'262
45 260 233 227 239 239'7 8'291
46 219'S  200's  181'5  209'5 | 204 91303
47 167'5 130 147 175 154'8 11'762
48 170 112 126 162 142'5 16'121
49 145 136 117 129 131'7 6'821
50 133'3 83'3 95'3  119'3 | 110 12'359
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En las figuras 51 y 52 se muestra la din&mica de
secrecién de insulina en el grupo de 8 dias de ayuno més
dos de realimentacién (n=4) frente a los grupcs de 8

dias de ayuno y controles respectivamente.

La perfusién estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 2'75mM y
un segundo periodo con glucosa 16'7mM. Al final de la

perfusién se infundid un pulso de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecidn basal de
insulina que oscila levemente entre 6 y 9/uU/min. El
pasar de glucosa 2'75mM a glucosa 16'7mM aumenta
lentamente la secrecién de insulina alcanzando en 6
minutos 4l/uU, siendo el miximo de secrecibén obtenido
el de 65/uU a los 42 minutos despues de iniciada la

perfusién con altos niveles de glucosa.

La perfusién con noradrenalina provoca un descenso lento
de la secrecidn gue llega a 16'2/uU en el minuto 100

de la perfusidn.

Los valores individuales de las perfusiones aquf

descritas aparecen en la tabla n® 20 pag.198.

De estos valores individuales se puede obtener la media
para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 2'75mM es de
638521055 uu/min frente a 9'56%3'14 uU/min a los 8 dias

de ayuno ¥y 34'06i5'57/uU/min‘en el grupo control. La del
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periodo de glucosa 16'7mM es de 45'3f7'948/uU/min frente

a 44'7i7'88/uﬁ/min a los 8 dias de ayuno y 172'5%7'5
/uU/min en el grupo control, y la del periodo con infusién
de noradrenalina es de23'7f5'642/uU/min frente a

26'2%5'57 wU/min a los 8 dias de ayuno y 108'8¥71398

/

/uU/min en el grupo control.

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descritoc a continuacidn.
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F16. 52 ACCION DE LA .GLUCOSA 2775 Y 16’7 MM SOBRE LA SECRECION DE INSULINA EN UN GRUPQ
DE 8 DIAS DE AYUNG MAS DOS DE REALIMENTACION FRENTE AL GRUPO CONTROL.

IR1
 wU/ar) | GLUTOSA 2, TSmi
£000 GLUCOSA 16, TmM
L lerucosa 16, 9mm «
Soce “CNORADRENALINA .
2000 F16.53 § DIAS DE AYUND MAS 2 REALIMEMTACION; SECRECION DE
} INSULINA LIBERADA PCR HORA CON GLUCOSA 2°75, 16°7 Y
] 1677 M MAS NORADRENALINA.
1000 | EN ABSCISAS SE INDICA EL GRADD Dz SICNIFICANCEA.

8 D1AS AYUHO + 2 REALIMENTACION
r<0,




8 DIAS DE AYUNO +2 REALIMENTACION CON GLUCOSA 2'75 y 16'7mM

TABLA 20

Tubo n° INSULINA(/uU/min.) X SEM
1 9'5 7 3'6 5 6'3 3'622
2 10'2 7'5 3's 3's5 6'2 1'893
3 10'4 g 4 7 7'6 1'499
4 17 11 3's 5 9'1 3'562
5 10'3 6 2's 4's5 5'8 1'911
6 15'9 9'2 3's 5'8 8" 7 3'064
7 11'S 6'4 3'5 4'5 6'5 2'055
8 9 6'6 2'4 3 512 1'797
9 13'5 5 2'6 3'7 6'2 2'866
10 12'7 9'6 2'6 5 7'5 2'618
11 7'3 6 1'4 5'6 5 1'479
12 10 8 3 6 6'7 1'724
13 10'6 4'3 2'4 3 5 2'058
14 10'5 7 2'6 3'4 5'8 2'095
15 7 5 2 2 4 1'414
16 3172 23 15 17 21'8 41201
17 37 28 18 23 2612 4'678
18 68 43'1  22'4 33 41'6 11'263
19 47 28 17 21 28'3 7'719
20 55 31 15 26 3117 9'745
21 70 55 28 42'2] 48'8 10'350
22 54 32 17 25 32 9'177
23 77 60 41 51 5712 8'824
24 71 57'5 52 44'6 | 56°'2 6'437
25 86 50'9 44 51 57'9 10'951
26 75 62 - 35'2 47 54'8

10'027



27 69 40 29 39 4472 91948
28 74 64 38 44 55 91729
29 64 502 312 45 47'6 71827
30 60'5 44 24 32 40 91166
31 64'5 54 35 47 50'4 71150
32 61'3  56'3  37'6 48 508 51987
33 87'8 66 41 60 6317 11'131
34 68'2 59 38 45 52'5 71854
35 51 38 19 22 32's5 8'596
36 83 70 5313 55 65 81234
37 67 49 a1 44 502 6'722
38 61 47'5 34'6 44 46'7 6'314
39 79 53 49 60 602 7'679
40 72'8 60 46 58 5912 6'375
41 49 36 15 20 30 81956
42 46'5  39'6  22'9 28's | 343 6'151
43 58'6  44'3  26'9 40'5 | 42's 7'526
44 50'8  35'7  21'9 207 32'2 71797
45 41 37 19 24 3012 6'025
46 40 26's  17'6 21 36 51691
47 41's  24'6 18 207 | 26 6'093
a8 32 20 9 10 18 6'189
49 36'4 29 16 21 2516 51180
50 30 15 9 12 1672 51385
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Los resultados obtenidos estre el lote de 8 dias de
ayuno, frente al de 8 dias de ayuno mds 2 de

realimentaci®fn son curvas identicas.

Este hecho se podria explicar de dos formas:
a) No habria diferencias entre ambos grupos por llegar
una situacidn metabdlica, en la cual no es posible la

recuperacién , 6 bien,
b) gue tras 8 dias de ayuno, las ratas nc comiesen.

Pensando en esta segunda posibilidad, se procedid a la
realimentacién con sonda gastrica, apareciendo

un desblogqueo en la secrecién de insulina.

200
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En las figuras 54 y 55 se muestra la dinémica de
secrecidn de .insulina en el grupo de 8 dias de ayuno
mis 2 de realimentacién con sonda(n=4) frente a los

grupos de B dias de ayuno y controles respectivamente.

La perfusidn estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 2'75mM y
un segundo periodo con glucosa 16'7mM. Al final de la

perfusifn se infundié un pulso de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecidén basal

de insulina queoscila levemente entre 10 y 20/uU/min.
Al pasar de glucosa 2'75mM a glucosa 16'7mM aumenta
lentamente la secrecidén de insulina alcanzando a los

8 minutos SO/uU, siendo el mé&ximo de secrecidn oktenido
el de 112

/uU a los 56 minutos despues de iniciada la

perfusidén con altos niveles de glucosa.

La perfusibdn con noradrenalina provoca un descenso
brusco al principio de la secrecidn, que llega a

58/uU en el minuto 100 de la perfusién.

