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RESUMEN.

Las células B pancredticas sintetizan y secretan insulina, amilina y factor de
crecimiento neuronal (NGF). La insulina y la amilina se almacenan en los mismos
granulos de secrecién y se secretan bajo los mismos estimulos. El principal efecto
de la insulina es el aumento en la entrada de glucosa a las células
insulinosensibles (adipocitos y células musculares) a partir del torrente sanguineo.
La amilina también participa en la regulacién del metabolismo de carbohidratos.
En humanos la amilina es capaz de polimerizar y formar agregados amiloides
tanto fuera como dentro de la célula, por lo cual se le atribuyen ciertos efectos
“citotoxicos”. Entre las funciones mas importantes del NGF se encuentra su accion
neurotréfica y su contribucion al mantenimiento  del fenotipo diferenciado
adquirido. Se ha observado que el NGF preserva la capacidad de las células 8,
para responder adecuadamente ante diferentes concentraciones de glucosa.

A la fecha no han sido caracterizados completamente los efectos de la amilina y
del NGF sobre la fisiologia de la célula B pancreatica. En el presente trabajo se
estudio el efecto de la amilina sobre la secrecidn de insulina. Se realizaron cuitivos
primarios de células § y se mantuvieron en medio definido con 156 mM de
glucosa durante seis dias bajo los tratamientos: amilina (100 nM), NGF (50 ng/mli),
amilina-NGF (100 nM-50 ng/ml) y anticuerpo contra amilina en una dilucién
1:1000. La cuantificacién de insulina secretada se realizé mediante el andlisis de
parametros (area de inmunoplaca, % de células secretoras e indice de secrecién)
obtenidos a partir de ensayos hemoliticos inversos (RHPA) probando dos
concentraciones de glucosa: una basal (5.6 mM) y otra estimuladora (15.6 mM).
No se observaron cambios significativos en la secrecién de insulina en las células
tratadas con amilina bajo ninguna de las dos condiciones de glucosa (basal y
estimuladora) respecto a los testigos. Las células tratadas con anticuerpo contra
amilina secretaron mas insulina en condiciones estimuladoras de glucosa respecto
al testigo y a las células tratadas con amilina. En las células tratadas con NGF
observamos un aumento significativo en la secrecion de insulina tanto en
condiciones basales como estimuladas por glucosa, respecto a los testigos. Sin
embargo, la combinacién amilina-NGF, no modificd significativamente la secrecion
de insulina respecto a la de las céluas tratadas con NGF.

De acuerdo con estos resultados podemos decir que la amilina juega un papel
importante en la regulacion de la secrecion de insulina estimulada por glucosa y
que el efecto del NGF prevalece sobre el efecto de la amilina en la secrecién de
insulina.




En altamar, Orion serd la referencia,
mas no etemamente...

1 INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Pdncreas

El pancreas es una glanduia con funciones endocrina y exocrina que se
localiza en la cavidad abdominal. Esta glandula se encuentra irrigada por las
arterias gastroduodenales, pancreato-duodenales y esplénicas, y es drenada por
las venas que forman parte del sistema de la vena porta. El pancreas esta
constituido por tres porciones principales: cabeza (rodeada por la primera porcion
del intestino delgado), cuerpo y cola (donde se encuentran los islotes
pancreaticos). La porcion exocrina del pancreas esta formada por células acinares
que producen las enzimas digestivas ( amilasas, lipasas, tripsina, etc.) y la porcién
endocrina esta constituida por los islotes pancreaticos, los cuales ocupan
aproximadamente el 2% del parénquima y se encuentran distribuidos entre el
tejido acinar '.

1.1.2. Islotes pancredticos

Los islotes pancreaticos son agrupaciones de aproximadamente 3000 células

especializadas de cuatro tipos:

a) Celulas a; constituyen aproximadamente el 15 % de cada islote, estan
localizadas en la regidn periférica; producen y secretan glucagon.

b) Células B; forman el 75% de cada islote, se localizan en la parte central;
sintetizan y secretan insulina, amilina, acido y-amino butirico (GABA) y factor
de crecimiento neuronal (NGF).




c) Células & ; pueden constituir del 5 al 10% del islote, se encuentran dispersas
entre las células a; producen y secretan somatostatina .

d) Células PP, pueden constituir del 1 al 2% de los islotes, producen y secretan
polipéptido pancreatico, el cual estimula la secrecién de HCI gastrico y
probablemente de enzimas digestivas.

En la figura 1 se esquematiza la estructura de un islote pancreatico.

s Islote
L A P
'»gancreatlco

Figura 1. Pancreas e islote pancreético




Los islotes pancreaticos estan muy vascularizados, el flujo sanguineo va del
centro hacia la periferia, por lo que las células ay 3 son perfundidas por una
sangre rica en insulina "2,

Los islotes estan inervados por el sistema nervioso auténomo, simpatico y
parasimpatico. Las fibras simpaticas catecolaminérgicas proceden del nervio
esplacnico y entran en el islote por via del ganglio celiaco. La adrenalina y la
noradrenalina inhiben la secrecion de insulina y aumentan la de glucagon.

Las fibras preganglionares parasimpaticas proceden del nervio vago y terminan
en un ganglio cercano al pancreas. Estas fibras son predominantemente
colinérgicas, la acetilcolina media la fase ceféalica de ia digestidn al estimular la
secrecion de insulina previa al ingreso de los alimentos, y por lo tanto, al aumento
de la glucosa plasmatica .

En los islotes pancreaticos las células a, d y PP rodean a las células B, las
cuales poseen en su superficie moléculas de adhesién celular (CAM’s).

La comunicacién entre las células homélogas, asi como entre las células
heterélogas que constituyen a los islotes pancreaticos, se lieva a cabo a través
uniones comunicantes, que permiten la transferencia de sustancias de bajo peso
molecular >*,

La embriogénesis de los islotes pancreaticos no es enteramente clara. Existen
evidencias de que el pancreas proviene del endodermo y que se forma a partir de
una evaginacion del intestino en el mesodermo esplacnico. A esta interaccion
entre el epitelio y el mesénquima, le sigue la diferenciacion entre células acinares
y células insulares. Se ha propuesto que podria existir una célula multipotencial
que diera origen al fenotipo exocrino y endocrino. Sin embargo, no es claro como
se induce la diferenciacion de las células insulares, probablemente en este
proceso estén involucrados factores de crecimiento °.




1.1.3. Células B pancredticas

En las células P pancredticas se han encontrado marcadores que se
encuentran presentes en células de origen neuroectodérmico, tales como
la enolasa especifica neuronal, dopadescarboxilasa y feniletanolamina
N-metiltransferasa. Ademas, estas células producen acido y amino butirico (GABA)
y las enzimas responsables de su sintesis, entre ellas, la glutarato descarboxilasa
(GAD) ©. Al igual que las neuronas, las células B expresan genes neuronales como
el factor de transcripcién silenciador del elemento represor (REST), el cual regula

la actividad de genes especificos que determinan el genotipo neuronal 8

Las células B presentan actividad eléctrica asociada con el funcionamiento
de diversos canales idnicos en la membrana plasmatica. En ausencia de glucosa
las células B se encuentran polarizadas y su potencial de reposo es de alrededor
de =70 mV. Cuando las céluias son estimuladas con glucosa presentan un patrén
de actividad eléctrica caracteristico, relacionado directamente con la secrecién
hormonal * 1°.

