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1.- INTRODUCCION

1.1.- FOSFATIDILINOSITOLES

E]l primer trabajo que demostrd que las hormonas tienen efectos en
el metabolismo de los fosfatidilinositoles, fue hecho por Hokin
y Hokin (1); estos autores vieron que un gran numero de agonistas
diferentes podian inducir un aumento en el metabolismo de los
fosfatidilinositoles de membrana. Estos agonistas incluyen
neurotransmisores clasicos come acetilcolina, noradrenalina,
histamina, y tamnbién moléculas mas complejas como los péptidos
vasopresina, substancia P, angiotensina, hormona liberadora de
tirotropina, factor de crecimiente plaguetario y factor de
crecimiento epidérmico. En casos donde la farmacologia esta bien
establecida, los cambios en el metabolismo de los
fosfatidilinositoles son siempre especificos para una clase
particular de receptor (2), como son el colinérgico muscarinico,
el a, adrenérgico, el H, histaminérgico o el V, de la vasopresina.
Una caracteristica destacada de estos receptores es que son
multifuncionales en naturaleza, ya que se encuentran implicados
en una parte del mecanismo de transduccidon general para la
movilizacidén del calcio, la activacién de la protein quinasa C,
la liberacidén del &cido araquidénico y 1la activacidn de la
guanilato ciclasa. Para generar esta bateria de moléculas
cefiales, estos receptores emplean un mecanismo de transduccién

basado en la hidrélisis de un fosfatidilinositol de membrana



especifico.

1.1.1.- CICLO (Figura 1)

1.1.2.- ESTRUCTURAS

El término fosfatidilinositol ha sido utilizadoe para describir
los tres fosfolipidos anidénicos gue contienen mio-inositeol en sus
cabezas de grupo (2). La forma mé&s abundante es el
fosfatidilinositol (PI) que contiene mio-inositol unido a través
del hidroxilo de la posicién 1. Los otros dos compuestos estén
formados por la fosforilacién secuencial de los grupos hidroxilo
de las posiciones 4 y 5 del fosfatidilinositol (3). Las membranas
tienen una fosfatidilinositol quinasa, que fosforila
especificamente el hidroxilo de 1la posicidén 4 para dar el
fosfatidilinositol 4-~monofosfato (PIP), Yy una gquinasa que
fosforila la posicién 5 del hidroxilec para dar el
fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,). La conversién del
fosfatidilinositol (PI) a estos dos polifosfatidilinositoles
(PIP,PIP,) puede reverter por la accidén de dos fosfomonoesterasas,
gue gquitan especificamente los fosfatos de las posiciones 4 y 5.
Los fosfatidilinositoles constituyen el 2-8 % de los lipidos de
la membrana celular en células eucariotas, y son fundamentales
para la supervivencia de la célula. En la mayoria de las células,
los polifosfatidilinositoles representan el 10~20 % de los lipi-

dos que contienen mio-inositol. El1 fosfatidilinositol 4,5-
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4
normalmente menos frecuente gque el fosfatidilinositol 4-
monofosfato y, asi, el fosfatidilinositol 4,5-difosfato contenido
en las células es del 1-10 % del contenido de los fosfatidilino-~

sitoles.

1.1.3,- ACCION DE LA FOSFOLIPASA C SOBRE 1,058 FOSFATIDILINOSITO-
LES
Un gran numero de datos sugieren gque el catabolismo de
fosfatidilinositoles se acelera como resultado de la unién de
ligandos a sus receptores especificos situados en la superficie
celular (4,5). Esta hidrdlisis ocurre a través de la activacidén
de una enzima fosfodiesterasa especifica para los
fosfatidilinositoles: la fosfolipasa C (PLC). Los productes de la
hidrdlisis de esta enzima son el 1,2-diacilglicerol y el inositol
1,4,5~trifosfato, los cuales tienen gran importancia en funciones
fisiolégicas intracelulares comc sequndos mensajeros, activando
la protein gquinasa C (6) y movilizando el calcio del reticulo

endoplasmatico (5).

La fosfolipasa C se encuentra presente en la mayoria de las
células de mamiferos (7}, asi como en plantas y en varios
microorganismos. Existen distintas fosfolipasas que han sido
purificadas de una gran variedad de tejidos de mamiferos, y
varias formas moleculares han sido ya clonadas y secuenciadas
(8). La comparacidén de sus secuencias aminoacidicas y reacciones
inmunoldégicas cruzadas indican que la fosfolipasa C de mamiferos

puede ser dividida en cuatro grupos de isoenzimas : PLC-a, PLC-B,
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PLC-T y PLC-§ (7), dque son polipéptidos simples. La medida de la
masa molecular de estas 1iscenzimas por electroforesis en gel de
poliacrilamida de dodecil sulfato sédico es: 62-68 Kba la PLC-a,
150-154 KDa la PLC-B, 145-148 KDa la PLC-I', ¥y 85-88 KDa la PLC-§6
(7). Las cuatro enzimas tienen propiedades cataliticas similares:
hidrolizan los tres fosfatidilinositoles PI, PI-4P, y PI-4,5P,,
perc no el PI-3P, PI-3,4~P,, o PI-3,4,5~P; (9), y su actividad
catalitica depende de la concentracién de calcioc. Los cuatro
tipos de isoenzimas son bastante diferentes entre si, no sélo en
tamafio molecular sino también en la secuencia aminoacidica. Esta
falta de similitud secuencial es consistente con la ausencia de

reacciones inmunoldgicas cruzadas entre las cuatro enzimas.

La fosfolipasa C es una fosfodiesterasa dependiente de calcio,
por lo tanto, las concentraciones de calcio determinan el rango
de hidrélisis y la preferencia de los substratos. Se sabe que la
fosfolipasa C citosdlica especifica para el fosfatidilinositol
(PI) requiere una concentracién de calcio del orden mM para una
actividad maxima, mientras que la enzima o enzimas de membrana o
citosdlicas, que hidrolizan los polifosfatidilinositoles (PIP,
PIP,), son activas a concentraciones de calcio del orden de uM
(10). La fosfolipasa C de plaquetas, a concentraciones de calcio
100 pM, hidroliza 20 veces m&s rapido el fosfatidilinositol (PI)
que el fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,); en contraste, a
concentraciones de calcio 0,1 uM, los dos substratos son

igualmente hidrolizados, inclusc si el fosfatidilinositol (PI) es
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14 veces superior al PIP,. Aundgue el calcio estimula la hidrdélisis
de polifosfatidilinositoles in vitro, la reaccidn preccede incluso

en la presencia de EGTA (11).

Los requerimientos de calcio para la hidrdélisis del PIP, son algo
variables. En algunos tejidos, como las glandulas pardtidas (12),
plaguetas (13), glanglios simpaticos cervicales superiores (14),
hepatocitos (15) y fibroblastos humanos (16), la hidrdélisis del
PIP, es independiente de calcio. Por otra parte, en casos tales
como sinaptosomas de cerebro (17), neutrdéfilos (18), islotes
pancreaticos (19), pancreas {(20), misculo liso del iris (21), la
hidrélisis de los polifosfatidilinositoles (PIP, PIP;) es
parcialmente dependiente de calcio y, en muchos casos, puede ser

activada por ionéforos de calcio.

1.1.4.- ACCION DEL LITIO SOBRE EL METABOLISMO DE LOS FOSFATI-
TIDILINOSITOLES
El mayor obstéculo para el estudio del metabolismo de los
fosfatidilinositoles es que estos compuestos se encuentran en los
tejidos en cantidades muy pequehas. Por inhibicién de la enzinma
IpP fosfatasa, el litio inhibe la sintesis de los
fosfatidilinositoles limitando la disponibilidad del mio-inositol
para la enzima PI sintasa, y dando lugar a una acumulacidn de los
inositoles fosfato, favoreciendo asi su cuantificacién al
aumentar la cantidad de los mismos. Por lo tanto, para favorecer

su estudio in vitro, se utiliza el litio.
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Allison y Stewart (22) notaron una disminucidn de los niveles de
mio-inositol libre en el cerebro de ratas tratadas con litio.
Posteriormente, se vié que los niveles de IP aumentaron (23). El
inositol l1-monofosfato es derivado de la sintesis de glucosa y de
la hidrélisis de los fosfatidilinositoles. La otra fuente de mio-
inositol es a través de un transporte activo del fluido
extracelular, siendo la entrada por este mecanismo bastante
limitada para las células del cerebro y nervios periféricos. Asi,
el tejide nervioso seria particularmente susceptible a
limitaciones en el suplemento del mio-inositol 1libre por
inhibicién de la IP fosfatasa, con una disminucién en los niveles
de fosfatidilinositoles. Esta podria muy bien ser la forma de
accién antimaniaca del litio (24), ya que el litio puede asi
inhibir la transmisién sinéptica por inhibicién del metabolismo

de los fosfatidilinositoles.

1.1.5,.- IMPLICACIOE DE LOS FOSFATIDILINOSITOLES EN LA TRANSDUC-
CION DE SENALES INTRACELULARES: SEGUNDOS MENSAJEROS
Las sefiales extracelulares son transmitidas a través de la
membrana celular, por una variedad de mecanismos en los due
intervienen moléculas mensajeras; las hormonas, los factores de
crecimiento peptidico, los neurotransmisores, y otros agonistas,
se unen a receptores especificos situados en la superficie
externa de la célula, y la ocupacién de estos receptores inicia
la produccién de mensajeros activos, incluyende 1los bien

estudiados AMP,, GMP, y, también, las recientemente descubiertas
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moléculas mensajeras derivadas de los fosfatidilinositoles. El
significado y naturaleza de muchos de estos compuestos aidn no se
conoce del todo, si bien se conocen tres moléculas mensajeras que
son  preoducidas por los fosfatidilinositoles: el Acido
araquidénico, el inositol 1,4,5-trifosfato, Yy el 1,2~
diacilglicerol. El &Acido araquiddénico es oxidado para producir
otros mediadores incluidos las prostaglandinas, los leucotrienos
y los +tromboxanos. El inositol 1,4,5-trifosfato actdia como
segqundo mensajerc para movilizar el calcio del reticulo
endoplasmdtico, mientras que el diacilglicerol es un mensajero
que actta como cofactor esencial para la accidén de la protein

guinasa C.