. Los valores individuales de las perfusiones aqui descritas

aparecen en la tabla n® 21 pag. 205.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asi la media del periodo de glucosa 2'75mM es de

12'913'281/uU/min frente a 9'56i3'14/uU/min a los 8 dias

de ayuno y 34'06t5'57/uU/min en el grupo control. La del
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periodo de glucosa 16'7mM es de 76‘28f7'884/uU/min frente

a 44'7f7'88/uU/min a los 8 dias de avyvuno y 172'5f7'5/uU/min
en el grupc control y la del periodo con infusién de
noradrenalina es de 71'2f7'899/uU/min frente a
26'2i5'57/uU/min a los 8 dias de ayunc y 108'8f7'39/uu/min

en el grupo control.

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacién.
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Fis. 54 ACCION DE LA GLUCOSA 2775 Y 16°7 oM SOBRE LA SECRECION DE INSULINA EN EL GRUPO
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TABRLA 21 205
DIAS DE ZIYUNO + 2 RREALIMENTACION CGY SONDA Y GLUCOSA 2'75, 16'7mM

Tubo n° INSULINA ( uJ/min. ) X SrM
1 21 23 10'3 914 16 41082
2 16 8 313 44 79 31317
3 20 28 7 912 16 51648
4 112 26'6 10'2 8 14 41910
5 17 10 9 4 10 31091
6 13 8 6'2 5 8 21033
7 19 10 7'5 515 10'5  5'958
8 2012 16'3 10'5 513 13 31774
9 21'5 13 6 10'2 12's 31780
10 18 13'5 95 7 12 21778
11 193 10 6'6 5 10 31694
12 14'3 117 7 6'1 9'5 21245
13 21 1517 7' 11'8 14 31251
14 29 24 10'5  16'5 20 41707
15 33 2215 10 18 20'8  5'539
16 2916 30 16'4  20'3 24 31926
17 £0'6 33 20 27 30'1 5'058
18 604 52 23 a1 44 91326
19 80 66 31 23 50 15'797
20 85 70'3 5212 57 66'1  8'504
21 74'5 72 44'5 49 60 81916
22 80 67'5 49 5211 621 8'307
23 90 58 42 56 60'2  11'714
24 70 60 30 45 51'2 10'103
25 78'6 60'6 50 5312 60'3 7386
26 7712 68'6 48'8  60'S 63'7  6'979
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27 8215 72 53 65 68'1 71152
28 68'5 58 39 51 54'1 77150
29 100 86'5 73 76'5 | 84 6'988
30 91 73 67'5 65'5 | 74'2 6'702
31 100 96'5 71'5 84 88 6'087
32 120 89'5 60 75'5 | 86'2 147734
33 122 110 88 107 106 81129
34 112 91 71'5 64'5 | 84'7 127325
35 110 99 80'5 70°5 | 90 10'277
36 96 90 71 63 80 8'978
37 108 - 97'5 65'5 89 90 10'438
38 117'5 100'5 88'8 93'4 |100 77263
39 123 116 95'5 105 1092 6'991
40 103 94 67 81 86 8'856
41 114 113 81 108 104 8'978
42 109 102'8 82 90'4 96 71009
43 126 115°5 97 109'5 | 112 6'986
44 116'1 1003 88 96'6 | 100 6'784
45 109 103 85'2 95 98 51946
46 97 70 68'5 61'5 | 74 91012
47 82 70'5 47 40'5 | 60 11'272
48 83 77 68'5 51'5 | 70 6'939
49 87 62 60'5 57'5 | 66'7 7'868
50 78'5 61'S 40'6 52'5 | 58'2 91221
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3.6°) AYUNO Y ESTIMULACION CON NIVELES ELEVADOS DE CALCIO(A)

TEOPILINA(B) Y db-AMPc(C).

A) AYUNO Y ESTIMULACIN CON 1IVELES LLEVADOS DE CALCIOZ+

Durante toda la perfusién se ha utilizado Calci02+ 7mM
concentracidn dﬁble de la habitual. Este aumento del
calcio podria incrementar la descarga de insulina al
medio extracelular, a traves de una contraccidn de los
microfilamentos (&6 microt@ibulcs) gue conectan los
granulos de insulina con la membrana de la celula Beta

(Lacy 1970).

En la figura 58 se muestra la din&miéa de secrecibn

de insulina en un grupo control de 4 dias de ayuno(n=4).

La perfusién esté& dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con gluccsa 2'75m!
+ calcio2+ 7'4mM, y un segundo periodo con glucosa
16" 7mM +calcio2+ 7'4mM. Al final de la perfusién se

infundi6 un pulso de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecidén basal de

. insulina que oscila entre 12 y ZO/uU/min.

Al pasar de glucosa 2'75mM + calcio2+ 7mM a glucosa
16"' 7mM +calcio2+ 7mM aumenta lentamente la secrecién
de insulina alcanzando a los 12 minutos 62/UU, siendo
el maximc de secrecién obtenido el de 126/uU a los 42
minutos despues de iniciada la perfusién con altos

niveles de glucosa.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso de la
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secrecién gque llega a 42/uU en el minuto 100 de la

perfusidn.

Los valores individuales de las perfusiones aqui descritas

aparecen en la tabla n®°®22 pag. 210

De estos valores individuales se puede obtener la media
para cada uno de los periodos antes citados.

Asi la media del periocdo de glucosa 2'75mM +calcioz+ 7" 4mH
es de 17'43%5'136, siendo 13'li3'38/uU en el grupo
de 4 dias de ayuno (calcio habitual 3'5mM) y de la del
periodo de glucosa 16'7mM + calc102+(7'4mM) es de
95'2t12'77/uU/min frente a 55‘9t7'3/uU/min en el grupo
de 4 dias de ayuno y la del periodo con infusién de

noradrenalina es de 70'3fll'124/uU/min frente a

73'0817'848/uu/min en el grupo de 4 dias de ayuno.

Estos datos pueden observarse en el esguema en barras

descrito a continuacidn.



GLUCOSA 15,7 wK

209

)L Vsan

4 Dias Ayuno (n=4)

[,;

t(win)

IR GLUCOSA 2.75 mM - — e
(uuming — | |
l Ror-A }
YU 0 |
' |
|
i I
100 | i |
I t
160 | ] !
!
| 'Y‘\i |
120 l H/ ‘H’][\ l '
] N } I
T ‘ \H ,1- '
] ] }‘ A
Foyr |
)
40 I,J’i’ 1
‘i\ ,l . ’}‘[’Iif
H& e - _
10 20 0 40 $0 &0 -l s0 90 100
s
Fie. 58 ACCION DEL (a2 7’5 MM EN PRESENCIA DE GLUCDSA 2'75 Y 16'7 w¥ SOBRE LA
SECRECION DE INSULINA EN UN GRUPO DE 4 DIAS DE AYUND.
IRL GLUCOSA 2, 7Smm+
CALCIO 7,5uh
L ou/me) GLUCOSA 16,7+
CALC1O 7,5nM
g000 -
€coo ) : KORADREHALINA ‘
Fi6.59 4 DIAS DE AYUNO: SECRECION DE INSULINA LIBERADA POR
4000 HORA CON GLUCOSA 2975 MM MAS CALCID 7°'S wtt, GLUCOSA
1677 mM MAS CALCIO 7°S mi Y GLUCOSA 16'7 mM MAS CALCID
s0 7'5 M MAS NORADREMALINA.
0
. EN ABSCISAS SE INDICA EL SRADZ LE SIGNIFICANCIA,
} .
& DIAS DE AYUNG
P<¢O, 0008
¥<0,0028
| ]