Asi mismo, existen subpoblaciones de células p aisladas, entre las que se
pueden presentar diferencias en su tasa de biosintesis y secreciéon de insulina, en
su umbral o sensibilidad a la glucosa, en su comportamiento electrofisiolégico y en
su densidad de corriente de sodio y calcio .

No es claro si esta heterogeneidad esta determinada por diferencias en su
estado metabdlico, su etapa de maduracién o si se encuentra definida
genéticamente. Sin embargo, existen evidencias de que la heterogeneidad de
las celulas 3 puede deberse a una diferencia en la densidad de los canales de

sodio """ 12,




En las células B pancreéticas se lleva a cabo la sintesis de insulina y de
amilina. Recientemente se ha demostrado que también en ellas se sintetiza el
factor de crecimiento neuronal (NGF)™.

1.1.4. Insulina

La insulina es una hormona constituida por 51 aminoacidos que forman dos
cadenas, una de 21 aminoacidos (cadena A) y otra de 30 aminoacidos (cadena B),
unidas por dos puentes disulfuro de cistinas, existe ademas otro puente disulfuro
en la cadena A, como se muestra en la figura 2. La actividad de la insulina esta
estrechamente relacionada con su estructura tridimensional compacta'®.

Figura 2. Estructura de insulina, se sefialan los puentes disulfuro que unen a las cadenas A y B.




La insulina es un miembro de una superfamilia de proteinas en la que se
encuentran los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGFl e IGFIl). La
estructura del gene de la insulina estd muy conservada entre las especies y
consiste de tres exones y dos intrones'*.

El gene de la insulina humana estd localizado en el brazo corto del
cromosoma 11 y es transcrito por una polimerasa de RNA del tipo Il a un
preRNAm que contiene las secuencias de los exones y los intrones. Después de
algunas modificaciones, el RNAm maduro es transferido al citoplasma y es
traducido a un precursor de peso molecular aito, la preproinsulina. Esta molécula
es un péptido lineal de 110 aminoécidos, formado por la secuencia de la
proinsulina unida a la de un péptido sefal de 24 aminoacidos en el extremo amino
terminal, que constituye la secuencia “pre”. A su paso por el reticulo
endoplasmico rugoso (RER), esta secuencia es escindida dando lugar a la
proinsulina, constituida por 81 a 86 aminoacidos. En la luz del RER, se forman los
puentes disulfuro en la proinsulina, la cual esta formada por la insulina y una
secuencia “pro” de 21 a 30 aminoacidos, llamada péptido conector (peptido C)'®.

La proinsulina recién sintetizada es trasladada por un sistema dependiente
de ATP al aparato de Golgi, donde se condensa en los granulos secretores
inmaduros, cubiertos de clatrina, que poseen la maquinaria necesaria para el
procesamiento de la proinsulina. Durante ia maduracién del granulo secretorio, el
interior de éste se acidifica y se pierde la cubierta de clatrina. En este ambiente, la
proinsulina es convertida en insulina por ruptura proteolitica en dos sitios
diferentes de pares de aminoacidos basicos en las uniones de la cadena A con el
péptido C y dei péptido C con la cadena B, respectivamente"’.

La insulina es almacenada en cristales hexaméricos formados por tres
dimeros de insulina alrededor de un eje que contiene dos atomos de zinc, y el
peptido C rodea a la estructura cristalina. Los granulos maduros contienen
cantidades equimolares de insulina y péptido C y son secretados por exocitosis'>.




La glucosa es el regulador fisiolégico mas importante de la expresion
genética, la traduccion, la biosintesis y la secrecién de insulina, aunque los
mecanismos de accién de ambos procesos son independientes. La concentracion
de glucosa que estimula ia biosintesis de la insulina es mucho menor (2.5 a 3.9
mM) que la necesaria para estimular la secrecién (a partir de 6.5 mM) . Asi mismo,
la sintesis de insulina continiia ain después de que los niveles de glucosa han
disminuido al nivel preestimulatorio'®.

Los mecanismos de acoplamiento entre el estimulo y la secrecion en las
células B son complejos. No existe un receptor membranal a la glucosa, la cual
entra a la célula y debe ser metabolizada para ejercer su accion estimuladora.

La glucosa entra a la célula por difusion facilitada, mediante un
transportador de glucosa dei tipo GLUT2 en roedores y GLUT1 en humanos, (el
cual es similar al transportador de glucosa que se encuentra presente en células
hepaticas), hasta que la concentracion intracelular en la célula § es similar a la
extracelular.

La primer reaccién sobre la glucosa es la fosforilacion, que constituye el
paso limitante para la regulacién del flujo glucolitico. Como se ilustra en la figura 3,
durante el metabolismo de la glucosa se produce ATP, aumentando la relacién
ATP:ADP, debido a lo cual se genera el cierre de un canal de potasio sensible a
ATP (canal Katp ) 7 Esto produce la despolarizacién de la membrana y la
subsecuente activacion de canales de sodio y de calcio sensibles al voltaje. La
actividad de los de canales de calcio del tipo L principaimente, produce la fase de
meseta y las espigas '°. La repolarizacion podria deberse a la activacién de una
conductancia al potasio dependiente de calcio. La entrada de calcio a través de los

canales de calcio predominantemente del tipo L, desencadena la exocitosis de
insulina’®,
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Figura 3. Metabolismo de la glucosa acoplado a la actividad eléctrica de la célulafy ala

secrecion de insulina.

La biosintesis de la insulina también puede ser regulada por otros factores,
como algunos aminoéacidos, neurotransmisores y hormonas. Mientras que las
sustancias que estimulan la secrecion de insulina pueden dividirse en iniciadores
(por ejemplo la glucosa y las sulfonilureas) y potenciadores (glucagon, péptido
inhibitorio gastrointestinal, acetilcolina, etc.)'™.

La concentracién plasmatica de glucosa en condiciones basales es de 4.5 a
5.5 mM. Cuando aumenta la concentracion de glucosa plasmatica (por ejemplo
después de la ingesta de alimentos), la secreciéon de insulina aumenta de 5 a 10




veces. La cinética de secrecion de insulina es bifasica. Después de un periodo de
latencia, la liberacién hormonal aumenta hasta un maximo y regresa a su nivel
basal en un lapSo de 2 a 5 minutos, seguido de un nuevo ascenso gradual y
sostenido de la secrecion. Cuando la concentracion de glucosa es reducida se

observa una espiga negativa transitoria'®.

La insulina tiene efectos a corto y a largo plazo sobre diversos tipos
celulares. A corto plazo, aumenta la entrada de glucosa de la sangre a adipocitos
y células musculares mediante un aumento en el nimero de transportadores de
glucosa y modula la actividad de diversas enzimas implicadas en el metabolismo
de la glucosa. A largo plazo, aumenta la expresion de enzimas hepaticas que
sintetizan glucdgeno; en adipocitos aumenta la expresidon de enzimas que
sintetizan triglicéridos y también puede actuar como factor de crecimiento en

diferentes tipos celulares como fibroblastos y neuronas en desarrollo™.

1.1.5. Amilina

La amilina, cuya molécula se identificd y caracterizd en 1987%°, es un
peptido constituido por 37 aminoacidos con un puente disulfuro (figura 4). Esta
hormona es sintetizada en las células (3 pancreaticas y se almacena en los mismos
granulos de secrecidn que la insulina®' %,

10




La estructura de la amilina es muy semejante a la del polipéptido
relacionado con el gene de la calcitonina (CGRP) 1 y 2, que es un polipétido
neuroendocrino, constituido por 37 aminoacidos?.