Los fosfatidilinositoles son formas de almacenaje de moléculas
mensajeras, Yy son mas activamente metabolizados que los otros
lipidos. En un gran namero de tejidos, el metabolismo de los
fosfatidilinositoles est& acelerado cuando es estimulado por
diversos agonistas. La aceleracién del movimiento de los
fosfatidilinositoles se debe a la respuesta de las células, que
refleja la transduccién de seflales a través de 1la mnembrana
plasmtica. El movimiento acelerado de los fosfatidilinositoles
estd8 unido a procescs celulares que estdn asocciados con la

movilizacidén del calcio.

1.1.5.1.~ CARACTERISTICAS DEL RECEPTOR DE FOSFATIDILINOSITOCLES

La unidad de transduccidn dentro de la membrana plasmidtica consta
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de tres componentes principales: un receptor gue detecta la
sefial, una prdteina G dgue sirve para acoplar el receptor al
tercer componente, y una fosfodiesterasa responsable de la

descomposicién del lipido precursor.

La cascada de sefiales dependientes de 1la hidrdlisis de los
fosfatidilinositoles comienza por un agente  extracelular
(hormonas, factores de crecimiento, neurotransmisores) que se une
a un receptor de superficie celular. El complejo del ligando con
el receptor activa una proteina G situada en la cara interna de
la membrana plasmatica, como resultado probable de un cambio
conformaciocnal inducido por el 1ligando en el receptor. La
proteina G, posiblemente, consistiria en las subunidades «a, B5.
Cuando la proteina G estd activada, se produce una transformacién
de la molécula GTP a GDP, dando lugar al complejo GTP-a que se ha
disociado del dimero Ba. El1 complejo GTP-a estimula a la
fosfolipasa C, la cual descompone el PIP, liberando dos segundos
mensajeros independientes, el diacilglicerol y el inositol 1,4,5-

trifosfato.

1.1.5.2.- MOVILIZACION DEL CALCIO INTRACELULAR: INOSITOL 1,4,5~
TRIFOSFATO

Sobre la hipdtesis, primero de Michell (2), basada en estudios de

Fain y Berridge (25) en glandulas salivales de insecto, se

enuncid gue un segundo mensajero generado durante la

descomposicién de los polifosfatidilinositoles en la membrana
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plasmatica debia de estar involucrado en la movilizacidn del
calcio intracelular. En los nltimos 6 afos se han recogido
evidencias que relacionan la hidrélisis de los
polifosfatidilinositoles con la movilizacién del calcio
intracelular a través del inositol 1,4,5-trifosfato. En
experimentos in vitro, con agonistas, se ha visto que el inositol
1,4,5-trifosfato se forma rapidamente, con una vida media de
aproximadamente 4 segundos, dando lugar al isémero inositol
1,3,4-trifosfato a través de la desfosforilacidén en la posicién
S del compuesto inositol 1,3,4,5~tetrafosfato (formado por una
quinasa que fosforila 1la posicién 3 del inositol 1,4,5-
trifosfato). El isémero inositol 1,3,4-trifosfato tiene una vida

media mayor, pero carece de capacidad para movilizar el calcio.

1.1.5.2.1- RECEPTOR PARA EL INOSITOL 1,4,5-TRIFOSFATO

La interaccidn del inositol 1,4,5~trifosfato con el reticulo
endoplasmatico parece incluir lugares de unién especificos. La
identificacién de éstos en tejidos como las células del higado,
los neutréfilos (26), la glandula pituitaria (27), y los
microsomas de corteza adrenal (28), sugieren que el inositol
1,4,5-trifosfato estimula la liberacién de calcio del reticulo
endoplasmatico, interaccionando con un receptor. Las membranas
mitocondriales parecen carecer de lugares de unién al inositol

1,4,5-trifosfato.

El mecanismo molecular por el cual el inositeol 1,4,5-trifosfato
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libera calcio del reticulo endoplasmatico estd por determinar; no
obstante, hay trabajos en los gue se ha sugerido que la unidn del
inositol 1,4,5-trifosfato al reticulo endoplasmatico debe
conducir a la apertura de canales de calcio (29). La apertura del
canal, se calculd, requiere la unidén de al menos tres moléculasde

inositol 1,4,5-trifosfato.

1.1.5.2.2.- ESPECIFICIDAD DE LOS SUBSTRATOS

La especificidad del inositol 1,4,5-trifosfato por el receptor
del reticulo endoplasmatico, ha sido analizada por prueba de
distintos inositoles fosfato. Es de particular interés que el
inosositol 1,4-difosfato, generado por la hidrélisis del inositol
1,4,5-trifosfato por 1la enzima inositol 1,4,5-trifosfato 5-
fosfatasa, no tenga efecto sobre la movilizacidn de calcio. Hay
cuatro inositoles fosfato capaces de producir 1liberacién de
calcio, 1inositoles caracterizados por presentar un par de
fosfatos vecinos en las posiciones 4 y 5 del anillo del mio-
inositol. Estos dos fosfatos parecen ser esenciales para una
actividad completa (facilidad para liberar calcio}, mientras que
el fosfato de la posicién 1 parece aumentar la afinidad del
inositol 1,4,5~trifosfato por el receptor. Si el fosfato de la
posicién 1 pasa a la posicidén 2, se produce una reduccidn de la
afinidad para el receptor, y si se elimina el fosfato, se produce
una dramdtica reduccidén en la movilizacién del calcio. La
molécula mas efectiva probada tiene tres fosfatos, y corresponde

a la configuracién D-1,4,5-inositol (30).
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1.1.5.3.~- ACTIVACION DE LA PROTEIN QUINASA C: DIACILGLICEROL

El otro producto de la hidrélisis de los fosfatidilinositoles es
el diacilglicerol, gue actGa como segundo mensajero activando a
la protein guinasa € encargada de fosforilar ©proteinas

especificas que contribuyen a la respuesta celular final.

Nishizuka vy colaboradores demostraron 1la existencia de una
protein dquinasa, la cual requeria calcio, fosfolipido
(fosfatidilserina), y diacilglicerocl para su actividad méxima. A

esta proteina se la denomindé protein quinasa C (6).

1.2.~ MECANISMO DE SECRECION DE LA INSULINA POR LA GLUCOSA

La secrecidén de insulina estia fundamentalmente regulada por los
nutrientes aportados a través de la dieta. La glucosa es el
principal nutriente secretagogo, Y el anico, que a
concentraciones fisioldgicas y en ausencia de un sequndo

nutriente (31), es capaz de producir secrecidn de insulina.

Estd ampliamente aceptado que la estimulacidén de la liberacién de
insulina por glucosa, reguiere un aumento del metabolismo de la
glucosa en la célula B pancredtica (32). Sin embargo, la
naturaleza bioguimica de las sehales metabdlicas gque desencadenan
estos procesos aGn no han sido establecidas. Algqunos de 1los
posibles factores de acoplamiento metabdélico incluyen una
alteracidén del potencial fosfato o de los estados energéticos de

la célula B, un cambio del potencial redox citosélico, © un
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cambio del pH del citosol (31,33}). Entre los factores de
acoplamiento metabélico implicados en vincular el metabolismo de
la glucosa con la secrecidén de insulina, el mayor apoyo lo ha
recibido el aumento del potencial fosfato y los cambios relativos

de los nucledtidos de adenina (34, 35).

Se piensa que un aumento del ATP o de la relacidén ATP/ADP, debido
a un aumento del metabolismo de la glucosa, blogquea los canales
de potasio, resultando en la despolarizacidédn de la célula 8 y
consecuente entrada de calcio y estimulacién de la exocitosis de

los granulos de la hormona.

La metabolizacidn de la glucosa es capaz de producir la secreciébn
de insulina, provocando la despolarizacidén de la membrana de la
célula B y produciende como consecuencia de ello, la entrada de
calcio extracelular y el aumento del calcio citosb6lico, con lo
que se inicia el proceso de secrecidén de insulina. Si 1la
secrecidn de insulina ha de depender uGnicamente de 1la
concentracidén de glucosa en el medio extracelular, es necesario
que la entrada de glucosa en la célula no sea un factor
limitante. Se sabe gue 1las concentraciones extracelulares e
intracelulares de glucosa se equilibran rapidamente en la célula

B (36).

En relacién a la concentracidén de glucosa en el medio, hay dos
factores gue permiten a la célula B secretar insulina: la
presencia en su membrana de un subtipo especial de transporte

facilitado de glucosa, y la metabolizacién de ésta a través de la
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glucoquinasa, isocenzima de la hexoquinasa con K, alta para la
glucosa. La célula 3 es capaz de fosforilar la glucosa tanto con
una hexoquinasa (de baja K, para la glucosa} como con una
glucogquinasa (37). Ya gue en la célula B la hexoquinasa se
encuentra inhibida por la glucosa 6-fosfato intracelular (38), se
cree que la glucoguinasa es la responsable de la fosforilacidn de

la mayor parte de la glucosa de la célula B.