TABLA 22
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4 DIAS DE AYUNO CON GLUCOSA 2'75 ¥ 16'7mM y CALCIC 7'5mM

Tubo n° INSULINA( juU/min.) X SEM
1 35'3 10'6 8'4 16 17'5 7'067
2 2912 10°8 8'8 25'9 | 18'6 5'986
3 3213 12 15'6 21'3) 20'3 51120
4 23'9 4'8 9'g 20'2 | 14'6 57130
5 31'5 5 4 1012 12'6 71413
6 27 8'2 6 9'2 | 12'6 5'596
7 23 511 1017 16'3| 13'7 41424
8 30'3 101 17'7 21 19'7 41832
9 22'6 913 8'4 20 15107 41200

10 26 5 10 18 1417 51320

11 26'9 8'8 1972 19'2 | 18's 4'289

12 33 10 18 22'5 | 20'8 51539

13 30 9 14 20'9 | 18'S 51254

14 33 15'1 20'7 26'3 | 2317 41424

15 33 11 14 22 20 5'676

16 48'6 25'8 31'8 43'7 | 37's 6'064

17 61'3 26'4 31'6 57 44'07  10'17

18 78 44 36 60 5416 10'72

19 75 43 52 66 59 8'232

20 76 43 51 70 60 8'981

21 81 422 53 72'3 | 62'1 10'220

22 115'5 81'9 75'5 96'6 | 92'4 10'258

23 104 47 55 90 74 15'979

24 127 715 82'9 95'6 | "94'2  13'827

25 120'5 7019 81'6 92'5 | 91'3 12'312

26 126 60 75 99 90 16'673



27 113 53 89 105 90 15'362
28 130'5 95 94 117 109'1 101258
29 125 96 100 103 106 71498
30 151 113 128 141 133'2 9'502
31 153 117 120 145 133'7 10'364
32 165's 147 135 155 150'6 71436
33 159'3 116 125 121 130'3 111353
34 121 103 127 131 120'5 71141
35 130 101 113 120 116 7'039
36 149 107 121 129 126'5 101127
37 116 83 106 110 103'7 81331
38 123 95 100 115 108'2 77503
39 110 106 109 75 100 91672
40 143 115 110 12673 | 123's 81449
41 135 108 112 129 121 71527
42 133 104 116 123 119 71039
43 142 109 116'9 120 1219 8'158
44 130 101 110 113 113's 7'000
45 118'5 76'8  80'4 92'5 92 10'893
46 95 60 70 84 77'2 8'886
47 108 63 65 93 82'2 121678
48 102 56 70 104 83'1 10'309
49 65 30 2514 5916 45 111653
50 71 25 33 41 4215 111599
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En la figura 60 se muestra la dindmica de secrecién de

insulina en un grupc de 4 dias de ayuno {(n=4).

La perfusidn estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracién con glucosa 5'5mM y
calcio2+ 7'4mM y un segundo periodo con glucosa 33'4mM

y calci02+ 7'4mM. Al final de la perfusidn se infundid

un pulso de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afrmar gue con glucosa
5'5mM el pancreas responde con una secrecidn basal de
insulina que oscila entre 20 y 35/uU/min. Al pasar de
glucosa 5'5mM + calc102+ 7mM a glucosa 33'4mM + calcio2+
7mM hay un aumento répido en la secrecién dé insulina,
alcanzando a los 4 minutos 134/uU y siendo el

maximo de secrecidn obtenido el de 230/uU a los 34
minutbs despues de iniciada la perfusién con altos

niveles de glucosa.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso répido
en la secrecién, que llega a 85/uU en el minuto 100

de la perfusién .,

. Los valores individuales de las perfusiones aquf

descritas aparecen en la tabla n®°23 pag. 215.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asi la media del periodo de glucosa 5'S5mM +calcio2+
7'4nM es de 25'96f4'993/uU/min frente a 17'9i4'4/uU/min

en 4 dias de avuno .

La del periodo de glucosa 33'4mM +calci02+ 7'4mll es de
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197'3f8‘842/uU/min frente a 181'5i8‘3/uU/min en el
grupo (p.119)y la del pericdo con infusidén de

noradrenalina es de 120'728'311 ulU/min.

/

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacién.
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4 DIAS DE AYUNO CON GLUCOSA 5'5 Y 33'4mM ¥ CALCIO 7'5 mM

TABLA 23
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Tubo n® INAULINA( sul/min.) X SEM
1 36'6 14'3 30's 6'9 22 7'977
2 37 19 12'1 12'1 20 6'788
3 48 22'6 37'4 32'3 35 6'108
-4 38's 20 29 13'6 25'2 6'261
5 32 16 22 10'5 20'1  5'314
6 38'6 21'8 33'7 15'8 27'5 6'064
7 43'5 20'4 32's 21'5 29'4 6'252
8 31'6 20'5 25'9 11'5 224 4'936
9 34'1 18'1 30 10'7 23'2 6'212
10 32'6 20'3 33 144 25 5'335
11 37'7 20 17'6 34'6 27'5 5'856
12 40'3 24 31'3 25'6 30'3 4'252
13 34'2 25 32'7 18 27'5 4'326
14 32 12 23 30 24'2 5'214
15 42 26 32 19 29'7 5'624
16 114 104 112 85 103'7 7'635
17 139 132 148 120 134'7 6'821
18 242 213 222 208 221'2 8'658
19 200 168 189'5 192'1 187'4 7'899
20 239 205 226 210 220 8'956
21 211'1 188 208'3 170 194'3  11'097
22 210 182 192'S 171'2 188'9 9'539
23 206 193 213 165 194'2  12'232
24 188 200 228 185 200'2 11'317
25 222 182 204 188 199 10'349
26 200'3 175 191'5 153'3 180 11'936



27 219 182 205 204 202'5 8'825
28 245 205 227 185 215 15'066
29 231 215 202 193 210'2 9'537
30 226 175 218 181 200 14'854
31 234 207 184 223 212 12'534
32 253 228 219 222 230'5 8'925
33 243 218 230 212 225'7 7'921
34 223 185 210 167 196'2 14'478
35 214 185 204 190 198'2 7'635
36 236'5 202 206'2 197 210'4 10'268
37 200 170 216 174 190 12'613
38 228 185 1985 196 201 10'780
39 224 180 211 165 195 15'712
40 235 203 220 192 212'5 10'918
41 228 199 215 218 215 6'944
42 218 208 212 185 205'7 8'331
43 228 170 208 156 190'5 19'215
44 203 195 182 168 187 8'856
45 167 147 155 141 152'5 6'489
46 144 108 158 129 134'7 12'359
47 140 117 134 109 125 8'340
48 134 115 120 109 119'5 6'155
49 114 91 130 95 107'5 10'418
50 115 65 85 75 85 12'472

216



L2 R

B) AYUNO Y ESTIMULACION CON TEOFILINA.

I.os derivados de las metilxantinas son capaces de
potenciar la accibén insulina secretora de la glucosa
puesto que al anhibir a la fosfodiesterasa aumentarian

los niveles de AMPc en la celula Beta pancreédtica.

Aungue el AMPc no es capaz de desencadenar la secrecidn
de insulina por si misma, potencia la secrecidn

producida por la glucosa.

Creimos interesante comprobar si la tecfilina era capaz
de desbhloquear el efecto blogueante del ayuno sobre la

secrecidn de insulina.
Durante toda la perfusidén de ha utilizado teofilina 5mM.