Figura 4. Estructura de {a amilina.

En humanos, el gene que codifica para la amilina se localiza en el brazo
corto del cromosoma 12. La transcripcién del gene de la amilina origina un RNAm
que contiene la secuencia de los exones que codifican para la sintesis de
preproamilina®.

La preproamilina contiene un péptido sefal seguido por una secuencia de
89 a 93 aminoacidos que contiene lisina-arginina en el extremo N-terminal. Este
precursor es transferido al aparato de Golgi, donde es transformado a proamilina.
Es probable que la proamilina se transfiera a través del aparato de Golgi junto con
la proinsulina hasta las vesiculas de secrecion, donde es procesada para originar
el péptido maduro de 37 aminoacidos y posteriormente sea almacenado en los
granulos de secrecion®®. La amilina y la insulina son cosecretadas bajo los
mismos estimulos; en condiciones basales la relacién amilina/insulina es 15/100

aproximadamente®*?®,
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Se han detectado concentraciones muy bajas de RNAm de amilina en
estémago y en otras regiones del tracto gastrointestinal, asi como en la raiz de los
ganglios de la espina dorsal®® .

A la fecha no se han caracterizado completamente los receptores
especificos de amilina, sin embargo, se sabe que se trata de heterodimeros de
receptores de calcitonina (CTRs) y diferentes proteinas modificadoras de la

actividad de receptores (RAMPs)*! 2.

Debido a la homologia existente entre la molécula de amilina y la del
CGRP, éstas comparten algunas actividades bioldgicas. La amilina puede unirse a
los receptores de CGRP, produciendo acciones similares pero con diferente
potencia, también puede ejercer una acciéon hipocalcémica similar a la de la
calcitonina (CT)®. Ademas se sabe que la amilina tiene acciénes semejantes a las
de la familia de péptidos de la calcitonina en el control de la secrecion de la

hormona de crecimento® 3.

Aungue no se conoce con exactitud el mecanismo de accién de la amilina,
se han propuesto dos mecanismos. Uno de ellos postula que la accién de la
amilina es mediada por él AMPc, pues se ha observado que ésta incrementa
significativamente su concentraciéon. Esto propicia la activacién prolongada de la
glucégeno fosforilasa, inhibiendo la sintesis de glucégeno a través de la activacion
de la proteina cinasa A. El otro mecanismo propuesto sugiere que la tasa de
glucdlisis se regula a través de la concentracidon de glucosa-6-fosfato intracelular, y
que la amilina juega un papel regulador sobre la fosfofructocinasa®®.

También se ha reportado que la amilina es capaz de modular la actividad de
canales Katp ¥ que puede inducir hiperpolarizacion en la membrana de las células
B, trayendo como consecuencia la disminucion de la secrecién de insulina y de
amilina®’.
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Las acciones de la amilina son mudiltiples: participa en la regulacién del
metabolismo de carbohidratos junto con la insulina y el glucagon; en miusculo
esquelético la amilina inhibe la sintesis de glucégeno®®, activa la glucogenoaiisis y
la glucdlisis, incrementando de esta manera la produccion de lactato®®. El lactato
se transporta a través del torrente sanguineo hasta el higado, donde es utilizado
como sustrato para la gluconeogénesis o la lipogénesis*.

La accién de la amilina es muy importante durante el periodo pospandrial,
pues disminuye la velocidad de vaciado gastrico*'.

La amilina juega un papel esencial en la reguiacién fisiolégica de liberacion
de nutrientes desde el estdmago*?. También se ha probado que es el inhibidor
gastrico mas potente®, lo cual se pone de manifiesto en el caso de los pacientes
con diabetes mellitus tipo 1(dependiente de insulina), donde la deficiencia de
amilina se refleja en la aceleracién de vaciado géstrico“. Se ha propuesto que la
modulacion de la amilina sobre el vaciado gastrico se lieva a cabo via sistema
nervioso central (SNC). El control de la motilidad gastrica involucra el tracto
solitario y el area postrema, 6rgano circuventricular con alta densidad de
receptores de amilina®®. Recientemente se ha observado que tanto la
concentraciéon de glucosa como la amilina son fundamentales e interactuan en el
control del vaciado gastrico*®.

Numerosos estudios han mostrado que la amilina tiene efectos sobre ia
sensacién de saciedad*’, actividad que también es ejercida por el CGRP. Se han
encontrado receptores para amilina y para CGRP en varias regiones del SNC tales
como el area postrema, el nucleo del tracto solitario, el hipotalamo y la amigdala,
las cuales estan involucradas en el control de la ingesta de alimentos*®. Los
efectos anoréticos de la amilina pueden ser mediados por la activacion de sus
receptores en el cerebro anterior, los cuales se encuentran en mayor proporcion
en esta region respecto a los receptores para CGRP, lo cual explicaria que la

amilina actte con mayor potencia*®*°.
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La concentracion basal de amilina en plasma es alrededor de 5 pM. En
pacientes con diabetes tipo 2 (diabetes mellitus no dependiente de insulina) la
concentracion de amilina en sangre es hasta 10 veces mayor a la esperada en
condiciones basales®!, mientras que en personas con diabetes tipo 1 la
concentracion de amilina es muy baja. La deficiencia o el exceso de amilina
provoca alteraciones metabdlicas importantes®’.

Los efectos toxicos de la amilina se atribuyen a su capacidad de
polimerizar, formar fibras y acumularse tanto intra como extracelularmente. No se
conoce el mecanismo mediante el cual la amilina pasa de una forma soluble a
agregados insolubles, Sin embargo, se ha observado que la region comprendida
entre los aminoacidos 20 a 29 es muy importante en el proceso de formacién de
fibras amiloides, en particular si se encuentra presente la secuencia arginina-
isoleucina-leucina-serina-serina (o alguna similar), el péptido es amiloidogénico, es
decir, puede formar placas amiloides®2. Asi mismo, la presencia de prolina y su
posicion en el segmento 20-29 es determinante para impedir que se lleve a cabo
la agregacion amiloidogénica. Algunas de las posiciones cruciales para
desestabilizar la formacion de la placa amiloide van de la 25 a la 28%. En la rata
no se observa la formacion de placas amiloides, y se cree que es debido a la
presencia de tres residuos de prolina en el segmento 20-29%*,

Los agregados amiloides se originan a partir de la polimerizacion de
unidades monoméricas de amilina, formando fibras de estructura laminar (laminas
). Estas fibras crecen progresivamente, originando estructuras fibrilares de
tamafio intermedio (visibles por microscopia electrénica) y agregados maduros
que pueden estar constituidos por mas de 10° mondmeros. Los procesos de
crec'miento y maduracion de los agregados amiloides son muy importantes, pues
se ha observado que la toxicidad de éstos disminuye cuando han crecido mas alla
de cierta longitud. Es posible que los agregados amiloides hidrofébicos (agregados
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de tamafio pequefio e intermedio) interactien con las membranas celulares,
alterando su estabilidad®.

Se han realizado estudios in vitro que revelan que los agregados amiloides
pueden interactuar con membranas artificiales incrementando su conductancia,
posiblemente como resultado de la formacién de poros™.

Estudios realizados en islotes pancreaticos presentan evidencias de que la
citotoxicidad de los agregados amiloides se debe dafios producidos en las
membranas celulares. Los dafios van desde la ruptura de la membrana
citoplasmatica, hasta la aparicién de masas anormales de estructuras parecidas a
vesiculas asociadas con pequefios depésitos amorfos de amilina en células muy
dafiadas o muertas™ *.