Se ha demostrado que las células B estdn equipadas con el mismo
subtipo de transportador facilitado de glucosa (39) presente en
el higado (GLUT 2). Este transportador tiene una Km 15-20 mM para
la glucosa, lo que proporciona en la célula B8 el libre paso de la

glucosa extracelular al interior.

En la célula B, en estado de reposo, se encontrarian abiertos los
canales de potasio sensibles al ATP. Un aumento de la
metabolizacidén de la glucosa produciria el cierre de estos
canales, despolarizando asi la membrana y permitiendo la entrada
de calcio a través de los canales dependientes de voltaje. Esto
daria lugar a un aumento del calcio citosélico, y abriria 1los
canales de potasio, dando lugar a la repolarizacién de 1la
membrana, que volveria al estado inicial. De esta forma, en la
célula B, la despolarizacidn de la membrana se produciria por la
reduccién de la permeabilidad para el potasio, a diferencia de la
célula nerviosa, donde esta despolarizacidén ocurre por cambios en

la permeabilidad para el sodio.
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La despolarizacidén provocada por el cierre de los canales de
potasio sensibles al ATP, abre un segundo canal en la célula B:
el de calcio dependiente de voltaje. El aumento de calcio
citosdlico se produce principalmente por la entrada extracelular
de calcio y nec por la movilizacién del calcio almacenado en el
reticulo endoplasmatico, ya que los antagonistas de los canales
de calcio son potentes inhibidores de 1la secrecidn de

insulina(40).

En la membrana de la célula B hay un segundo tipo de canal de
potasio que se activa por calcio a altas concentraciones; su
presencia ha sido demostrada en islotes pancreaticos de rata
(42); este canal provocaria la repolarizacidén de la membrana. De
este modo, se ha propuesto que la accidén de estos canales podria
explicar el ciclo de despolarizacidn/repolarizacidén durante 1la

actividad eléctrica inducida por la glucosa.

1.3.- METABOLISMO DE LOS FOSFATIDILINOSITOLES EN EL ISLOTE DE
LANGERHANS, Y SU RELACIJON CON LA SECRECION DE INSULINA
En islotes pancredticos, y en comin con una amplia variedad de
células y tejidos, se observd un aumento del metabolismo de unos
fosfolipidos de membrana durante la estimulacién por ciertos
tipos de secretagogos (42-45). Tal fendmeno estd, en general,
limitado a los fosfatidilinositoles y al &cido fosfatidico, vy
ocurre, predominantemente, en respuesta a nutrientes (42-44),
hormonas y neurotransmisores (46). La naturaleza exacta de este

aumento del metabolismo de los fosfatidilinositoles en el islote
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y, mas especificamente, el suceso inicial desencadenado por la
estimulacién, no ha sido totalmente aclarado, si bien se ha
sugerido que la hidrélisis de los fosfatidilinositoles puede ser
el primer paso en el proceso de secrecién de insulina inducida

por glucosa (42-44).

Se sabe gue 1la glucosa, y en mayor grado lia carbamilcolina
{neurctransmisor agonista del receptor muscarinice), producen una
rédpida y sostenida activacidén de la fosfolipasa C en islotes. Los
mecanismos de activacién de la fosfolipasa C por la glucosa y por
la carbamilcolina, son diferentes; en el caso de la glucosa, la
activacidn de la fosfolipasa C es dependiente del metabolismo del
azlcar, y la hidrdélisis de los fosfatidilinositoles es abolida en
presencia de verapamil (bloqueante de los canales de calcio) o en
ausencia de cloruro de calcio extracelular, y debe ser
atribuible, por lo tanto, a un aumento del idén calcio citosélice
(47) . Esta interpretacidén estd apoyada por estudios realizados a
concentraciones despolarizantes de KXK', gque conllevan a la
apertura de los canales de Ca’' voltaje-dependientes (48), con lo
gue aumenta asi la concentracién citosélica del ién ca?* libre y
se produce la hidrélisis de los fosfatidilinositoles. Se cree que
la glucosa ejerceria sobre el islote efectos similares a los del
K*, excepto que el inicio de la despolarizacién es algo mis bajo,
y el aumento del calcio, mas dgradual (48). También se ha
observado que la acumulacidén de inositoles fosfato, estimulada

por altas concentraciones de K', es abolida en presencia de EGTA
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(49).

En el caso de la carbamilcolina, la activacién de la fosfolipasa
C no fue abolida en presencia de EGTA (47). Se sabe dque 1la
ocupacién del receptor muscarinico coincide con una activacién
directa de la fosfolipasa C, actuando sobre los
fosfatidilinositoles. Posiblemente, esta activacidn esta mediada
por proteinas reguladoras (proteinas G) dependientes del sistema
guanilato ciclasa (50). Por otra parte, se conoce gque, en islotes
pancredticos, la ausencia de calcio extracelular produce una
inhibicién en la produccién del isémero inositol 1,3,4-trifeosfato
y del inositol 1,3,4,5-tetrafosfato (49), debido a que la enzima
responsable de la conversién del primer compuesto en el segundo

es dependiente de calcio.

Se acepta ampliamente que la hidrdlisis del PIP, conduce a la
produccidn de dos mensajeros intracelulares: el inositel 1,4,5-
trifosfato y el diacilglicerol (51). La glucosa debe estimular la
secrecién de insulina en islotes pancredticos por la activacidn

de estas dos vias de sistemas mensajeros por calcio (52, 53).

El mecanismo por el cual la glucosa produce la secrecién de
insulina, no se conoce conmpletamente, aunque se cree dque la
glucosa ha de metabolizarse previamente para desencadenar el
proceso (31). En base a esta teoria, se ha visto gue la glucosa
Yy el oa-cetolisocaproato estimulan la secrecién de insulina y la

hidrdlisis de los polifosfatidilinositoles en islotes
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pancreaticos (54, 42). La secrecién de insulina inducida por
glucosa, y la hidrélisis de los polifosfatidilinositoles, era
inhibida por manoheptulosa; sin embargo, en el caso del a-
cetoisocaproato, estas inhibiciones no se producian. El1 o-
cetoisocaproato no entra en la via glucolitica, es metabolizado
a acetil coenzima A, pasando con la glucosa por una via comin
(ciclo del 4&cido citrico) dentro de la mitocondria. Asi, la
manoheptulosa, un inhibidor de la glucoguinasa, no blogquea el
metabolismo del a-cetoisocaproato y, por lo tanto, no inhibe 1la
hidrélisis de 1los polifosfatidilinositoles en islotes. Estos
hallazgos sugieren que la hidrélisis de los
polifosfatidilinositoles inducida por glucosa en islotes esté

relacionada con algin metabolito de la glucosa (55).

También se sabe que la galactosa y el mio-inositol no estimulan
la secrecidn de insulina (46) ni el metabolismo de los
fosfatidilinositoles. Estos hallazgos son respaldados por
trabajos, por los que se ha visto que los carbohidratos que no
producen secrecidén de insulina no son capaces de alterar el

metabolismo de los fosfatidilinositoles en el islote (44).

Concentraciones de litio, que producen aumentos en la acumulacidn
de inositoles fosfato en islotes (56) y en otro tejidos, inhiben
la liberacioén de insulina, particularmente su segunda fase, en
respuesta a la estimulacién con glucosa. Se cree gque la
explicacién podria ser gue el litio inhibe el paso de inositol

monofosfato a mio-inositol, con lo que se inhibe la resintesis de
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PI. Ello conduciria a una disminucidén en la produccién de los
segundos mensajeros, diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato,

gue llevaria a atenuar la secrecidén de insulina.

Por otra parte, se ha visto que la oxitocina, hormona responsable
de la mayoria de los efectos fisiolbgicos sobre el Qtero y la
glandula mamaria, potencia la liberacidn de insulina inducida por
glucosa en islotes normales de ratén (57). Este efecto parece
incluir la estimulacién del metabolismo de los
fosfatidilinositeles, con su consecuencia sobre la movilizacidn

del calcio y la activacidén de la protein guinasa C.

Los efectos de la oxitocina sobre el péancreas endocrino se
asemejan a los de la vasopresina, la cual se ha visto
recientemente que amplifica 1la 1liberacidédn de insulina por
estimulacidn del ciclo de los fosfatidilinositoles en la célula

B (57).

La estimulacién de la formacién del AMP,, con la consecuente
activacién de 1la protein quinasa A y la estimulacién del
metabolismo de los fosfatidilinositoles, y resultante
movilizacién del calcio intracelular por el inositol 1,4,5-
trifosfato y activacidén de la protein guinasa C por el
diaciliglicerol, son dos importantes mecanismos mediante los
cuales las hormonas vy los neurotransmisores aumentan 1la

liberacién de insulina (58).

El ATP y su andlogo estable, el «,f-metilen ATP, estimulan 1la
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hidrélisis de 1leos fosfatidilinositoles (59), cuya reaccién,
presumiblemente, es catalizada por la PLC. Asi, el ATP aumenta la
produccién de [’Hjinositoles del islote. La mnagnitud de tal
respuesta no es muy distinta a la provocada por 1la
carbamilcolina. Esto sugiere que los receptores purinérgicos
inveolucrados en la respuesta a ATP no son idénticos a los
receptores muscarinicos del islote. E1 ATP exdgeno afecta a la
liberacidén de insulina, principalmente a través de la hidrélisis

de los fosfatidilinositoles.