En la figura 62 se nuestra la dinf&mica de secrecién

de insulina en un grupo control (n=4}.

La perfusifn estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracibén con glucosa 2'75mM +
tecfilina 5mM y un segundo periodec con glucosa 16'7mM
y teofilina 5mM. Al final de la perfusitn se infundid

un pulso de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM + teofilina 5mM el pancreas responde con una
secrecifén de insulina que oséila entre 25 y 35/uU.
Al.pasar de glucesa 2'75mM teofilina 5mM a glucosa
16'7mM + teofilina 5mM hay un aumento rapidisimo en

la secrecibn de insulina alcanzando a los 4 minutos
287/uU Y siendo el m&ximo de secrecidn obﬁenido el

de 340/uU a los 6 minutos despues de iniciada la



perfusidn con altos niveles de glucosa.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso de la
secrecibn que llega a 105/uU en el minuto 100 de la

perfusidn.

Los valores individuales de las perfusicnes agui

descritas aparecen en la tabla n°® 24 pag. 220.

De estos valores individuales se puede obtener la media

para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de gluccsa 2'75mM +tecofilina

5mM es de 30'17¥2'154 wl/min frente a 34'06%5'5 ull/min

/ /

en el grupo control sin teofilina.

La del periodo de glucosa 16'7mM +tecfilina 5mM es de
294'26i6'788/uU/min frente a 172'5f7’5/uU/min en el
grupo control (p.94) y la del periodc con infusién de

noradrenalina es de 149'48i5‘836/uU/min frente a

108'80%7'39 ,ul/min en el grupo control .94).
/ p

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacidn.
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TABLA 24
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CONTROLES CON GLUCOSA 2'75 y 16'7mM Y CON TEOFILINA 5mM

Tubo n° INSULINA( ,ul/min.) X SEM
1 30'3 26 18'4 25'6 25 2847
2 29'5 31 24'6 20 26'2 2'885
3 20'7 15'1 33 26'3 23'7 41424
4 31'6 40'5 26'9 30'5 324 3'335
5 40'9 48'8 34 31 38'7 4'573
6 36'6 45's 21'9 25'5 3213 61210
7 31'1 5004 248 28'5 3112 3'842
8 27'3 26 21'4 25'6 25 1'475
9 43'7 48'6 25'8 31's 37'5 6'064

10 32'6 39'5 26'9 30's 324 3'060

11 29'6 22'6 25 32'7 27'5 2'618

12 37'5 22'5 19'4 23's 26'5 4'489

13 30 45'7 28 36'6 35'07 4'607

14 18'8 29'8 36'9 2912 28'7 4'303

15 25 39'3 26'6 30'3 30'3 3'693

16 160 196 179 170 176'2 81823

17 263 265 291 329 287 17'769

18 . 338 325 378 320 340'2  15'175

19 300 348 345 348 335'2  13'592

20 311 320 318 330 319'7 4530

21 289 318 325 328 315 10'295

22 270 253 298 340 290'2  21'941

23 265 314 290'2 322 297'9  14'691

24 264 320 299 277 1290 147243

298'7 208'8  307'9 290'6 298'5 4'132

26 271 285 327 287 292'6  14'010
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27 268 281'2 296'5 317°5 290'8 121280
28 279 302 306 293 295 6'912
29 258 2602 287'5 32475 282'5 171908
30 278 309 295 327 30212 121012
31 296 279 308 318 3002 91683
32 310 293 301 317 305'2 61043
33 270 261 286 320 2844 15'110
34 264 290 280 326 290 151173
35 253 291 283 278 2762 91467
36 291 263'5 29572 292 285'4 87502
37 276 263 2764 319 383'6 14091
38 265 280 3065 298 2873 10717
39 277 281 310 312 395 10'718
40 358 290 299'5 302'1 2874 11'707
41 297 310'5 304'6 328'3 310'3 71548
42 302 311 307 301 30512 2682
43 270 267 317 306 290 14'583
44 303 296 295 286 295 410277
45 235 246 222'5 218'5 230'5 71249
46 173's 191'3 163 152's 170 91613
47 162'5 170 125 14212 150 117645
48 155 141 105 126 131'7 121359
49 123 95 115 100 108'2 71503
50 118 85 112 108 105'7 8'331
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En la figura 64 se muestra la dind@mica de secrecidn

de insulina en un grupo control (n=4).

La perfusién estd dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracibén ceon glucosa 5'5mM +
teofilina 5mM j un segundo periodo con glucosa 33'4mM
y teofilina SmM. Al final de la perfusifén se infundid

un pulso de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
5'5mM + teofilina 5mM el pancreas responde con una
secrecifn de insulina que oscila entre 40 y 57/uU/min.
Al pasar de glucosa 5'5mM +teofilina 5mM a glucosa
33'4mM + teofilina 5mM hay un aumento rapidisimo en

la secrecién de insulina alcanzando a los 4 minutos
348/uU, siendo el m&ximo de secrecidn obtenido el

de 381/uU a los 6 minutos despues de iniciada la

perfusibén con altos niveles de glucosa.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso de la
secrecidn que llega a 120/uu en el minuto 100 de

la perfusidn.

Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n® 25 pag. 225,

De estos valores individuales se puede obtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 5'5mM + teofilina

5mM es de 48'21%0'41 ,uU/min frente a 29'4f4'14/uu/min

/

en el grupo control sin teofilina(p.99 ).



La del periodo de glucosa 33'4mM +teofilina 5mM es de
] + T > r + ¥ v
350'21-=2 993/uU/m1n frente a 314'6_2 8/uU/m1n en el
grupo contreol sin teofilina(p.99) y la del periodo con
infusién de noradrenalina es de 162'612'907/uu/m1n

frente a l47'lfl'97/uU/min en el control ( p.99).

Estos datos pueden cbservarse en el esquema en barras

descriteo a continuacién.
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CONTROLES CON GLUCOSA 5'5 Y 33'4mM CON TEOFILINA 5mM

TABLA 25

225

360

Tubo n° INSULINA( yuU/min.) X SEM
1 44 42 66 382 47's 7'235
2 67 32 29 32'1 40 10'415
3 52'3 48 37'4 42'6 45 3'738
4 60 52 49'8 68 57'5 41784
5 45'2 58 35'2 52 47'6 5'647
6 35 50 45 45 43'7 3'632
7 55 40 35'4 49'6 45 5'145
8 35 64'5 54 47 50'1 7'150
9 40'5 57 54 45 49'1 4'437

10 53 57 54'8 65 57'4 3'055

11 45 43'7 53'5 42'6 462 2'866

12 47 55 61 57'1 55 3'406

13 54 44 50'5 52 50'1 2'498

14 49 40'1 26'5 39 41'2 3'144

15 54 28'2 48 50'2 47'6 3'890

16 250 310 264 277 2752 14'812

17 334 336 342 380 348 127472

18 . 389'8 376'6 409'5 352 381'8 141226

19 347 395 372 375 372'2 11'366

20 365 374 352 364 363'7 5'214

21 336 365 355 352 352 6'944

22 333'8 316'2 342 383'8 344 16'441

23 341'7 390'1 346'3 378'1 364 13'705

24 322 378 377 355 1358 15'151

© 25 378 367 349 376 "367'5 7'637

26 346'4 382 342'4 357'7 10'314
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27 372'6 343'1 351 356'9 355'9 7'209
28 356 379 363 350 362 7'226
29 337'5 339'7 347 384 352 127519
30 333'7 364'7 330'5 362'9 347'9  10'602
31 349'8 332'5 342'2 351'8 344 5'054
32 365'5 355'5 364'8 346'8 358'1 5'100
33 337'8 328'6 333'6 368'1 342 10'268