Por otro lado, existen evidencias de que la formacién de fibras amiloides
estd asociada con la acumulacion del proteoglucanc sulfatado perlecan. Esta
molécula se une a la amilina y de esta manera es retenida en la matriz

favoreciendo la formacién de fibras®’.
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1.1.6. Factor de Crecimiento Neuronal

El factor de crecimiento neuronal (NGF) pertenece a la familia de las
proteinas llamadas neurotrofinas, las cuales promueven la sobrevivencia y
diferenciacion neuronal tanto en el sistema nervioso central como en el sistema
nervioso periférico>® *°.

El NGF proveniente de la glandula submaxilar de ratén ha sido el mejor
caracterizado y es un complejo proteinico, cuyo peso molecular es de
aproximadamente 130 KD con un coeficiente de sedimentacidn 7s; esta
constituido por tres subunidades polipeptidicas designadas o, 8y v,. En la figura 7
se muestra la estructura de la subunidad B, (subunidad 2.5s), la cual forma un
complejo hexamérico al asociarse con dos subunidades oy v (2o, 28 y 2y) (figura
5); las fuerzas que mantienen unido a este complejo son débiles de tipo no

covalentes®® &',

Figura 5. Estructura de la subunidad p del Factor de Crecimiento Neuronal (NGF).
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La actividad biolégica del NGF se encuentra asociada a la subunidad B,
cuyo peso molecular es 26.5 KD y esta constituida por dos cadenas, las cuales
constan de 118 aminoéacidos. Las subunidades ay y son proteasas de serina del
tipo de la kalikreina, sin embargo sélo la subunidad y posee actividad catalitica®'.

El NGF es sintetizado en células blanco periféricas de axones simpaticos y
sensoriales, asi como en la glandula salival submaxilar, en células de Schwann y
en los macrofagos de nervios periféricos en desarrollo. Recientemente se
demostré que las células B pancreaticas también sintetizan NGF ',

Las funciones biolégicas mas importantes del NGF incluyen su accion
neurotrofica, su habilidad para moduiar el programa de diferenciaciéon de células
neuronales precursoras y su contribucién al mantenimiento del fenotipo
diferenciado adquirido. Es importante para el desarrollo y sobrevivencia de
neuronas colonérgicas del cerebro frontal, neuronas posganglionares simpaticas y
células ganglionares sensoriales derivadas de la corteza neural. También actua
sobre células que no se derivan del neuroectodermo, tales como los linfocitos en
los que aumenta la produccién de interleucinas; asi como en células del sistema

endocrino® 83,

La habilidad del NGF para ejercer su accion tréfica y de diferenciacién
sobre células blanco, estd mediada por la unidbn a sus receptores que se
encuentran en la superficie celular. Existen dos tipos de receptores para NGF: los
de alta afinidad (Kd=10"" M) y los de baja afinidad (Kd=10"° M)®.

El receptor de alta afinidad para el NGF, TrkA pertenece a la familia de las
cinasas de tirosina, a la cual también pertenecen TrkB y TrkC%. La unién del NGF
a Trk A induce la dimerizacion y la autofosforilacion del receptor®®. Las proteinas
de senalamiento: SHC, fosfolipasa C gama (PLCy) y cinasa de inositol trifosfato,
se unen especificamente al receptor fosforilado, activandose por fosforilacion,
desencadenando diferentes cascadas de sefalizacion®’.

En el grupo de receptores de baja afinidad a neurotrofinas, encontramos a
p75, el cual contiene en el dominio extracelular repeticiones ricas en cisteina. Este
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receptor posee un dominio intracelular que funciona como sitio de unién para
proteinas adaptadoras y de sefializacion responsables de apoptosis celular®® 8

En células B pancreaticas se han identificado receptores de alta afinidad. La
actividad de Trk A es importante para la formacion correcta de los islotes
pancreaticos, lo cual sugiere que el NGF podria tener funciones autdcrinas y
paracrinas en este proceso' ’°.

Se ha demostrado que el NGF induce el crecimiento de procesos
citoplasmaticos parecidos a neuritas en lineas tumorales de rata y en células B
pancreaticas de rata de cultivos primarios’" 2.

Por otra parte, al cultivar células B en presencia de NGF durante 5-7 dias se
observa un aumento en la secrecién de insulina en respuesta a una concentracién
de glucosa estimuladora (20.6 mM), comparada con la secrecion de insulina a una
concentracion de glucosa basal (5.6 mM). De la misma -manera, el NGF potencia
la secrecién de insulina a corto plazo, tanto en concentraciones de glucosa

estimuladoras como basales™® 73,

Por lo anterior, se ha postulado que el NGF puede regular algunos aspectos
de la fisiologia de las células B, incluyendo la secrecién de insulina. La modulacion
de la secrecidn de insulina podria llevarse a cabo por las interacciones de senales
intracelulares inducidas por la activacion de Trk A, el metabolismo de la glucosa y

el efecto que ejerce el NGF sobre la actividad eléctrica de las células p7°.
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1.2. PLANTEMINTO DEL PROBLEMA

La integracion de los conocimientos acerca de las células  pancreaticas
constituye un arduo trabajo, debido a que se trata de células altamente
especializadas. A la fecha no han sido caracterizados completamente ios efectos
de la amilina y del NGF sobre la fisiologia de estas células.

En particular, resulta fundamental establecer cual es el efecto de la amilina

y del NGF sobre Ia secrecion de insulina en las células 3 pancreaticas.

1.3. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus (DM) representa uno de los problemas mas
importantes de salud a nivel mundial. En México la DM afecta aproximadamente al
10% de la poblacién y como causa de muerte se encuentra entre el séptimo y
décimo lugar’™.

La DM incluye un grupo de padecimientos que tienen en comun la falta
parcial o total en la produccién o accién de la insulina y la elevacién anormal de la
concentracion de glucosa sanguinea’.

La diabetes tipo 1 (dependiente de insulina) se caracteriza por la
destruccién de las células B pancreaticas. Aunque no se tiene una respuesta
definitiva para las causas que llevan a la destruccién de las células B, se ha puesto
de manifiesto que obedece a un trastorno inmunolégico. También se ha vinculado
con procesos infecciosos y se ha relacionado ccn el desencadenamiento de la
respuesta inmune’®.

La diabetes tipo 2 (no dependiente de insulina) se origina de la combinacion
de dos defectos: la resistencia a la insulina y la disminucién en la secrecion
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pancreatica de insulina. La resistencia a la insulina es una condicién heredada que
constituye el defecto primario en la diabetes tipo 2, el cual radica en los receptores
de la insulina y/o en los cambios o0 procesos que se originan después de la unién
de la insulina con su receptor (defecto post receptor) 7.

En trabajos recientes se ha observado que la amilina juega un papel
importante en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa. Se ha propuesto que
la deficiencia de amilina en pacientes con diabetes tipo 1 agudiza el pico
hiperglucémico en el periodo pospandrial. Mientras que en pacientes con diabetes
tipo 2, se ha asociado a la amilina con la resistencia a la insulina.

Asi mismo se ha demostrado que en los pacientes con DM hay una
disminucion en la concentracion de NGF circulante, la cual se ha relacionado con
la neuropatia diabética.