En otro tipo de estudios realizados en islotes, se ha observado
un fendmeno de insensibilizacidén de la célula BR-pancreatica por
diversos compuestos. Asimismo, exposiciones prolongadas (2 horas)
de islotes a concentraciones de glucosamina 5-10 mM, resulta en
un debilitamiento dosis-dependiente de su respuesta de secrecién
de insulina e hidrélisis de los fosfatidilinositoles inducido por
glucosa 10 mM (60). Ocurre 1lo mismo cuando los islotes son
expuestos a una amplia variedad de compuestos, incluyendo altas
concentraciones de glucosa (13,75 mM) (61), colecistoguinina
(61), forskolina (62), tolbutamina (63), e interleuquina-1 (64);
en estos casos, se ha observado en los islotes una incapacidad de
aumento de 1la hidrdlisis de los fosfatidilinositoles, cuando
estos 1islotes son posteriormente estimulados por una amplia

variedad de compuestos.
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1.4.- POSIBLE MEDIADOR DE LA ACCION DE LA INSULINA: EL IPG

Desde que en 1972 Quatrecasas (65) purificara el receptor de
insulina, se han dedicado grandes esfuerzos al descubrimiento de
los mecanismos de accidn de la insulina sobre sus células diana.
A mediados de la Gltima década surgié la idea de la existencia de
un segundo mensajerc para la insulina, al igual gque los
nucledtidos ciclicos e 1inositoles fosfato lo son en otros
sistemas. Los estudios iniciales sobre este segundo mensajero se
centraron en buscar substancias capaces de regular enzimas
metabdlicos de forma similar a la insulina. En 1986 se propuso
que estas substancias de posible actividad mediadora de 1la
insulina podian ser inositol-glicanos ©producidos por 1la
hidrélisis de un glicolipido de membrana (66). Tras varios
trabajos, se llegd a la generacidén del mediador por la accidn de
una fosfolipasa C especifica del fosfatidilinositol (PI). Este
hecho fue de gran importancia, ya gque demuestra, por primera vez,
la existencia de un precursor para estos mediadores y de un
mecanismo de generacién del mediador por la insulina. Este
precursor fue marcado metabélicamente con glucosamina y galactosa
tritiadas en 1la 1linea de nmonocitos BCyH,, confirmando su
sensibilidad a la insulina y a la fosfolipasa C sensible al
fosfatidilinositol (PI) (67). Resultados similares fueron
obtenidos por Mato y colaboradores (68) en células H35 de
hepatoma de rata, ofreciendo por primera vez datos sobre la

composicién quimica del mediador, y proponiendo que la estructura
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de éste consistia en un inositol unido covalentemente a una
cadena oligosacaridica (692). Este compuesto se produciria a
partir de un glicolipido de membrana, tras la estimulacién,
posiblemente, de una fosfolipasa C por la unién de la insulina
con su receptor. De la especificidad de la PI-PLC empleada se
deduce que el glicolipido debe ser un glicosil-fosfatidilinositol
(GPI). La insulina o la PI-PLC romperian este GPI para rendir

diacilglicerol y un mediador hidrosolubkle (66).

Este modelo implicaba la presencia de fésforo en el mediador, el
derivado del enlace fosfodiéster entre la parte del
diacilglicerol y el inositol del precursor GPI. Este extremo fue
confirmado por marcaje del precursor GPI con »P (68).
Posteriormente, se aportaron evidencias de la presencia de
fésforos adicionales en la cadena oligosacaridica. En  su
conjunto, los trabajos mencionados aportaron datos para el modelo
estructural representado en la figura 2. El primer azicar que se
une al inositol seria una glucosamina con un grupo amino libre,
como se deduce de la sensibilidad al &cido nitroso del GPI de
células de hepatoma H35 marcado con glucosamina y acido palmitico
(69). En este Gltimo caso, se originaba un lipido que coemigraba
en TLC con un estadndar de fosfatidilinositol (PI). El1 acido
nitroso ataca el grupo amino libre de la glucosamina, rompiendo
la cadena oligosacaridica en gque se encuentra la glucosamina,

originandoc la 2,5 anhidromanosa (70).

La presencia de galactosa fue determinada directamente por
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Figura 2. Estructura propuesta del glicosil-fosfatidilinositol (GPI) sensible a la insulina. Por
la accién de la PLC se originaria la parte polar (inositol-fosfoglicano), posible
mediador de la accién de la insulina, gue estaria formado por inositol, glucosamina, y

3-4 galactosas con 2-3 grupos fosfato.
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cromatografia de gases en muestras procedentes de higado de rata
y células H35. Por su contenido en inositeol, azicares y fosfato,
se ha denominado a este compuesto con actividad mediadora de la
insulina, inositol-fosfoglicano (IPG). Hasta el momento noc se
conoce la estructura quimica exacta del IPG, ni hay motivos para
suponer que los GPI, sensible a la insulina, sean idénticos entre

si en distintos tipos celulares.

En varios tejidos expuestos a la insulina, el IPG parece ser
generado en la cara externa de la membrana plasmatica (71) vy,
aparentemente, luego se internaliza en la célula a través de un

proceso mediado por un transportador (72).

En islotes pancreéticos, el IPG inhibe la liberacidn de insulina
inducida por glucosa (73). Los efectos del IPG sobre 1la
liberacién de insulina estimulada por diferentes secretagogos en
islotes aislados, permite proponer que el IPG interfiere en una
fase distal de 1la secuencia secretora de 1la insulina,
posiblemente a nivel de las protein quinasas involucradas en los
procesos mecanicos que conducen a la exocitosis de los granulos

secretores (74).

Bdemas de este efecto del IPG sobre la secrecidn de insulina, se
ha observado que el IPG induce una inhibicién de la sintesis de
proinsulina (75), y es improbable que esta inhibicidén sea debida
al deterioro del reconocimiento de la glucosa por la célula beta
pancreitica; de hecho, para gue la glucosa sea jdentificada como

un estimulo para la biosintesis de proinsulina y secrecién de
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insulina, es necesaria la integridad de los procesos oxidativos,

gque no se ven afectados por el IPG, en el islote pancreatico.
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2.- OBJETIVOS

- Estudiar el efecto de la glucosa sobre 1la sintesis de los

PIs, en funcidn del tiempo.

- Estudiar el efecto de la glucosa sobre la formacidn de los IPs,

en funcidn del tiempo.

~ Estudiar la modulacidén del GPI, precursor del IPG en el meca-

nismo de secrecidén de insulina.
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3.1.- MATERIALES

3.1.1.- MATERIAL BIOLOGICO

- Pancreas de ratas hembras, raza Wistar, de 200-250 g de

peso.

3.1.2.- REACTIVOS

3.1.2.1.-

3-1‘2-2--

3.1.2.3.~-

3.1.2.4.-

3.1.2.5.~-

AISLAMIENTO DE ISLOTES PANCREATICOS

Enzima “colagenasa P " de Clostridium histolyticum
Clostridiopeptidase A, EC 3.4.24.3). Boehringer Mann-
heim.

EXTRACCION DEL CONTENIDO LIPIDICO

~ Cloroformo {Scharlau)

-~ Metanol (Scharlau)

~ Acido clorhidrico al 37% (Panreac)

SEPARACION DE FASES
~ Cloroformo (Scharlau)

- Cloruro potésico (Merck)}

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
- Placas: gel de silice Cf 060, 20cm x 20cm {Scharlau)
- Fase mévil: cloroformo (Scharlau)

metanol (Scharlau)

hidréxide amdénico (Panreac)

~ (Camara de cromatografia, 23cm x 23cm % 8cm (Camagqg)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION {(HPLC)

- El aparato consta de: dos bombas responsables de
producir el flujo, modelo 510 (Waters), controlador
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automdtico de gradiente (Waters) y un injector para
muestras (Waters).

- Columna Ultrasil AX 10 (25cm x 4,6mm) de intercambio
aniénico (Beckman).

- Fase mdvil: fosfato amdnico (Merck)
dcido fosfoérico (Merck)

- Liguido de centelleo: Ultima Gold (Packard)

3.1.2.6.- AUTORRADIOGRAFIA
- Peliculas de rayos X: X-omat, 18cm x 24cm (Kodak)
- Cémaras de exposicidén de peliculas (Kodak)

- Amplificador de la sefial para °H: EN’HANCE (Dupont)

3.1.3.~ OTROS REACTIVOS
- Cloruro de litio (Scharlau)
- L-glutamina (Sigma)
- L-leucina (Sigma)
- D-glucosa (Scharlau)
- Meso mio~-inositol (Sigma)
- EGTA (Sigma)
— Clorurc célcico (Merck)
- Cloruro sédico (Panreac)
- Cloruro potésico (Merck)

- Sulfato magnésico hidratado con siete moléculas de agua
(Panreac)

- Fosfato disdédico hidratado con dos moléculas de agua
(Merck)

- Fosfato monopotasico (Merck)

- Bicarbonato sédico (Merck)
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- Cloruro magnésico hidratado con seis moléculas de agqua
{Merck)

- Clorure calcico hidratado con dos moléculas de agua
(Merck)

PRODUCTOS RADIACTIVOS

- mio-[*H) inositol (Amersham)

- mio-{2-'H] inositol 1-monofosfato (Amersham)

- mio-[2-’H] inositol 1,4-difosfato (Amersham)

- D-mio-[2-’H] inositol 1,4,5-trifosfato (Amersham)

- Fosfatidil [2-'H)] inositol 4-monofosfato (Amersham)
- Fosfatidil {2-°H] 4,5-difosfato (Amershan)

- Fosfatidil [2-°H] inositol (Amersham)
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3.2.- METODOS

3.2.1.- ISLOTES PANCREATICOS DE RATA

Los islotes de Langerhans fueron alslados de ratas hembras, raza
Wistar, de 200-250 g de peso, por la técnica enzimdtica de la
colagenasa (76), utilizando como medio fisioldgico la solucidn
Hanks, la cual consta de las siguientes sales: 13,7 mM NacCl, 5,36
mM KCl, 0,82 mM MgSO,.7H,0, 0,34 mM Na,HPO,.2H;0, 0,44 mM KH,POQ,,

1,26 mM CacCl,, 4,17 mM NaHCG;, pH 7,4.