332 258 328 374 248 12'613
35 324'8 362'8 334'5 330'6 338 9'813
36 361'6 334'1 345'8 342'6 346 6'638
37 344°3 331'3 32417 367'3 341'9  10'848
38 335'5 350'5 357 348'5 347'8 5'203
39 348 352 361 363 356 4'136
40 328'6 360 350 352 347'6 7'745
41 347'5 370'2 364'3 358 360 5'605
42 356'8 365'8 341°'5 336'5 350'1 7'819
43 324 321 351 340 334 8'124
44 356 349 328 319 338 10'033
45 241 262 232 246 145'2 71262,
46 183 199 186 180 187 4'830
47 158 163 191 153 166"'2 9'813
48 - 131 137 145 157 142'5 £'489
49 112 119 129 100 115 77'039
50 129 122 119 110 120 4'546
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En la figura 66 se muestra la dinfmica de secrecién

de insulina en un grupo de 4 dias de ayuno(n=4).

La perfusidn estd dividida en dos periodos: un primer
pericdo de 30 minuto de duracidn con glucosa 2'75mM +
tecofilina 5mM y un segundc periodo con glucosa 16'7mM +
teofilina 5mM. Al final de la perfusidn se infundid

un pulso de noradrenalina.

De los datos cbtenidos se puede afirmar gque con glucosa
2'75mM + teofilina 5mM el pancreas responde con una
secrecifén de insulina que oscila entre 20 y 30/uU/min.
Al pasar de glucosa 2'75mM +teofilina 5mM a glucosa
16'7mM + teofilina 5mM hay un aumento répido en la
secrecidn de insulina alcanzando a los 4 minutos
148'8/uUsiendo el méximo de secrecifn obtenido el de
247/uU a los 6 minutos despues de iniciada la perfusiodn

con altos niveles de glucocsa,.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso de la
secrecifn que llega a 136/uu en el minuto 100 de 1la

perfusién.

. Los valores individuales de las perfusiones aqui

descritas aparecen en la tabla n®26 pag.230.

De estos valores individuales se pueden obtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 2'75mM +teofilina
5mM es de 24'o7i2'142/uu/min frente a 3_0'1712'154/uu/min
en el grupo control(p.217) con teofilina y de

13'li3'3/uU/min a los 4 dias de ayuno sin teofilina. La
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del pzricdo de glucosa 16'7mM +teofilina 5mM es de
211'O7t2'11/uU/min frente a 294‘2t6'7/uU/min en el grupo
control de teofilina y de 55'9f7'3/uU/min en el grupo

de 4 dias de ayuno €in teofilina, y la del periodo

con infusién de noradrenalina es de 167'4t2‘3/uU/min
frente a l49'48i5'836/uU/min en el grupo control(p.217)
de teofilina vy 73'08i7'848/uU/min en el grupo 4 dias

de ayuno sin teofilina.

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descritos a continuacién.
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TABLA 26
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4 DIAS DE AYUNOQ CON TEOFILINA 5mM Y GLUCOSA 2'75 Y 16'7mM

Tubo n° INSULINA (/uU/min J) X SEM
1 20 35'2 6 27 22 71143
2 29 23 15 8 18'7 5+299
3 31'2 " 23 17 15 21'5 4'200
4 17 36 27 22 25'5 4'678
5 27'8 18 16 15 19'2 3'387
6 29 23 15 8 18'7 5'299
7 7'5 15 15 31 17'12 5'717
8 15 22'5 35 30 25'6 5'051
9 18 25 10 16 17'2 3'570

10 28 43 20 16 26'7 6'886

11 25 32'7 23 29'2 27'5 2'618

12 21 47 29 24 30'2 6'722

13 238 23 46'7 25 30'6 5'989

14 31 41 34'1 33 34'7 2'511

15 17 36 27 22 25'5 4'678

16 155 141 105 126 131'7 12'359

17 142'2 138 155 160 148'8 6'000

18 224 246 255 264 247'2 9'903

19 203 215 236 194 212 10'488

290 190 202 230 . 187 202'2 11'317

21 175 215 197 181 192 10'349

22 222 168 208 170 192 15'691

23 192'2 234'3 204'5 200 207'7 10'631

24 208 185 222 207 2Q5'5 9'825

25 217 185 _215 175 -198 12'238

26 207 178 203 212 200 8'130
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27 229 205 213 208 213'8 61171
28 198 229 204 195 206'S 81925
29 205 238 217 211 217'7 81291
30 222 232 213 218 2212 41651
31 253 210 22312 241'5 231'8 10'971
32 221 254 234 227 234 81286
33 215 248 232 223 229'5 81171

199 219 228 211 21472 71108
35 243 222 225 213 22517 71262
36 227 198 223 232 220 8'730
37 207 240 220 235 225'5 81647
38 241 215 258 210 231 13'021
39 235 239 217 226 22912 5'664
40 215 223 247 222 2267 8'060
41 182 205 221 232 210 121534
42 214'8 211'6 240'9 2467 228'5 10'318
43 178 210 233 259 220 191871
44 215'1  212'3 192 174 198'3  11'093
45 179 195 182 176 183 4'830
46 183'5 201'3 173 162'2 180 91593
47 190 171 162 202 17912 10'449
48 164 159 192 154 167'5 9813
49 167'5 175 130 147 154'8 117762
50 160 146 110 131 136'7 121359

3L
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En la figura 68 se muestra la dinfémica de secrecidn

de insulina en un grupo de 4 dias de ayuno (n=4).

La perfusién est§ dividida en dos periodos: un primer
periodo de 30 minutos de duracifn con glucosa 5'5mM +
teofilina 5mM y‘un segundo periocdo con glucosa 33'4mM
+ teofilina 5mM. Al final de la perfusién se infundié

un pulsco de noradrenalina.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con
glucosa 5'bmM +teofilina 5mM el pancreas responde con
una secrecidn de insulina gue oscila entre 24 y 37
/uU/min . Al pasar de glucosa 5'5mM +teofilina 5mM

a glucosa 33'4mM +teofilina 5mM hay un aumehto rapido
en la secrecidén de insulina alcanzando a los 4 minutos
270/uU y siendo el méximo de secrecibn obtenido este

valor.

El pulso de noradrenalina provoca un descenso de la
secrecién que llega a 139/uU en el minuto 100 de la

perfusidn.

Los valores individuales de las perfusiones aguil

descritas aparecen en la tabla n® 27 pag. 234,

De estos valores individuales se pueden obtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.