Por lo antes mencionado, es muy importante avanzar en la investigacion
acerca de la fisiologia de las células B pancreaticas, cuyos productos interactian
de forma compleja con otros tejidos y érganos, regulando el metabolismo integral
del organismo.
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2. HIPOTESIS.

o La presencia de amilina en cultivos primarios de células B pancreaticas, inhibe

la secrecion de insulina.

o La presencia de un anticuerpo contra amilina previene los efectos de ésta

sobre la secrecion de insulina en células B pancreéticas.

o EI NGF puede prevenir los efectos inhibitorios de la amilina sobre la secrecién

de insulina en cultivos primarios de células p pancreaticas.

225710
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Avanzar en el conocimiento de los efectos de la amilina sobre la fisiologia

de. las células B pancreaticas de rata.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Analizar el efecto de la amilina sobre la secrecion de insulina y NGF en cultivos
primarios de células B pancreaticas, probando dos concentraciones de glucosa,
una basal (5.6 mM) y una estimuladora (15.6 mM) para la secrecion de
insulina.

2. Analizar el efecto de un anticuerpo contra amilina sobre la secrecion de

insulina y NGF en cultivos primarios de células p pancreaticas.

3. Evaluar los efectos de la amilina y el NGF sobre la secrecién de insulina en

cultivos primarios de células f pancreaticas.
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Fue fundamental establecer /a
) diferencia entre estibor y babor.
4. METODOLOGIA

4.1. Cultivo de tejidos.

El cuidado de los animales se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo
publicado en “NIH guide for the care and use of laboratory animals’ (National
Institute of Health Publication No. 85-23 revised, 1985).

Las células B se obtuvieron de pancreas de ratas Wistar machos adultos
jévenes (250-280 g). De manera breve, los pancreas se insuflaron con solucién
salina.balanceada de Hanks, con 0.1 % (peso/volumen) de albumina sérica
bovina y gentamicina. Después, los pancreas fueron macerados
mecanicamente y digeridos con colagenasa tipo IV (0.5 mg/ml), para
posteriormente someter el tejido a un gradiente de Ficoll. De este gradiente se
recupero la interfaz superior, que contiene a los islotes pancreaticos libres de
tejido acinar. Los islotes fueron lavados con solucion de Hanks y digeridos con
tripsina (2.5 mg/ml) disuelta en solucién salina balanceada de Spinner
(SIGMA), durante 10 minutos. Una vez que las células insulares estuvieron
dispersas, fueron cultivadas en medio de cultivo definido, cuya constitucion es
la siguiente: medioc RPMI-1640 (GIBCO), insulina (5 uM/ml), transferrina
(5 um/ml), selenita de sodio (5 um/ml), putrescina (100 uM) vy
progesterona (20 nM).

Las ceélulas se mantuvieron en cultivo con diferentes tratamientos:

NGF 50 ng/ml, amilina de rata 100 nM (Peninsula Laboratories) y anticuerpo
contra amilina en una dilucién 1:1000 (Peninsula Laboratories).
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4.2. Inmunofluorescencia e inmunocitoquimica.

Las células insulares fueron fijadas en paraformaldehido al 4%
(peso/volumen) en solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS).
Posteriormente, se permeabilizaron con Tritén X100 (SIGMA) al 0.01%
(volivol) en solucién salina amortiguada por TRIS (TBS).

Una vez permeabilizadas, las células se incubaron durante una noche con
antisuero de cobayo contra insulina (Incstar) y antisuero de conejo contra
amilina (Peninsula), a las concentraciones recomendadas por los fabricantes.
Posteriormente, se incubaron durante 1 hora con antisuero de cabra contra igG
de cobayo marcado con FITC (excitacién=494 nm, emisién=520 nm), para la
deteccion de insulina; y con antisuero de cabra contra IgG de conejo marcado
con CY5 (excitacion=650 nm, emision=670 nm), para la deteccién de amilina.
Las células se observaron bajo microscopia confocal, utilizando el canal rojo
para el CY5 (amilina) y el canal verde para FITC (insulina).

Para la técnica inmunocitoquimica, las células se procesaron con la técnica
descrita y se tiferon utilizando el método ABC, para revelar la reaccion se
utilizd un segundo antisuero biotinilado contra IgG de conejo y un complejo
estréptavidina-peroxidasa, cuyo sustrato es la 3,3'-diaminobencidina, la cual
forma un precipitado de color café.
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4.3. Secrecion de insulina.

Para cuantificar la insulina secretada por células B cultivadas durante 6
dias en presencia de amilina, NGF, amilina-NGF y anticuerpo contra amilina, se
utilizd el ensayo hemolitico inverso (RHPA), el cual nos permiti6 conocer la
secrecion individual de las células, asi como la actividad secretora total de las
mismas'®.

En forma breve: Se acoplé la proteina A la membrana de los eritrocitos
utilizando cloruro de cromo. El ensayo se realizd6 en camaras de Cunningham,
promoviendo la adhesion de la suspensién de células p y eritrocitos marcados
con proteina A, utilizando poli-l-lisina. La mezcla de células B y eritrocitos fueron
incubadas durante 1 hora en presencia de antisuero policlonal contra Insulina,
probando dos concentraciones de glucosa: 5.6 y 15.6 mM para cada tratamiento,
bajo el que fueron cultivadas las células durante seis dias. Al término de esta
incubacion se afiadié complemento de cobayo (1:40) y se incubd por 30 minutos
mas. Las células que secretaron insulina aparecieron rodeadas por una placa de
fantasmas de eritrocitos, los cuales fueron lisados por el complemento, en
presencia de complejos antigeno-anticuerpo.

El analisis de las inmunoplacas comprende dos aspectos principaies:
1) la determinacion del nUmero de células que forman placas y 2) la medida del
area de las placas, que es directamente proporcional a la cantidad de hormona
secretada por la célula. Se contaron las células secretoras y las no secretoras
bajo el microscopio, los datos se expresan como porcentaje de células
secretoras. Para medir el area de las inmunoplacas se utilizé un microscopio con
contraste de fases, al que se acopld una camara de video y un monitor; se
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proyectaron las imagenes de las inmunoplacas y se midi6 su didmetro, para
obtienen las é&reas y se procede a su analisis estadistico Se consideraron tres
experimentos, de los cuales se contaron en promedio 450 células por tratamiento
y se midié el area de inmunoplaca de 320 células por tratamiento.

También se realizdé el analisis de subpoblaciones de células secretoras,
estableciendo el porcentaje de células que forman placas pequefias (SP small
paque), es decir que secretan poca insulina, con area de inmunoplaca < 2000
pmz, y de células que forman placas grandes (LP, large palque), secretan mucha
insulina, con area de inmunoplaca > 2000 um?® Este andlisis se llevé a cabo

mediante la distribucion de frecuencias seguida del analisis de varianza ANOVA.

4.4. Anélisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico, se consideraron cuatro experimentos
(trabajando con duplicados para cada tratamiento) con una n promedio de 320
células por tratamiento. Se aplicé el analisis de varianza ANOVA, seguido por la
prueba de Fisher, con un nivel de significanciade p < 0.05y p < 0.01.
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Desplegadas las velas solo
la incertidumbre me cobija.

5. RESULTADOS
5.1. Desarrollo del modelo experimental

Para establecer las condiciones experimentales Optimas, se inicié con el
cultivo de las células B en un medio definido con diferentes concentraciones de
glucosa: 2.6, 5.6, 11.6 y 15.6 mM durante diez dias.

En estas condiciones se observé que las células cultivadas en medio con
2.6 mM de glucosa, no sobrevivieron mas de cuatro dias, mientras que las células
mantenidas con 5.6 mM de glucosa tuvieron una superevivencia de diez dias o
mas en cultivo, sin mostrar cambios notables en su morfologia.