3.2.2.- MARCAJE DEL ISLOTE PANCREATICO CON MIO—ﬁH}INOSITOL

Islotes, en grupos de 40 a 50, fueron incubados con mio-
[*H)inositol (actividad especifica, 118,5 Ci/mmol) durante 2
horas, en un medic formado por las soluciocnes I, II, III y agua,
en la proporicién 1:1:1:1, siendo la composicidon de las
soluciones: solucién I (115 mM NaCl), solucidn ITI ( 240 mM NaHCO,,
5 mM KC1l, 1 mM MgCl,.6H,0), y solucidén III (1 mM cCacCl,.2H,0), pH
7,4, conteniendo albUmina bovina (0,5 %) v 1 mM 6 2,8 mM glucosa.
A continuacién, y con objeto de eliminar el mio-[’H]inositol no
incorporado a la célula, se hicieron tres lavados con el mismo

medio conteniendo 1 mM mio-inositol no radiactivo.

3.2.3.- EXTRACCION DE LIPIDOS

Una vez finalizado el proceso de estimulacidén de los islotes pan-
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creadticos en las condiciones del estudio, se procedidé a extraer
los 1lipidos con 1 ml de CHC1l,/CH;OH/12 N HCl (1:2:0,0125) durante
20 horas a -20°C; después, se procedid a la separacidn en dos
fases, acuosa y organica. Para ello, 1 ml de la mezcla anterior
se sonicd dos veces 20 segundos y, a continuacidn, se afadieron
300 pul de CHC1l; y 300 41 0,1 M de KC1l, con lo que se forma una
fase acuosa en la parte superior y otra organica en la inferior.
La porcidén acuosa se recogidé y conservd para posterior analisis
de los IPs (IP, IP,, IP;) mediante cromatografia ligquida de alta
resolucién. La fase organica se sometid a cromatografia en capa
fina, para la separacién de los distintos fosfatidilinositoles

(PI, PIP, PIP,).

3.2.4.- SEPARACION DE LOS FOSFATIDILINOSITOLES POR CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA (TLC)

La fase orgénica se secd en corriente de N,, y fue posteriormente
redisuelta en 30 ul de la mezcla CHCL;/CH;OH (2:1), de los cuales,
25 pl1 fueron aplicados en una placa de gel de silice a la vez que
los patrones PI, PIP y PIP,, La placa se introdujo en una cubeta,
y la cromatografia se desarrolld en 130 minutos, aproximadamente,
con CHCLl;/CH;OH/NH;/H,0 en la proporcidén 45:45:4:10, como fase

mévil.

3.2.5.- AUTORRADIOGRAFIA

Una vez desarrollada la cromatografia en capa fina, se elimina de



32
la placa la fase mdvil por secado durante 20 minutos; después, el
gel se rocia con un amplificador de sefial para °*H (EN’HANCE), y
se introduce con la pelicula en la camara de exposicién durante
una semana a -=70°C. Al cabo de este tiempo, se procede al

revelado de la pelicula.

3.2.6.- CUANTIFICACION DE LOS FOSFATIDILINOSITOLES

Una vez localizadas por autorradiografia las zonas de migracién
de los fosfatidilinositcles (PI, PIP, PIP,) en el gel de silice,
éstos se rasparon de la placa y se dejaron durante una hora con
1 ml de metanol, para su extraccién; el contenido radiactivo de
los fosfatidilinositoles extraidos fue estimado en un contador 8,

utilizando 5 ml de Ultima Gold como liguido de centelleo.

3.2.7.- SEPARACION DE LOS INOSITOLES FOSFATO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Se llevé a cabo con una columna de intercambio anidnico, uti-

lizando un gradiente lineal de-fosfato aménico 0-0,6 M, pH 3,8

{ajustado con acido fosforico), flujo 1 ml/min, segln el métcdo

descrito por Dean y col.(77). En los eluidos, de 1 ml, se midid

el contenido de radiactividad B, utilizando 5 ml de Ultima Gold

como ligquido de centelleo.

3.2.8.~ MARCAJE DE LOS GLICOSIL-FOSFATIDILINOSITOLES

Grupos de 100 islotes, fueron incubados con mio-[’H]inositol
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(actividad especifica 100 Ci/mmol), durante 2 horas a 37°C, en un
medic formado por las soluciones I, II, III y agua, en la
proporcidon 1:1:1:1, cuya composicidén se encuentra detallada en el
punto 3.2.2 de este apartado, pH 7,4, conteniendo alblimina bovina
(0,5 %) v 1 mM glucosa. A continuacidn, y con objeto de eliminar
el mio-inositol no incorporado a la célula, se hicieron 3 lavados
con el mismo medio conteniendo glucosa 1 mM y sin mio-inositol no

radiactivo.

3.2.9.—- DETERMINACION DE GLICOSIL~FOSFATIDILINOSITOLES Y SU SEPA-
RACION POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)
El material TCA-precipitable de los islotes (ver protocolo del
punto 4.13) se solubilizdé con 1 ml de CHCl,;/CH;0H/12 N HC1
(1:2:0,0125), al que se anadieron 300 ul de CHCl; y 300 ul KC1
0,1 M, para la formacidn de dos fases; la fase organica se secd
en corriente de N,, y fue posteriormente redisuelta en 50 ul de
CHC1,/CH,OH (2:1), de los cuales, 45 pl fueron aplicados a una
placa de gel de silice a la vez gue los patrones radiactivos PI,
PIP y PIP,. La placa se introdujo en una cubeta, y 1la
cromatografia se desarrolld dos veces en 230 minutos,
aproximadamente, en solvente acido CHC1,/CH,COCH,/CH;OH/CH,;COCH/H,0
{50:20:10:10:5). El origen de la placa se extraljo con 2 ml de
CH,OH, y el extracto seco, reconstituido en 50 gl de CHCl;/CH;0H
(2:1), se aplico a una placa de gel de silice, y la cromatografia
se desarrolld en 130 minutos, aproximadamente, en solvente

basico, CHCl,/CH,OH/NH,/H,0 (45:45:4:10), como fase movil.
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4.- RESULTADOS

4.1.- ADSORCION DE LOS *H-FOSFATIDILINOSITOLES A DIFERENTES MA-
TERIALES DE TRABAJCO (Tabla 1)

Protocolo

En un principio, comprobamos la posible adsorcidén inespecifica de
los fosfatidilinositoles a los distintos materiales de los
elementos gue se iban a utilizar en el desarollo del estudio.
Para ello, se afiadieron cantidades conocidas de los patrones ‘H-PI
y *H-PIP a tubos Eppendorf (polietileno) y a tubos de vidrio
siliconizados, y se mantuvieron durante 30 minutos a 4°C. Para la
dispensacidén de esas cantidades se utilizaron puntas de pipeta de
polipropileno; posteriormente, el contenido de 1los tubos fue
transferido a viales del contador B, mediante capilares de vidrio
de las pipetas SMI. Los tubos fueron lavados con la mezcla
CHC1,/CH,0H (2/1), y ésta se transfirid a su correspondiente vial
para la determinacién de radiacién B. En las puntas de pléastico,
en log capilares de vidrio, y en los tubos vacios, se determind

el contenido en radiacidén B adherida.

Resultados

El mayor porcentaje de JH-PI, adherido a los materiales
estudiados, fue detectado en el tubo de vidrio siliconizado (10,2
+ 0,2 %), v, el menor, en el tubo Eppendorf (0,6 * 6,1 %). En el
capilar de vidrio (2,5 * 0,5 %), el porcentaje adherido fue la

mitad que en la punta de pléastico (5,4 *+ 0,1 %). Para el *H-PIP,



Tabla 1. Porcentajes de los patrones ’H-PI, H~PIP y ’H-PIP, adheridos a los materiales de trabajo

(Media * SEM).

PUNTA PLASTICO CAPILAR TUBC EPPENDORF TUBO VIDRIO
(polipropileno) (vidrio) (polietileno) (siliconizado)
n= 6 n= = 6
‘H~PI (%) 5,4 + 0,1 2,5 + 0,5 0,6 + 0,1 10,2 £ 0,2
‘H~PIP + ‘H~PIP, (%) 7,4 + 2,4 2,6 £+ 1,1 5,2 £ 0,8 16,7 + 1,5

St
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en el tubo de vidrio siliconizado, la adsorcidén, al igual que
para el *H-PI, fue mayor (36,7 £+ 1,5 %) que al tubo Eppendorf

5,2 + 0,8 %), y menor al capilar de vidrio (2,6 + 1,1 %) que a

la punta de plastico (7,4 * 2,4 %).

4.2.- EXTRACCION DE LOS COMPONENTES DEL CICLO DE LOS FOSFATIDIL~-
INOSITOLES: RECUPERACICN DE LOS FOSFATIDILINOSITOLES E INO-
SITOLES FOSFATO TRITIADOS (Tabla 2)

Protocolo

Para el aislamiento de 1los fosfatidilinositoles e inositoles
fosfato radiactivos, se probaron tres métodos de extraccidn:

A) En tubos con 100 islotes, se afiadi®é 1 ml de 1la mezcla
extractiva CHC1,/CH;0H/12 N HC1 (1:2:0,015) y cantidades conocidas
de los patrones radiactives PI, PIP, PIP, e IP;. Seguidamente,
para 1la formacion de la fase acuosa y organica, se les anadid
300 ul de CHC1l; y 300 gl de 0,1 M KCl. Una vez formadas las dos
fases, éstas se separaron Yy se midié su contenido en
radiactividad B.