Asf la media del periodo de glucosa 5'5mM + teofilina
5mM es de 30'24f1'096/uU/min , asi la X del periodo

de glucosa 33'4mM + teofilina 5m!l es de 237'79%3'443
/uU/min, v la del periodo con infusidn déAnbradrenalina
es de 169'3i2'3/uU/min.Estos datos pueden observarse en

el esquema en barras descrito a continuacién.
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4 DIAS DE AYUNO CON TEOFILINA 5mM Y GLUCOSA 5'5 y 33'4mM

TABLA

27

234

Tubo n° INSULINA( juU/min.) X SEM
1 22 25 19 30 24 2'708
2 32 40 30 23 312 47038
3 15 33 20 28 24 41642
4 25 31 48'6 45'2 37'4 6'506
5 47'5 23'9 38'6 27'5 34'3 6'210
6 46 34 40'9 31 37'9 3'907
7 36'6 34'3 26'9 30'5 32 21465
8 15 12'3 43 30 25 81234
9 21 57 29 30 34'2 9'060

10 19'8 35'9 18'2 40'8 28'6 6'563

11 15 49 20 36 30 8'956

12 22 41 14'6 27'S 26'2 6'436

13 24'8 i2'8 286 43'7 27's 71356

14 30 23 49 19 302 71679

15 40 20 44 18 30'5 71739

16 140 176 159 150 156'2 8'823

17 264 159 305 253 2702 13'624

18 267 238 263 272 260 8'730

19 220 245 255 249 242'2 8'886

20 254 235 258 243 247'5 6'046

21 242 233 205 240 230 91877

22 213'2 259 217'5 212 225'4 124994

23 270 215 223 212 230 15'627

24 255 221 206 215 224'2 12'359

25 253 200 202 234 222'5 14'865

26 225 230 261 237 238'2 9'206
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27 234 225 244 230 233'2 4'651
28 258 237 231 225 237'5 8'291
29 242 225 264 229 240 10'143
30 252 247 281 239'2 254'8 10532
31 232'2 . 240 274'3 244°'5 247"'7 10'631
32 259 212 284 223 244'5 19'116
33 278 244 212 237 24217 157715
34 227 260 239 233 239'7 8'291
35 240 260 280 224 251 14'031
36 232 263 229 288 240 8'925
37 268 238 255 210 141'7 14'463
38 219 269 250 239 244'2 12'068
39 249 211 229 252 235'2 11'03%
40 237 209 233 247 231'5 9'303
41 243 247 232 224 236'5 6'046
42 246 250 222 260 144'5 9'303
43 235 245 263 239 245'5 7141
44 255 234 237 225 2377 7'269
45 214 207 255 235 227'7 12'538
46 170 180'5 159'2 1%98'3 177 9'613
47 216 178 158 147 1747 17'520
48‘ 172 124 130 173 149'7 13'193
49 174 166 116 130 146'5 le'121
50 133 161'3 143 122'2 139'8 9'594
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C) AYUNC Y ESTIMULACION CON db-AMPc.

El db-AMPc es capaz de atravesar la membrana celular y
de este modo incrementar 1los niveles intracelulares

de €ste nucleotide ciclico.
Potencia la secrecién producida por la glucosa.

En la figura 70 se muestra la dinadmica de secrecidn

de insulina en un grupo de 4 dias de ayuno (n=3).

La perfusibén estd cividida en dos pericdos: un primer
periodo de 30 minutos de duracidn con glucosa 2'75mM
un segunde periodo de 20 minutos de duracidén con
glucosals'7mM los 10 minutos siguientes con glucosa
16'7mM més dibutiril AMP ciclico 2mM y el resto hasta

el final con glucosa 16'7mM sola.

De los datos obtenidos se puede afirmar que con glucosa
2'75mM el pancreas responde con una secrecidn de
insulina que oscila entre 7 y 14/uU. Al pasar a glucosa
16'7mM hay un aumento en la secrecidén de insulina
alcanzando 33‘7/uu a los 16 minutos despues de

iniciada la perfusién con altos niveles de glucosa.

Con db-2MPc 2mM y glucosa 16'7mM hay un aumento
rapidisimo de la secrecifn de insulina alcanzandose

a los 10 minutos de su infusidn 160/uU de insulina

Yy 2 minutos despues de su infusidn 237'6/uU y cayendo

a continuaci6tn bruscamente la secrecién de insulina.

Los valores individuales de las perfusiones aquil

descritas aparecen en la tapla n° 28 vag: 239.



NDe estos valores individuales se puede obtener la

media para cada uno de los periodos antes citados.
Asi la media del pericdo de glucosa 2'75mM es de
9'45i3'7757uU/min.

La del periodo de glucosa 16'7mM es de 25192+ 71459
/uU/min vy la de db-AMPc 2mM m&s glucosa 16'7mM es de

124'10f10'715/uu/min.

Estos datos pueden observarse en el esquema en barras

descrito a continuacidn.
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4 DIAS DE AYUNO CON GLUCOSA 2'75 y 16'7mM Y db-cAMP 2 mM
Tubo n° INSULINA( juU/min. ) X SEM
1 8'7 2'5 6 5'9 2'198
2 22'3 9'5 11 i4'2 41947
3 16 5'5 9 10'1 3'780
4 16 3'1 7 8'7 4'678
5 28'4 2'5 5'6 5'5 2'086
) 38 1'4 5'6 5 2'362
7 18 5 8 10°'33 4'813
8 21'5 6 10 12'5 5'689
9 7 2'8 3 4'26 1'675
10 15'2 4 7 8'73 4'099
11 15 6 9 10 31240
12 22 8 15 15 4'949
13 14'6 5 6'6 B'73 3'636
14 20'6 8 9 12'53 4'952
15 17 5 9 10'33 47320
16 40 22 29 30'3 6'416
17 28 11°'2 17 18'73 6'033
18 41 17 28 28'7 8'495
19 38 11'2 20 23'06 9'659
20 36'2 14 21 23'73 81025
21 25'6 10 17 17'53 5'525
22 37'4 16'2 29 27'53 7'548
23 48'1 23 30 33'7 9'158
24 40 21'2 29 30 6'678
25 83'3 41'5 55'1 60 15'07
26 86 51 60 656 127851
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29
30

31

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

85'3

100'8

118

173'1

253
218
186
lel
137
149
156
131
131
139'4
129
125
140'5

131

49
63'5
95'9
149
227
177'1
151
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116'2
124'5
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112'8
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96
121

106'9

102
158
233
186
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121
131'6
105
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113'5

114'8

67'53

82'5
105'3
160
237'6
193'7
165'66
142'33
123'7
128'7
137'8¢6
110
115'3
125
117'33
110
125

117'5

240

12'842
13'194
8'070
8'611
9'626
15%237
12'851
13'826
9'549
12'526
11'683
13'435
10'962
9'489
8'134
10'2713
9'855

8'687
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3.7) CALCULOS ESTADISTICOS ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS,

Las siguientes figuras resumen el grado de significancia

tras la comparacifn estadistica de diferentes grupos

de perfusiones.

En ordenadas se representa la secrecion de insulina en
/uU/hr. y en abscisas las condiciones especificas de
cada grupo de perfusiones y el valor de la integral

de probabilidad de error.
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4°) INTEGRACION DE RESULTADOS ¥ DISCUSION.

Hoy no es posible todavia contestar a la pregunta 51 es
la glucosa misma o alguno de sus metabolitos, el
disparador qgue pone en marcha el mecanismo de secrecidn

de la insulina.

Como todos sabemos, la célula beta estd preparada para
responder, de un modo inmediato, aumentando o
inhibiendo la secrecién de insulina, segun los niveles

de glucosa circulante.