Las células cultivadas en concentraciones altas de glucosa (11.6 y 15.6
mM) se mantuvieron en buenas condiciones durante el tiempo de cultivo. En este
caso, la mayoria de las células se aplanaron formando una monocapa, y en la
mayorias de los casos, las células periféricas de las agrupaciones celulares
desarroliaron prolongaciones citoplasmaticas.

Al comparar la morfologia de las células cultivadas en 11.6 y 15.6 mM de
glucosa no se observaron diferencias significativas, sin embargo, las
prolongaciones citoplasmaticas tendieron a ser mayores en las células cultivadas
en 15.6 mM de glucosa

Para detectar la presencia de amilina en las células cultivadas bajo las
condiciones mencionadas, se realizaron tinciones mediante la técnica de
inmunocitoquimicas. De esta manera se observd la presencia de amilina en todos
los casos, llamando notablemente la atencién la distribucion esta molécula en el
interior de las células, donde se aprecian “formaciones reticulares” alrededor del
ndcleo, como se observa en la figura 6.
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Figura 6. Presencia de amilina en células B cultivadas durante 10 dias en medio definido con una
concentracion de glucosa de 5.6 mM (A) y 11.6 mM (B).

Considerando estos primeros resultados, se decidié continuar con el trabajo
experimental cultivando a las células durante seis dias en medio definido con dos
concentraciones de glucosa: 5.6 y 15.6 mM, correspondientes a una concentraciéon
basal y una concentracién estimuladora para la secrecion de insulina,
respectivamente.

Para detectar la presencia de amilina e insulina se realizaron ensayos de
inmunocitoquimicas dobles. En la figura 7 se observa la presencia de amilina
(tincion roja) e insulina (tincion verde); aqui se puede apreciar las diferencias
morfolégicas entre las células cultivadas con glucosa 5.6 y 15.6 mM.
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Figura 7. Presencia de amilina (rojo) e insulina (verde) en células B cultivadas durante 6 dias en
medio definido con concentraciones de glucosa.5.6 mM (AyB) y 156 mM (C y D).
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Posteriormente, se cultivo a las células durante seis dias en medio definido
con glucosa 5.6 y 15.6 mM en condiciones testigo y los tratamientos: amilina (Am),
NGF, amilina-NGF (Am-NGF) y anticuerpo contra amilina (Ac vs Am).

En la figura 8 podemos observar que las células, bajo los tratamientos
mencionados contienen insulina en todos los casos, también se aprecian las
diferencias morfolégicas desarrolladas durante el tiempo en cultivo.

Figura 8. Presencia de insulina en células f cultivadas durante & dias en medio definido y glucosa
15.6 mM bajo los siguientes tratamientos: Testigo (A), Amilina 100nM (B), NGF 50ng/mi(C),
Amilina-NGF (D) y Anticuerpo contra amilina 1:1000 (E).
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5.2. Secrecién de insulina

Las células que se mantuvieron durante el cultivo con glucosa 56 mM, en
general no secretaron suficiente insulina para ser detectada por el RHPA. En la
figura 9 se observa la diferencia entre las células B secretoras (formadoras de

inmunoplaca) y no secretoras de insulina.

Figura 9. Formacion de inmunoplaca al realizar RHPA a céluas B que fueron cultivadas durante 6

dias en medio definido y glucosa 15.6 mM. Las flechas sefialan células no secretoras.

Por lo anterior, en los cultivos sucesivos se usé medio definido con
15.6 mM de glucosa vy los diferentes tratamientos. Para esta etapa se incluyo otro
testigo con 5% de suero bovino fetal (SBF), ya que los cultivos que se realizan
normalmente en el laboratorio se hacen en presencia de SBF y era importante
descartar que la ausencia de éste afectara negativamente la viabilidad de las
células.

225710
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Después de manfener en cultivo a las células durante 6 dias bajo las
condiciones mencionadas, se estimé la secrecion de insulina de las ceélulas B
aisladas bajo dos concentraciones de glucosa: 5.6 y 15.6 mM. Se midié el area de
las inmunoplacas, que es directamente proporcional a la cantidad de insulina
secretada y se obtuvo el porcentaje de célula secretoras. Los valores obtenidos
se muestran en el cuadro 1.

La primera observacién importante fue que no existieron diferencias
significativas entre los testigos en medio definido y los testigos con 5% SBF, para
ninguna de las dos concentraciones de glucosa (5.6 y 15.6 mM).

En condiciones testigo, se observa que la secrecién estimulada por de
glucosa (15.6 mM), aumentd en 80% respecto a la secrecion de insulina bajo una
concentracién basal de glucosa (5.6 mM). '

En condiciones basales de glucosa (5.6mM), todos los tratamientos
aumentaron la secreciéon promedio de insulina de las células individuales, medida
por el area de la inmunoplaca, con respecto al testigo: la amilina en 36%, el NGF
en 64 %, la combinaciénlde amilina y NGF (Am-NGF) en 69% y el anticuerpo
contra amilina en 45%.

En condiciones estimuladoras de glucosa (15.6 mM) el aumento en la
secrecion de insulina por los tratamientos fue menor: tanto el NGF como Ila
combinacién amilina-NGF la aumentaron un de 18 % aproximadamente y el
anticuerpo contra amilina en 25 %. En este caso la amilina no afectd la secreciéon
de insulina.

En cuanto al porcentaje de células secretora, (inicamente en el caso de las
células tratadas con NGF se observé un aumento significativo en ambas
concentraciones de glucosa.
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Cuadro 1 Secrecioén de insulina

Tratamiento | Glucosa Porcentaje de Area de
(mM) | células secretoras | Inmnunaplaca (um? |
56 63.9 2085
Testigo 24 1226
15,6 66.5 3750**
+3.2 +662
56 64.8 2843*
Amilina *3.9 *363
15,6 65.6 3433
.0 +308
56 69.6* 3415*
NGF 1.2 +253
15,6 74.4+ 4433 +&
241 +311
56 64.6 3541*
Am-NGF *26 +188
15,6 68.3 4362+
+4.6 +181
56 69.8 3028*
Ac vs Am *3.4 +258
15,6 70.5 4694 +¢
27 +415
56 61.6 2583
5% SBF 12,14 261
156 68.0 3925
+9.3 +68

Cuantificacién de la insulina secretada por células 8 cuitivadas durante 6 dias en medio definido
con 15.6 mM glucosa y los diferentes tratamientos a través del porcentaje de células secretoras y
el drea de inmunoplaca. Los valores presentados representan el promedio + ES (n = 320)

* p< 0.05 respecto al testigo 5.6 mM glucosa, ** p< 0.01 respecto al testigo 5.6 mM glucosa

+ p<0.01 respecto al testigo 15.6 mM glucosa, & p<0.05 respecto al tratamiento correspondiente en
5.6 mM glucosa, ¢ p<0.01 respecto al tratamiento correspondiente en 5.6 mM glucosa
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El indice de secrecién nos indica la secrecidn de insulina de la poblacién
total de las células 8, lo cual se muestra en la figura 10. Al comparar los indices de
secrecion de los testigos, observamos que la secrecién de insulina estimulada por
glucosa (15.6 mM), aumentd en un 77%, respecto a la secrecién en condiciones
basales de glucosa (5.6 mM).