B) Se procedid de la misma forma que el caso anterior, pero
utilizando la mezcla extractiva CHC1l,/CH,OH/12 N HC1l (1:2:0,0125).
C) En este caso, la mezcla extractiva fue CHCl,/CH,OH/12 N HCl
(2:1:0,01) y, para la formacidn de las dos fases, se anhadieron

s6lo 300 xl de 0,1 M KCl.

Resultados

Se pudo observar gue, con el método de extraccidén &, la

recuperacidén de los fosfatidilinositoles radiactivos en la fase



Tabla 2. Porcentajes de recuperacién de los fosfatidilinositoles e inositoles fosfato en la fase
organica y acuosa, respectivamente (Media * SEM, n= 3).

MEZCLA *H-PI *H-PIP *H-IP, EXTRACTO FASE FASE
EXTRACTIVA + ORGANICA ACUOSA
*H-PIP, (%) (%) (%)

a + + - 100,0 94,5 £ 5,4 5,5 + 0,2

A - - + 100,0 2,5 £ 0,1 97,5 + 3,2

B + + - 100,0 97,3 + 1,1 2,7 £ 0,1

B + + - 100,0 0 100,0 + 2,5

c - - + 100,0 84,1 + 2,5 15,9 + 1,0

A: CHCl,/CH,OH/HCl 12 N (1:2:0,015)
B: CHCl,/CH,OH/HCl 12 N (1:2:0,0125)

C: CHC1,/CH,OH/HCl 12 N (2:1:0,01)

LE
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organica, fue alta (95 %), detectdndose en la fase acuosa el 5§ %
residual. Con este método, obtuvimos también buenos resultados
para la separacidn de la fase acuosa, donde el patrdn °H-IP; tuvo
una recuperacién del 98 %, detectandose en la fase organica el
resto. En el caso del método de extraccidn B, la recuperacién de
los fosfatidilinositoles patrones en la fase orgdnica fue del
97 %, detectandose el 3 % restante en la fase acuosa. La recupe-
racién del patrdén *H-IP;, en la fase acuosa fue del 100 %, no
detectandose radiactividad en la fase orgdnica. En el método de
extraccién €, la recuperacidn de los fosfatidilinositoles fue del

84 %, detecténdose el 16 % restante en la fase acuosa.

A la vista de los resultados, decidimos utilizar el método de

extraccion B en el estudio.

4.3.- SEPARACION DE LOS ‘H-FOSFATIDILINOSITOLES POR FASE MOVIL
(Figura 3)

Protocolo

Con el fin de cuantificar los fosfatidilinositoles radiactivos
por cromatografia en capa fina (TLC), se hizo un estudio con
diferentes fases mdoviles para determinar el procedimiento de
separacidén mas iddéneo de los mismos. Para ello, se aplicaron
cantidades conocidas de los patrones radiactivos, PI, PIP y PIP,,
en placas de gel de silice. Las cromatografias se desarrollaron
utilizando tres fases méviles diferentes: A) CHCl,;/CH;OH/NH,/H,0

(45:45:4:10), B) CH,-CH,-CH,-CH,0H/CH;~COOH/H,0 (75:10:25), y C)
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FASE MOVIL: A
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Figura 3. Separacién, con distintas fases méviles, de los *H-
fosfatidilinositoles, por cromatografia en capa fina.
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CHC1,/CH,OH/NH, (90:65:20), y se dieron por finalizadas cuando el
frente de la fase mévil alcanzd una distancia de 2 cm por debajo
del borde superior de la placa, lo cual ocurrid en,
aproximadamente, 130 minutos. Para analizar la resolucidn de los

tres métodos, se realizd una autorradiografia.

Resultados

En la figura 3 estd representada la separacidén de los fosfatidi-
linositoles radiactivos por cromatografia de capa fina con cada
una de las tres fases mdviles. Como puede observarse, el patrén
*H-PIP, permanecié en el lugar de aplicacién, en los tres casos.
El ’H-PIP presentdé un R, muy similar con la fase mdévil B
(0,27) y con la € (0,2); sin embargo, con la fase mévil A, el R,
fue practicamente el doble (0,5) del de las fases By C. EIl
R, del 3H-PI, al igual que el del ?‘H-PIP, fue muy similar con
las fases B (0,45) y C (0,%); en cambio, con la A, el Rf fue més

alto (0,8).

Cuando se aplicaron los tres patrones a la vez, pudimos observar
que, con 1la fase mévil A, los patrones °*H-PIP, y °*H-PIP se
separaban mejor entre ellos que con la B y C. Por el contrario,
con las fases moéviles A y C, la distancia entre el ’H-PIP y el
‘H-P1 fueron las mismas, mientras que con la B, éstas fueron
menores. Con la fase mévil A, la cromatografia se resolvid en una
mayor distancia entre los tres patrones, en comparacidn con las
otras dos fases mdviles. En consecuencia, decidimos resolver las

cromatografias TLC de nuestro estudio con la fase mévil A.
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4,4.- EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LOS *H~FOSFATIDILINOSITOLES:
TLCs (Tabla 3)

Protocolo
La separacidn de 1los fosfatidilinositoles (fase organica) se
realizd por cromatcgrafia en capa fina (TLC), wutilizando 1la
mezcla CHCL,/CH,O0H/NH,/H,0 (45:45:4:10) como fase mévil. Se
cuantificdé 1la recuperacién de cantidades conocidas de 1los
patrones *H-PI, *H-PIP y ‘H-PIP, de dos maneras distintas: A) en un
vial (contador B) se afiadid una raspadura del gel de silice (2 cnm
¥x 1,5 em), la cual se puso en contacto con los patrones
radiactivos de referencia, durante 1 hora, B} se aplicaron,
previamente, los patrones ’H-PI, *H-PIP y °*H-PIP, al gel de una
placa y, a continucién, se raspd el area. En todos los casos, la
cuantificacién de los patrones radiactivos se hizo directamente
y, también, con extraccién previa por tratamiento de la muestra
con 2 ml de metanol durante 2 horas. Para la medida del contenido
radiactive, se utilizaron distintos tipos de 1liquido de
centelleo, con el fin de determinar cual pudiera ser el mas

adecuado (tabla 3).

Resultados

Observamos que, cuando se ahade por separado el patrén *H-PI y una
raspadura del gel de silice, los porcentajes de recuperacién del
patrén °’H-PI, sin extraccién con metanol, y determinada su
radiactividad por los ligquidos de centelleo Optiphase Hisafe II

{93 %), Cocktail 11 (100 %) y Cocktail 22 (81 %), son altos. En



Tabla 3. Efecto de la extraccién con metancl sobre los porcentajes de recuperacidn de los patrones
‘H-PI, ’H-PIP y *H-PIP, del gel de silice: cuantificacidn mediante diferentes liquidos de

centelleo (Media * SEM).

PATRON METANOL AQUASOL OPTIPHASE COCKTAIL COCKTAIL
n= 3 HISAFE II 11 22
n= n=1 n= 1
‘H-PI
+ 100,0 100,0 100,0 100, 0
+ 43,3 if1,2 93,3 + 2,6 100,0 80,8
+ 36,3 + 1,5 85,3 + 0,9 25,7 37,4
+ 100,0 100,0 100,0 100,0
+ 94,0 % 4,9 91,7 * 0,7 85,6 100,0
+ 85,7 = 3,5 87,0 + 1,0 83,3 100, 0
*H-PIP + ‘H-PIP,
+ 100,0 100,0 100, 0 100, 0
+ 46,3 t 2,8 72,3 + 3,8 100,0 73,1
+ 45,3 £ 4,4 63,0 = 2,1 100,0 100,0
+ 100,0 100,0 100,0 100,0
+ 80,3 + 5, 55,7 + 4,3 100,0 100, 0
+ 46,7 £ 7, 65,0 = 8,5 100,0 100,0

[4 4
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cambic, con el liguido de centelleo Agquasol, la recuperacién es
sb6lo de un 43 %; sin embargo, el porcentaje de recuperacidén
aumenta al doble (%94 %) cuando se afiade previamente metanol. Se
observd dque, con la extraccidn previa de los patrones con
mnetanol, la eficiencia en la cuantificacidén es la misma con los
tres liquidos de centelleo estudiados. En detalle, cuando el
patrén 3H-PI es aplicado a 1la placa (gel de silice), vy
posteriormente la zona es raspada para determinar su
radiactividad, si no se afiade metanol, 1los porcentajes de
recuperacién del °*H-PI con los liquidos de centelleo Aguasol
(36 %), Cocktail 11 (26 %)} y Cocktail 22 (37 %) son bajos en
todos los casos excepto en el del Optiphase Hisafe II (85 %). Por
el contrario, con metanocl, los porcentajes de recuperacidon del
JH-PI con los liquidos de centelleo Aquasol (86 %), Cocktail 11
(83 %) y Cocktail 22 (100 %), aumentan, y con Optiphase Hisafe

II, se mantiene (87 %).