La dificultad para contestar a la pregunta gque nos
plante8bamos estriba en gue la glucosa es a la vez la
sefial que pone en marcha el mecanismo (semejante en todo
a un verdadero efector hormonal), y metabolito
fisiologico para la obtencién de la energia necesaria
en las funciones propias de esta célula. Por 1lo

tanto cuando estudiamos el proceso de secrecién ademés, /o
al mismo tiempo que se desencadena (la secrecidn) la
glucosa es metabolizada por la via glicolitica
exactamente del mismo modo que en cualquier otra célula.
De aquf surge el problema de desentrafar el mecanismo de

la secrecitn.

Podemos disponer de un modelo experimental capaz de
inhibir la secreﬁién. Se trata del ayuno. En efecto es
conocido gue durante el ayuno se inhibe la secrecién de
insulina, y nos basamos en este fendmeno para aportar
algunos datos que pensamos son de inte;és para

comprender el mecanismo de secrecifn.
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¢ Oué sabemos hasta ahora del mecanismo de secrecidn y

biosintesis de insulina?.

Esté bien demostrado gque cuando aumenta los niveles de
glucosa en el Medio se produce la secrecidn de uncs
grénulos (grénulcs beta) que contienen insulina y dgue

previamente habian sido sintetizados en el ribosoma.

Sabemos también gue antes de producirse la secrecidn
se modifican los niveles de nucleotidos ciclicos
intracelulares, as{ como disminuye la salida del cilcio

desde el interior al exterior de la cé&lula.

Matthews ha demostrado (ver figg9) que existe una
correlacidn entre la secrecibén de iﬁsulina y la
actividad electrica celular medida como diferencia de
potencial entre el exterior y el interior celular. Lecs

trabajos han sido realizados utilizando microelectrodos.

Es por lo tanto indiscutible la existencia de fendmenos

bicelectricos y de permeabilidad durante la secrecidn.

Desconocemos en primer lugar, como se unen todos estos
procesos y scbre todo como se relacionan con el
metabolismo de la glucosa y a que nivel del mismo. Parece
ser gue IiIntervienen una serie de factores gue exponemos

en la figura (90 ).

En efecto, la glucosa seria la senal que al unirse a un
receptor especifico, transmitirfa una informacidén al

interior de la cé&lula, que seria capaz de estimular la
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+ | ExecrTosis =3 LIBERACION DE
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GLUCOSA —— + - TR I
\‘4. BIOSINTESIS

SERAL RICEPTOR TRANSDUCTOR PFACTORES DE

MNCOPLAMIENTO
Fig. 90

Hodele para la regulacion de la liberacion de insulina por glucosa.Ashcroft(1977)
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biosintesis y la secrecién de 1la insulina. Esta teoria
intenta agrupar los trabajos de una serie de autores
que estdn convencidos de la existencia de un

glucorreceptor.

Por el contrario, hay otras evidenrcias due parecen
apuntar de que es durante el metakolismo de la glucosa
Y al parecer a nivel de las triosas fosfato en donde se

desencadena la secrecibén. Fig. 91.

Este argumento se basa en que el gliceraldehido es un
potente estimulador de 1la secrecibn, pero no tiene en
cuenta que la frucﬁosa, (un escalon previo en la via
glicolitica), es capaz de aumentar escasamente la
secrecién. Asf{ mismo, la galactosa gue penetra en el
metabolismo por la glucosa-1-P, es capaz de aumentar
los niveles de dcido lactico (lo que demuestra su

- metabolismo hasta el final de la via glicolitica y sin
embargo es incapaz de desencadenar la secrecidn). Por
Gltimo las pentosas tampoco modifican la secrecién Y
todos sabemos que estos azficares acaban en fructosa

. =6-P, un escalon previo Y obligado de la via

glicolitica.

Nosotros pensamos que en el caso de tratarse de un
metabolito, se encontraria en las primeras etapas de la
glicolisis (glucosa -6-P) o se trata, de una molécula
sensible a determinadas concentracicnes de glucosa o

un transportador de la misma en la etapa inmediatamente
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anterior a la fosforilizacién de la glucosa (hexogquinasa,
glucoquinasa). De éste modo, otro azucar que

potentemente estimula la secrecién como es el caso de 1la
manosa, utiliza asf mismo la hexoguinasa para pasar a

manosa —-6-P, y fructosa -6-P.

Finalmente otro argumento en contra de etapas tardias

en la via glicolitica seria el hecho de que en presencia
de niveles altos de glucosa, llega un momenta gque se
inhibe la fosfofructogquinasa para dirigir el metabolismo
a la sintesis de glucogeno, y sin embargc durante todo
el tiempo en gque estd aumentada la glucosa hay una
secrecibétn de insulina permanente. En favor de la
existencia del glucorreceptor tenemos en primer lugar la
sensibilidad especial de la c&lula beta a determinadas
concentraciones de alfa D-glucosa (estereocespecificidad},
~en segundo lugar la existencia de potenciadores y en
tercer lugar, el papel permisivo de la glucosa, para

gue otros metabolitos aumenten la secrecidn, (figura 92)

estimuladores, potenciadores, inhibidores).

Si correlacionamos las diferentes concentraciones de

glucosa con la secrecidn utilizando el pancreas aislado

y perfundido de rata, tenemos un sigmoide donde la rama
ascendente del mismo la encontramos entre 100 y 300mg3lFig. 93
En el caso de animales con distinto periodo de ayuno,
progresivamente la secrecidn de insulina serd menor, la

respuesta es lineal, pero la perdida de sensibilidad de
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EFECTOS DE LOS AZUCARES SOBRE LA LIBERACION DE LA INSULINA

EN LOS ISLOTES DE RATON.

INICIADORES POTENCIADORES INHIBIDORES SIN EFECTO
GLUCOSA FRUCTOSA MANOHEPTULOSA L-GLUCOSA
MANCSA N-ACETILGLUCQOSAMINA}] GLUCOSAMINA 3-0-METILGLUCOSA
GLICERALDEHIDO L-GLICERALDEHIDO 2-DEQCXIGLUCOSA
DIHIDROXIACETONA MANOHEPTULOSA GALACTOSA
GLUCOSAMINA GLUCOSAMINA TIOGLUCOSA DE CRO
RIBOSA
PIBITOL
XILITOL
Fig. 92

Esta tabla recopila los datos de Ashcroft et al {1972-1973) y Hellman et

al (1974).

Los iniciadores de la liberacién son capaces de lograr por si mismo la 1li-

beracidén de insulina.

Los potenciadores requieren la presencia de un iniciador en orden a ser

efectivo.

Todos los azucares son D-estereoisdmerocs salvo leos indicados como for-

mas L.
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F16. 93 CINETICA DE LA SECRECION DE INSULINA POR LA CELULA BETA
EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE GLUCGOSA
EN EL GRUPO CONTROL. PODEMOS OBSERVAR COMO LA CINETICA
ES SIGMOIDEA CON LA RAMA ASCENDENTE DEL SIGMOIDE ENTRE
100 Y 300.



la célula beta por la glucosa es solamente entre 100 y

300mg% (ver figuras 24 y 95 ). Goberna et al 1978.

El sigmoide aparece solo frente a la glucosa.Con la arginina
(ver figgg) 1a respuesta es siempre lineal(Arilla et al 1978).
Esta respuesta sigmoidal aparece en el casoc de enzimas
alostericos, como la fosfofructoquinasa, la fosforilasa beta.
Este comportamiento alosterico es semejapte al de la Hb

frente al 02.