En condiciones basales de glucosa, la secrecién total de insulina de las
células que fueron cultivadas en presencia de NGF, de amilina-NGF y de
anticuerpo contra amilina, aumenté en 77, 72 y 59 %, respectivamente frente su
testigo.

En condiciones estimuladoras de glucosa, la secrecidén total de insulina,
solamente aumentd en las células tratadas con NGF y con anticuerpo contra
amilina, en un 34 y 35 % respecto al testigo correspondiente.

Comparando los indices de secrecién de los tratamientos en condiciones
basales y estimuladoras de glucosa, se aprecia que la secreciéon de insulina
estimulada por glucosa de las células tratadas con NGF y anticuerpo contra
amilina aumentd en un 39 y 57% respecto a la secrecidén en condiciones basales
de glucosa bajo los mismos tratamientos.
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Figura 10. Indice de secrecidon de insulina de células B cultivadas durante 6 dias en medio

definido con glucosa 156 mM y ios diferentes tratamientos. A Secrecién de insulina en

condiciones basales de glucosa (5.6 mM). B Secrecion de insulina estimulada por glucosa (15.6

mM). Los valores representan el promedio + ES. * p< 0.05 respecto al testigo glucosa 5.6 mM. ™

p < 0.01 respecto al testigo glucosa 5.6 mM. + p < 0.01 respecto al testigo glucosa 15.6 mM. ¢ p <

0-01 respecto al tratamiento correspondiente en glucosa 5.6 mM.
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5.3. Anélisis de subpoblaciones

A través del andlisis de subpoblaciones de células §, es posible conocer el
porcentaje de células que secretan mucha insulina (LP, large paque) y cuya area
de inmunoplaca es > 2000 pmz, las cuales son importantes porque determinan la

cantidad total de insulina secretada.

Como se puede observar en el cuadro 2, el porcentaje de células céiulas
que secretan poca insulina (SP, small plaque), cuya area de inmunoplaca
es < 2000 um? fluctia entre 32 y 47%. Este porcentaje no se modifica
significativamente bajo condiciones basales (glucosa 5.6 mM) o estimuladoras
(glucosa 15.6 mM) para ningunos de los tratamientos respecto a los testigos.

Por otro lado, el porcentaje de células LP va de 16 a 36%. Cuando las
células fueron tratadas con NGF, con amilina-NGF y con anticuerpo contra
amilina, se observa un aumento de 88, 79 y 74% de células LP, en condiciones
basales de glucosa, respecto a los testigos. |

En condiciones de estimulacion por glucosa, el incremento en el porcentaje
de células LP inducido por los tratamientos de NGF, amilina-NGF y anticuerpo
contra amilina, frente a los testigos fue de 32, 28 y 23 %, respectivamente.

También se observa que en condiciones de estimulacién por glucosa el
porcentaje de células LP aumenta respecto las condiciones basales en las
células tratadas con NGF (19%), amilina-NGF (21%) y anticuerpo contra amilina
(19%).
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Cuadro 2. Células formadoras de inmunoplaca

Tratamiento | Glucosa | % Células formadoras de | % Células formadoras de
(mM) | inmunoplaca< 2000 ym* | inmunoplaca> 2000 um?
Testigo 5.6 47.4 16.5
15.6 37.6¢ 28.0¢
Amilina 56 41.0 23.8
15.6 38.8 26.8
NGF 5.6 38.5 31.1*
16.6 37.5 36.9+
Am-NGF 5.6 35.0 29.6*
166 32.4 35.9+¢
Ac vs Am 5.6 41.0 28.8*
15.6 36.2 343+
5% SBF 56 | 444 17.2
15.6 39.0 29.0¢

Analisis de subpoblaciones de células p secretoras de insulina realizado mediante el andlisis de
distribucion de frecuencias, seguido de un analisis de varianza. Las células cuya éarea de
inmunoplaca < a 2000 um? son células que secretan poca insulina (SP) y las células cuya area de
inmunoplaca es > a 2000 um? sin células que secretan mucha insulina (LP).

*p< 0.01 respecto al testigo en glucosa 5.6 mM. +p< 0.01 respecto al testigo en 15.6 mM.

¢ p<0.05 respecto al tratamiento correspondiente en glucosa 5.6 mM.
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Aun trazando el rumbo sobre una carta nautica
persiste el riesgo del naufragio y la deriva.

6. DISCUSION

En el presente trabajo se investigd la influencia de la amilina sobre la
secrecion de insulina en células B pancreaticas de rata cultivadas en

concentraciones altas de glucosa.

En la primera etapa del trabajo experimental, se probaron diferentes
concentraciones de glucosa: 2.6, 56, 116 y 156 mM. Se pudo detectar la
presencia tanto de amilina como de insulina a través de ensayos dobles de
inmunocitoquimica. También se observaron las diferencias morfoldgicas
producidas por el incremento en la concentracion de glucosa. Las células que
fueron cultivadas con concentraciones de glucosa 116 y 156 mM, se
“aplanaron”, formando una monocapa y las células periféricas de las agrupaciones
celulares desarrollaron prolongaciones citoplasmaticos, lo cual no ocurrié en el
caso de las células que se cultivaron con concentraciones de glucosa 2.6 y 5.6
mM, las cuales se mantuvieron redondas.

Lo anterior se explica por el hecho de que las células B sintetizan NGF', el
cual es secretado como respuesta a cambios en |la concentracion extracelular de
glucosa (de manera similar a la secreciéon de insulina regulada por glucosa). La
presencia de receptores para NGF (Trk A) en la membrana de las células $ implica
un efecto autocrino del NGF sobre las células, responsable del desarrollo de
procesos citoplasmaticos parecidos a neuritas.

Al realizar los ensayos de inmunocitoquimica para detectar la presencia de
amilina, llama la atencién la tincién irregular al interior de las células, destacando
la presencia de “entramados” alrededor del nucleo.
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Sin embargo, se sabe que en la rata la amilina no forma agregados
amiloides ni dentro ni fuera de la célula debido a la presencia de tres residuos de
prolina en el segmento 20-29%*. Esto hace suponer que lo detectado en este caso,
es la presencia de precursores de amilina, ya que éstos son transferidos del
reticulo endoplasmico al trans-Golgi durante su proceso de maduraciéon. Es
importante mencionar que como parte complementaria, se ha iniciado el trabajo
para realizar observaciones con microscopia electronica.

El analisis estadistico de los parametros obtenidos para cuantificar la
insulina secretada por las células B (area de inmunoplaca, porcentaje de células

secretoras e indice de secrecion) permite hacer las siguientes observaciones:

o La secrecion de insulina de las células B cultivadas en condiciones testigo
en medio RPMI y 5% de SBF, no cambié en forma significativa respecto a las
células cultivadas en condiciones testigo en medio definido. Esta observacion es
importante, ya que en el laboratorio los cultivos normalmente se realizan en
presencia de SBF, y de esta manera probamos que la ausencia de las hormonas y
los factores presentes en el SBF no afecté la secrecién de las células cultivadas
en medio definido.

. En las células tratadas con amilina, la cantidad total de insulina secretada,
no cambid significativamente respecto a los testigos en condiciones basales ni
estimuladoras de glucosa.

Se sabe que bajo condiciones crénicas de hiperglucemia las células 8
pancreaticas pierden la capacidad de responder adecuadamente a la estimulacion
gjercida por la glucosa para secretar insulina’® 7, debido a que las
concentraciones altas de glucosa también estimulan la secrecion de amilina®. Sin

embargo, el efecto inhibitorio de la amilina sobre la secrecidn de insulina se
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requiere de concentraciones muy elevadas (90 veces mayor a concentraciones
fisioldgicas pospandriales en humanos)®'. Es importante recordar que este efecto
de la amilina sobre la secrecién de insulina, se atribuye principalmente a la
formacion de placas amiloides intra y extracelulares, pero sabemos que en la rata,
la amilina no polimeriza para formar agregados amiloides.