Cuando se afiadié por separado una mezcla de los patrones ‘H-PIP
y *H-PIP,, y una raspadura del gel de silice en el mismo vial, los
porcentajes de radiactividad medidos con los 1liquidos de
centelleo Optiphase Hisafe II (72 %), Cocktail 22 (73 %) ¥y
Cocktail 11 (100 %), fueron altos; sdlo en el caso del Aquasol,
la radiactividad recuperada fue baja (46 %). En cambio, cuando se
ahade metanol, la radiactividad determinada con el Optiphase
Hisafe II, disminuye (63 %), mientras gque la del Cocktail 11

(100 %), se mantiene en su valor maximo, y la del Cocktail 22,
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aumenta a un 100 %. Con Aquasol, el porcentaje de radiactividad

detectada fue el doble.

Cuando aplicamos previamente la mezcla de los patrones, *H-PIP y
JH-PIP,, al gel de silice y la zona se raspd, la radiactividad,
sin afiadir metanol, medida con Cocktail 11 y Cocktail 22, fue
100 %; con Aquasol, fue baja (45 %) y, con Optiphase Hisafe II,
fue un poco mads alta (63 %). Estos valores, cuando se anadiod
metanol, se mantuvieron para los cuatro liquidos de centelleo

estudiados.

De este estudio, concluimos gque el metanol facilita la extraccidn
de la radiactividad del gel de silice y mejora la cuantificacién
de los fosfatidilinositoles. El liquido de centelleo elegido para

la determinacidén de la radiacién B, fue Optiphase Hisafe II.

4.5.- VISUALIZACION DE ©LOS *H~-FOSFATIDILINOSITOLES POR AUTO-
RRADIOGRAFIA (Figura 4)
Los extractos organicos correspondientes a las muestras obtenidas
a los tiempos de incubacidén 0, 15, 30, 60 y 300 segundos, con
glucosa 0,5 mM, fueron resueltos por cromatografia en capa fina
en el medio basice CHC1;/CH;OH/NH,/H,0 (45:45:4:10). En la
autorradiografia (figura 4), se observd que cada muestra se
resolvia en 4 bandas, de las cuales, 3 fueron identificadas con
los patrones fosfatidilinositoles radiactivos (PIP,, PIP, PI);
sobre la cuarta banda, pensamos que corresponde al GPI, precursor

del posible mediador de la insulina IPG.
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Figura 4. Autorradiografia de una TLC de extractos orgédnicos de islotes previamente marcados con
mio-[*Hjinositol, y tras distintos tiempos de incubacién (0, 15, 30, 60 y 300 segundos)
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4.6.- RECUPERACION DE LOS ‘H-FOSFATIDILINOSITOLES DE LAS TLCs
(Tabla 4)

Protocolo

Una vez elegido el método de separacidn mds adecuado, las mejores
condiciones para la extraccidn de los fosfatidilinositoles del
gel de silice, y seleccionado ya el liquido de centelleo idéneo
(Optiphase Hisafe II), pasamos a estudiar la recuperacidn de los
fosfatidilinositoles tras la TLC. Para ello, cantidades conocidas
de los fosfatidilinositoles patrones *H-PI, ‘H-PIP y ’‘H-PIP,, se
sometieron a cromatografia en capa fina, en medio basico
CHC1,/CH;OH/NH,/H,0 (45:45:4:10). Dado gue en nuestro trabajo
queriamos localizar los distintos compuestos radiactivos por
autorradiografia y posterior impresidn en pelicula X-Omat durante
7 dias a -70°C, se cuantificd el contenido de los
fosfatidilinositoles patrones en sus bandas correspondientes de
placas de TLC y de otras, extraidos con 1 ml de metanol durante

1 hora.

Resultados

En la tabla 4 estdn recogidos los siguientes resultados: los
valores de los patrones radiactivos PI, PIP y PIP,, obtenidos por
contaje directo del extracto correspondiente de la fraccidén del
gel, no fueron distintos en las placas sometidas o© no a
autorradiografia. Se observdé gue la recuperacién del PI era el
doble de 1la del PIP y PIP,, siendo estas dos ultimas,

préacticamente iguales entre si. Las recuperaciones obtenidas en



Tabla 4. Cuantificacién por autorradiografia de los fosfatidilinositoles tritiados en las TLCs,
(porcentajes sobre el total aplicado, Media * SEM).

*H-PI *H-PIP *H~-PIP,

n= 12 n=12 n= 12
Con autorradiografia 87,8 * 8,4 35,3 £ 6,0 32,8 £ 0,3
Sin autorradiocgrafia 94,8 + 3,4 36,7 £ 4,2 37,7 * 4,2

LY



48
este estudio previo fueron tomadas en cuenta para el céalculo

final de los fosfatidilinositoles radiactivos de las muestras.

4.7.- AISLAMIENTO DE LOS ‘H-INOSITOLES FOSFATO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (Figura 5 y tabla §)
Se estudiaron los lugares de elucidén de los patrones inositoles
fosfato, *H-IP, *H-IP, e ’H-1IP,, por cromatografia liquida de alta
resolucidn (HPLC), segun el método descrito en el apartado de
materiales y métodos. Se observd que el patrdn IP aparecia en el
minuto 4-%, el IP,, en el 14-15, y el IP;, en el 22-~23. Una vez
calculada la recuperacidn de cada patrdn, se observd gque ésta era
diferente para cada uno de ellos (tabla S), por lo tanto, ésto se

tuvo siempre en cuenta en las cuantificaciones.

4.8.- ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL ﬁFlP3(Tabla 6)

Protocolo

En tubos con 20 islotes, se afadieron 10 pl de cloruro de litio
(10 mM), 0,012 ucCi de mio-{2-*H] inositol 1,4,5-trifosfato
(actividad especifica, 1,0 Ci/mmocl) y 1 ml de 1la mezcla
extractiva CHC1l,/CH,;OH/12 N HCl (1:2:0,0125). Posteriormente, para
la formacidon de las fases acuosa y organica, se afiadieron 300 ul
de CHC1l, y 300 pl de 0,1 M KCl; como control, se siguid todo el
proceso en ausencia de islotes. La fase acuosa de cada tubo se
estudidé por HPLC, bilen el dia del experimento (dia 0), o tras

distintos periodos de conservacién a -20°C (1, 2, 5, 14 y 15
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Figura 5. Separacidén de los patrones de inositoles fosfato
radiactivos, por cromatografia liquida de alta
resolucién.



Tabla 5. Recuperacién de los patrones de inositoles fosfato radiactivos,
separados por HPLC.

DPM CARGADAS % RECUPERADO
H-IP n= 1 22896 67
H-IP, n= 1 23412 74
*H-IP, n= 6 13496 * 788 32 + 2

0s
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Tabla 6. Estabilidad del *H-IP, en presencia de islotes, a-20°C
(porcentajes de radiactividad total}.

DIAS ISLOTES *H-1P, *H-1P, ‘H-IP
0 - 65,1 13,0 4,1
+ 67,0 12,2 5,0

1 - 64,3 12,4 8,0
+ 68,0 12,1 7,3

2 - 71,0 9,0 4,0
+ 70,0 8,0 4,0

5 - 71,0 8,0 6,0
+ 63,3 16,0 8,2

14 - 71,0 9,1 5,0
+ 72,0 11,3 7,0

15 - 72,0 10,0 6,2
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dias).

Resultados

Pudimos observar que el patrén radiactivo °H-IP,, tanto en
presencia como en ausencia de islotes, presentaba ya un cierto
grado de degradacidn el dia 0, el cual no aumentd a lo largo de
los 15 dias consecutivos. Los porcentajes de °*H-IP, e ‘H-IP
contaminantes, tampoco sufrieron una modificacidn importante a lo

largo de los 15 dias de conservacidén de las muestras a -20°C.

4.9.- ESTUDIO DE ESTABILIDAD Y RECUPERACION DEL.JH—IPJ, EN PRE-
SENCIA Y AUSENCIA DE ISLOTES {Tabla 7)

Protocolo

Se incubaron grupos de 20 islotes en 100 gl de un medio de
bicarbonato (pH 7,4), conteniendo sales, alblmina bovina (0,5 %)
Yy 1 mM glucosa, durante 2 horas a 37°C. Seguidamente, sin retirar
el medio, se afiadieron 510 gl de un medio que contenia 2,2 x 107
4Ci de mio-[2-’H]inositol 1,4,5-trifosfato (1 Ci/mmol), y se
incubdé durante 30 minutos a 37°C. Se siquidé el mismo protocolo,

en ausencia de islotes durante 30 minutos a 37°C.

Resultados

Con islotes se observa una pequefia degradacidén del patrén *H-IP;,
frente a cuando el patrén radiactivo fue incubado en ausencia de

islotes. Lo mismo ocurrié con los patrones *H-IP e ‘H-IP,.



Tabla 7. Porcentajes de recuperacién de °H-IP, tras su incubacién durante 30 minutos en
presencia y ausencia de islotes de Langerhans (% del total).

H-IP (%) H-1IP, (%) *H-IP; (%)
SIN ISLOTES 5,0 5,0 90,0
CON ISLOTES 18,2 14,2 67,6

£S5
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4.310.- EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE EL METABOLISMO DE LOS FOSFATI~
DILINOSITOLES

Ha sido documentado gue muchos sistemas celulares son capaces de
responder a una estimulacidén extracelular através de un aumento
del metabolisnmo de los fosfatidilinositoles. Agonistas tales como
nutrientes, neurotransmisores, hormonas y factores de crecimien-
to, producen la hidrdlisis de los fosfatidilinositoles, originan-
do los segundos mensajercs, 1,2-diacilglicerol e inositol 1,4,5-
trifosfato. En islotes pancreaticos de rata, la glucosa y otros
nutrientes tienen efecto estimulador scbre la hidrdélisis de los

fosfatidilinositeoles y la formacidn de los lnositoles fosfato.