Se trataria de una molecula(glucosensor o transportador.de
la glucosa) que como la hemoglcbina se uniria a la glucosa
solo frente a determinadas concentraciones, dando la

cinética sigmoidal.

Este fenomeno alosterico desaparece en el ayunc, Yy reaparece

con la realimentacién(figura 97 ). Goberna et al 1978.

Cabe la posibilidad gque dicha proteina fuese la que
fosforiliza a la glucosa, la hexoquinasa, o se trate de una
proteinguinasa de membrana. En nuestro laboratoric se estdn

iniciando trabajos para aclarar dicha hipotesis.

El blogueo del ayuno debe encontrarse a este nivel y debemos
describir aqui dos resultados de miximo interes: en primer
lugar, al aumentar el Ca2+ en el medio, en el caso de animales
ayunados, la respuesta de secrecifn es mayor pero continua
siendo lineal (Goberna et al 1978). I'igura 96 . Al

aumentar los niveles intracelulares de nucleoticos

ciclicos en la célula beta del pancreas en el caso
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F16.94 MUESTRA LA DISTINTA RESPUESTA DE LA CELULA BETA
FRENTE A CONCENTRACIONES CRECIENTES DE GLUCOSA.
EN EL CASO DE PANCREAS PROCEDENTE DE ANIMALES
COMTROLES LA RESPUESTA ES SICMOIDEA.EN EL CASO
DE ANINALES AYUNADOS 4 Y & DIAS,LA RESPUESTA ES
MEROR Y LINEAL,
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F16. 95 [NFLUENCIA DE LOS PERICDOS DE AYUNO CRECIENTE (ABSCISAS)
SOBRE LA SECRECION DE INSULINA. REPRESENTADA COMO
INCREMERTO DE LA SECRECION POR NMILIGRAMO DE CLUCOSA
AUMENTADA EN EL NEDIO (CRDENADAS), DEL ESTUDIO
COMPARATIVO DE LOS TRES TRAMOS CARACTERISTICOS DE LA
CURVA PODEMOS OBSERVAR QUE MIENTRAS EL AYUNO #0 TIENE
NINGUNA THFLUENCIA EN LA SECRECION PROVOCADA POR
GLUCOSA ENTRE 300 Y 600 MILIARAMOS, LA CAIDA ES
EXPORENCIAL EM CONCENTRACIONES CUE OSCILAN ENTRE

100 Y 30C.
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F16. 97 RECUPLRACION DE LA CINETICA SIGMOIDAL DE LA STCRECION
DE INSULIKA DESPUES DE LA REALIVMENTACIGN CON DIETA
STANDARD DURANTE 48 HORAS EN RATAS SOMETIDAS A 4
DIAS DE AYUNO, - :
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Fre. 98 CINETICA DE LA SECRECION DE INSULINA POR LA CELULA BETA
CON CALCIO 7 #M Y GLUCOSA 2'75. 5°5, 16°7 Y 33'4 mM
DESPUES DE 4 DIAS DE AYUNO. PODENOS OBSERVAR OUL LA
CINETICA SIGUE SIENDO LIKEAL COMO A LOS 4 DIAS DE AYURO,
PERO CON UNA MAYOR PENDIENTE. ‘
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de animales ayunados; mediante inhibidores competitivos
de la fosfodiesterasa, o mediante dibutiril -cAMP, el
desbloqueo de la secrecifn es evidente con la aparicién
del sigmoide caracteristico (ver figuras 99-100 . (Goberna
et al 1978, Ortiz et al 1978). Finalmente hay otros dos
argumentos a favor de la existencia de una molécula
sensible o transportadora de la glucosa. En primer lugar

la existencia de potenciadores que modulan la secrecidn.
Tiene que existir un locus para ellos.

En segundo lugar el papel permisivo de la glucosa en el
estimulc de la secrecién provocada por los no azucares

tales comc el palmitico(ver figura 10D .

Por filtimo debemos decir gue en 1977 se aislo en membranas
adipocitos una proteina transportadora de la glucosa gue
conserva las propiedades del transportador en la célula

intacta. Shanahan and Czech 1977.
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0 GLUCOSA

_ KE:—:;F O, 0~
NEVAR A

/ .

| CELULA BETA
CELULA BETA I CELULA BETA ACTIVADA Y
INACTIVADA > ‘\ ACTIVADA . E— ESTIMULADA POR
\\ PALMITICO

N\,
~
/\ “ /\
T, T
ij PALMITICO i:

Fig. 101 La gluccsa tiene un papél permisivo para que otras

| substancias sean capaces de estimular la célula beta. En la
figura se muestra cdmo el palmftico por si sclo es incapaz
de estimular la célula beta(izguierda), pero una vez
adaptada la glucosa a su receptor/transportador (centro), el
palmftico es capaz de estimular la célula ya activa(derecha)
provocando de este modo la secrecidn de la insulina.

(R, Goberna, 1978). o .



5¢ CONCLUSTORES.



276

"5°) CONCLUSIONES.

1. En pancreas aislado y perfundido la secrecidébn de
insulina muestra una cinetica sigmoide dependiente de la
glucosa extracelular en concentraciones comprendidas

entre 2'75 y 33'4 mM.

2. El ayuno provoca un blogueo de la secrecifén de insulina
por inactivacién de la c€lula beta. En el trabajo se
muestra como la glucosa, arginina y beta-OH-butirato a
diferentes concentracicnes son incapaces de estimular la

secrecifn en periodes de ayuno de 4 y 8 dias.

3. E1l ayuno provoca una perdida del sigmoide caracteristico

y la linearizacidén de la secrecidn.

4. La realimentacié6n con dieta standard durante cuarenta y
ocho horas en animales sometidos a cuatro dias de ayuno,
desbloguea parcialmente la secrecidn de insulina gque vuelve

a la normalidad, apareciendo la cinetica sigmoidal.

5. La utilizacién de teofilina 5 mM (metilxantina) en
pancreas procedentes de animales ayunados, desbloquea
también la secrecidn de insulina, y reaparece la cinetica
sigmoidal. Los mismos resultados se obtienen con

dibutiril-AMPc 2 mM.
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6. Al aumentar las concentraciones dé Ca++ en el medio

de perfusidn(de 3'5 a 7'5 mM) de los pancreas procendentes
de las ratas ayunadas, aumenta significativamente la
secrecidén de insulina, pero la cinetica continua siendo

lineal.

7. La arginina aumenta la secrecién de insulina , inducida
por glucosa, siendo la cinetica de secrecién lineal.
Realizadas las mismas experiencias en el ayuno, la cinetica

de secreci®n continua siendo lineal.

8. Nuestros resultados indican gque el beta-OH-butirato,

en presencia de glucosa, representa un estimulo de la célula
beta, produciendo un aumento inmediato de la secrecién de
insulina. En el ayuno, hay una perdida progresiva de la

sensibilidad de la cé&lula beta frente al beta-OH-butirato.

9. Estos hallazgos nos hacen postular la hipotesis de que

en el ayuno se pierde alguno de los mecanismos de secrecion.
No sabemos todavia si se trata de un transportador de la
‘glucosa, un enzima alosterico de las primeras etapas de la
glicolisis comc la hesQguinasa, gluccquinasa o
fosfofructoguinasa, o un hipotetico glucosensor. Los trabajos
en la Cdtedra de Bioguimica se orientan en este momento

para aclarar estas incognitas.
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