Por lo anterior pensamos que nuestras células cultivadas en presencia de
amilina perdieron la capacidad de “‘censar” los cambios en la concentracion
extracelular de glucosa. Sin embargo, no conocemos el mecanismo mediante el

cual ocurre esta desensibilizacién.

o La secrecion de insulina estimulada por glucosa, de las células tratadas con
anticuerpo contra amilina aumenté significativamente respecto a los testigos y
respecto a las células tratadas con amilina. Asi mismo, en presencia de
anticuerpo contra amilina, el porcentaje de células con alta tasa de secrecién de
insulina (células LP) es mayor en condiciones de estimulacion por glucosa que en
condiciones basales de glucosa.

Efectos similares se han observado en pancreas aislados de rata tratados
con antisuero contra amilina, donde la secreciéon de insulina en condiciones
basales de glucosa no se modifica respecto los testigos manejados, sin embargo,
la secrecion de insulina inducida por glucosa (16.7 mM) aumenta en forma
significativa®.  También se ha reportado que la amilina inhibe la secrecién de
insulina estimulada por glucosa en células B aisladas, asi como en pancreas de
rata completo®® %,

Trabajos recientes han puesto de manifiesto que la amilina juega un papel
fundamental en Ia fisiologia de la célula B, incluso, que es necesaria para su
supervivencia al regular la secrecion de insulina estimulada por diferentes
secretagogos, protegiéndola cuando tiene que enfrentar retos metabolicos®®. Se
ha observado que la secrecion de insulina hiperestimulada por altas
concentraciones de glucosa, conlleva a la deplecién de los granulos de secrecién,
provocando una disfuncion en las células B’°.
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También se sabe que la relacion molar amilina/insulina en las células f
aumenta cuando éstas se cuiltivan en altas concentraciones de glucosa y se
sugiere que la amilina tiene efectos paracrinos sobre la regulacion de la secrecion
de insulina®.

Por lo anterior y de acuerdo con las observaciones realizadas en la
presente investigacién, se puede decir que la amilina juega un papel importante en
la regulacion de la secrecién de insulina estimulada por glucosa. Sin embargo, el
efecto de la amilina sobre la secrecion de insulina en condiciones basales de
glucosa, no es claro, por lo cual, se requiere de la realizacién de otros estudios,
donde se investigue el efecto de la amilina sobre la concentracion intracelular de

calcio en la célula B.

o Las células tratadas con NGF secretaron mas insulina tanto en condiciones
basales como en condiciones de estimulacion por glucosa respecto a los testigos
manejados. El mayor porcentaje de células con alta tasa de secrecién de insulina
se encuentra dentro de las células tratadas con NGF, tanto en condiciones
basales como de estimulacion por glucosa. Lo anterior es una evidencia mas de la
importancia del NGF en la fisiologia de la célula § pancreatica.

Resultados similares se han observado en trabajos realizados en el
laboratorio. Se ha demostrado que el NGF juega un papel muy importante en la
fisiologia de las células B, pues preserva en ellas la capacidad de responder
adecuadamente ante la estimuiacion ejercida por la glucosa para la secrecion de
insulina’®,

o No se observé diferencia significativa en la cantidad de insulina secretada
por las células tratadas con la combinacién Amilina-NGF, respecto a la cantidad
de insulina secretada por las células tratadas con NGF, como tampoco en el
porcentaje de células con alta tasa de secrecién de insulina.

225710
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A la fecha no se han reportado trabajos donde se estudie el efecto de estas
dos moléculas sobre la secreciéon de insulina o de la relacién de las mismas en
células B pancreaticas. Sin embargo, sabemos del papel que juega el NGF sobre
la actividad eléctrica de la célula p".

También se ha postulado que la amilina produce hiperpolarizacion en Ia
membrana celular de la célula B, limitando de esta manera, una despolarizacion
prolongada de la membrana y el consecuente incremento de la concentracion de
Ca*" intracelular®’, lo cual podria ser un mecanismo de proteccién para la célula B
contra el efecto “tdxico” de la hiperglucemia.

Por lo anterior, suponemos que, el efecto del NGF (probablemente sobre la
actividad eléctrica de las células B) prevalece sobre el de la amilina, por lo cual, no
observamos diferencias significativas entre la secrecién de las células tratadas con
NGF y la combinacién amilina-NGF.

No fue posible estandarizar la técnica para cuantificar el NGF secretado por
las células B. Sin embargo, se realizaron ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)
para cuantificar el NGF secretado por células B tratadas con amilina y anticuerpo
contra amilina. De los ensayos realizados, se observd que las células tratadas con
amilina tendian a secretar una mayor cantidad de NGF respecto al testigo,
mientras que las células tratadas con anticuerpo contra amilina tendian a secretar
menos NGF que el testigo (no se muestran los resultados). La caracterizacién de
la secrecion de NGF por las células B tratadas con amilina proporcionaria
informacion muy valiosa para tratar de establecer si existe alguna relacion entre
estas dos moléculas.

Algunos trabajos realizados en células nerviosas inuestran evidencias de
que la presencia de precursores de amilina induce el aumento de la secrecién de
'NGF®, pero no se conoce el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo este
proceso.
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La relacién que existe entre el NGF y las proteinas precursoras amiloides
(o precursoras de amilina) en células nerviosas llama, adicionaimente la atencion.
Se ha reportado que la presencia del precursor amiloide en bajas concentraciones
incrementa la afinidad de los receptores p75 de NGF por el factor, asi como la
fosforilacion de tirosina de trkA producida por NGF, potencializando, de esta
manera, su actividad neuritogénica en células PC12. Esto sugiere que el
precursor amiloide potencia las acciones neurotréficas del NGF al interactuar en
forma indirecta sobre los receptores p75%’. También se ha demostrado en células
PC12 que es necesaria la unién del NGF a los receptores p75 para mediar los
efectos de este factor sobre la morfologia de las células y el metabolismo del
precursor amiloide, y que la activacion de los receptores trkA incrementa el

proceso de secrecién de precursores amiloides sin incrementar su sintesis®® .

Considerando lo anterior, cabe preguntarse si en las células §, se lleva a
cabo algin mecanismo de interacciéon entre el NGF y la amilina o alguno de sus
precursores. De esta manera resuilta interesante investigar bajo qué condiciones
estas moléculas interactian y “afectan” sus procesos de sintesis y secrecion.

Existen todavia numerosas incognitas acerca de los mecanismos que
regulan la sintesis y secrecién de la amilina y su interaccién con la insulina y el
NGF: a la fecha no se ha reportado algun trabajo en el que se estudie la relacién
existente entre estas tres moléculas en las células B. Por esta razén resulta
importante presentar estos resuitados como un primer intento de establecer néxos
entre los roles que juegan la insulina, la amilina y en el NGF en la fisiologia de las

células B pancreaticas.
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Al fin bajo la marea,
pero el oleaje impregno su huella.

7. CONCLUSIONES.

1. La amilina juega un papel importante en la regulacion de la secrecion de
insulina estimulada por glucosa.

2. El efecto del NGF prevalece sobre el efecto de la amilina en la secrecion de

insulina.
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