Protocolo

En este estudio, incubamos grupos de 40-50 islotes con 3 pCi de
mio-(’H]inositol (100 Ci/mmol) en 48 pl (6,25 X 10° mM) de un
medio de bicarbonato (pH 7,4), conteniendo sales, albGmina bovina
(0,5 %) y 1 mM glucosa, durante 2 horas a 37°C; a continuacién,
se lavaron con medio no radiactivo con 1 mM mio-inositol. Tras
una preincubacidén de 20 minutos a 37°C en 500 ul de medio con LiCl
(20 mM), los islotes se incubaron en 1 ml de medio con glucosa a
alta (16,7 nmM) o baja (0,5 mM) concentracién, durante 0, 15, 30,
60 y 300 sequndos. Después, se ahadid a los islotes
1 ml CHCl,/CHOH/12 N HC1l (1:2:0,0125) como mezcla extractiva, y
300 pul de CHCLl, y 300 ul de 0,1 M KCl, para la formacidén de las

fases acuosa y orgdnica.

La separacién de los inositoles fosfato por cromatografia liquida
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de alta resolucidén (HPLC), y la de los fosfatidilinositoles, por
cromatografia en capa fina (TLC), se realizd como se describe en

el apartado de materiales y métodos.

4.10.1.- CONTENIDO BASAL DE LOS *H-FOSFATIDILINOSITOLES EN EL
ISLOTE DE LANGERHANS (Tabla 8)
Tras el periodo de marcaje e incubacidén con LiCl (tiempo 0 de
incubacidn), se midieron las cantidades de fosfatidilinositoles
Y se determinaron sus porcentajes con respecto al total. Se
observdé que la cantidad de PI, respecto al total de
fosfatidilinositoles, fue del 86,9 * 11,1 %; en el caso del PIP,
éste fue 2,3 * 0,4 % y, finalmente, para el PIP,, el porcentaje

fue de 10,8 + 2,4 %.

4.10.2.- CONTENIDO BASAL DE LOS *H-INOSITOLES FOSFATO EN EL ISLOTE
DE LANGERHANS (Tabla 9)

Los valores de IP e IP, detectados fueron similares entre si, y

cada uno representd alrededor de un 50% del total. En el caso del

IP,, su posible presencia fue indetectable.

4.10.3.- EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE LOS *H-FOSFATIDILINOSITOLES
EN EL ISLOTE DE LANGERHANS (Tabla 10 y Figura 6)

Los valores de ’H-PIs totales (tabla 10), determinados en la fase

organica, apenas sufren cambios hasta los 60 segundos con glucosa

16,7 mM, y se produce un incremento a los 5 minutos. A los 30

segundos Yy 5 minutos, los valores de *H-PIs totales obtenidos con



Tabla 8. Valores de los fosfatidilinositoles (PIs)
radiactivos, en el islote de Langerhans (Media
+ SEM, n= 7).

*H-PIs amoles/islote % del total
‘H-PI 2218 + 284 86,9 + 11,1
H-PIP 59 + 11 2,3 + 0,4
H-PIP, 274 * 62 10,8 + 2,4
Total 2551 % 292 100,0 * 11,4

Tabla 9. Valores basales de los inositoles fosfato ra-
diactivos en el islote de Langerhans (Media *

SEM, n= 7).
‘H-1Ps amoles/islote % del total
‘H-1P 1142 + 203 55,8 + 9,9
*H-1IP, 905 * 235 44,2 +* 11,5
‘H-1P, ND ———
Total 2047 * 311 100,0 + 15,2

ND: no detectable.

56



Tabla 10. Valores de los *H-PIs totales en el islote de Langerhans incubados a baja y alta

concentracién de glucosa (fmoles/islote, Media + SEM).

TIEMPO (segundos) o 15 a0 60 300
GLUCOSA 0,5 mM 2,5+ 0,3 2,1 £ 0,4 2,9 * 0,7 1,6 £ 0,3 1,4 + 0,2
n=5
GLUCOSA 16,7 Mnm 2,5 £ 0,1 2,5 0,3 2,2 t+ 0,2 2,3 0,3 2,6 t 0,4
n= S

LS
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G 0,5 mM (n= 6)

G 16,7 mM {n= 12)

Figura 6. Valores de fosfatidilinositoles radiactivos (PI, PIP,

PIP,)

originados

a concentracidn alta

(16,7 mM) o

baja (0,5 mM) de glucosa, durante 0, 15, 30, 60 y 300
segundos de incubacién.
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glucosa 0,5 mM, son significativamente mé&s bajos que con glucosa
16,7 mM: 1,6 + 0,3 fmoles/islote v 2,3 + 0,3 froles/islote, res-
pectivamente, p < 0,001, y, 1,4 + 0,2 y 2,6 + 0,4, respectivamen-

te, p < 0,001.

En la figura 6, se estudidé la cinética de concentracién de los
distintos fosfatidilinositoles radiactives (PI, PIP y PIP,),
inducida por glucosa 16,7 mM y 0,5 mM a lo largo de 5 minutos de
incubacidén. Con glucosa 0,5 mM, observamos un pequefo descenso
del PI a los 15 segundos, al gue siguid un aumento de su valor a
los 30, para descender por debajo de su valor basal (tiempo 0) a
los 60 segundos y 5 minutos. Con glucosa 16,7 mM, el PI aumentd
a los 15 segundos; a los 30 segundos, se observd un descenso por
debajo de la basal, al que siguid un ligero aumento a los 60

segundos y 5 minutos.

En relacidén al PIP, se observd un aumento a los 15 segundos,
mantenido hasta los 30, después de lo cual, disminuyd hasta casi
el valor inicial a los 60, para detectarse un ligero aumento a
los 5 minutos. Con gluceosa 16,7 mM, se detectd una ligera depre-
sién de los valores de PIP, que se mantuvo durante los primeros
60 segundos, donde a los 30 y 60 los valores fueron significa-
tivamente mds bajos del basal: 75,1 * 7,8 % y 100,0 % 15,5 %,
respectivamente, p < 0,001, y, 65,7 ¢t 8,7 % y 100,0 % 15,5 %,
respectivamente, p < 0,001; en el minuto 5, se detectd un aumento
hasta cerca del valor basal. La diferencia entre los valores de

PIP obtenidos a los 30 segundos en presencia de glucosa
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16,7 mM, fueron significativamente mds bajos que con glucosa

0,5 mM: 75,1 + 7,8 % y 161,5 * 34,2 %, respectivamente, p < 0,01.

En el caso del PIP,, con glucosa 0,5 mM, se observd un descenso
paulatino desde el tiempo cero hasta los 60 segqundos, siendo este
valor significativamente mas bajo del basal: 53,1 * 16,5 % y
100,0 * 19,7 %, respectivamente, p < 0,02, seguido de un aumento
hasta los 5 minutos; con gluccosa 16,7 mM, se produjo un aumento
a los 15 segundos, para descender hasta el valor basal, a los 60

segundos, y aumentar de nuevo a los 5 minutos.

4.10.4.- EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE LOS ‘H-INOSITOLES FOSFATO EN
EL ISLOTE DE LANGERHANS ( Tabla 11 y Figura 7)

Los JH-IPs totales (tabla 11) determinados en la fase acuosa,

sufren un aumento a los 30 segundos en presencia de glucosa 16,7

mM, descendiendo a los 60 segundos para volver a incrementarse a

los 5 minutos. Con glucosa 0,5 mM, todos los valores de ‘H-IPs

totales son significativamente m&s bajos gque los obtenidos en

presencla de glucosa 16,7 mM, p < 0,001.

En la figura 7, se observa que con glucosa 0,5 mM, el IP sufrid
un descenso continuado desde el segundo 0 hasta el 60, en el
islote de Langerhans, y a los 30, el valor fue significativamente
mas bajo del Dbasal: 63,4 + 4,0 % y 100,00 * 0,0 %,
respectivamente, p < 0,001, y también a los 60 el wvalor fue
significativamente mas bajo del basal: 34,4 + 1,1 % y 100,0 * 0,0

G

%, respectivamente, p < 0,001; en el minuto 5, se observd un



Tabla 11. Valores de los ‘H-IPs totales en el islote de Langerhans incubados a baja y alta
concentracién de glucosa (fmoles/islote, Media * SEM).

TIEMPO (segundos) 0 15 30 60 300
GLUCOSA 0,5 mM 1,73 £ 0,3 1,59 + 0,3 1,42 * 0,3 0,89 + 0,2 1,00 + 0,2
n= 5
GLUCOSA 16,7 mM i,74 + 0,3 2,00 + 0,2 2,59 + 0,4 1,88 + 0,3 2,24 £ 0,4
n= 5

19
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ligero aumento. Con glucesa 16,7 mM, se detectd un aumento en el
segundo 15 que continué hasta el 30, donde este valor fue
significativamente mas elevado (casi el doble) del basal:
164,7 + 11,2 % y 100,0 * 0,0 %, respectivamente, p < 0,001;
a los 60 segundos, se observo un descenso hasta el
valor basal, gque se mantuvo hasta 1los 5 minutos. A los 30
y 60 segundos, los valores de IP en presencia de glucosa
16,7 mM fueron significativamente mds altos que los obtenidos
con glucosa 0,5 mM: 164,7 * 11,2 % y 63,4 * 4,0 %, respec-
tivamente, p < 0,001 , vy, 98,3 * 18,6 % y 34,4 * 1,1 %,

respectivamente, p < 0,02.

En cuanto al IP,, la glucosa 0,5 mM indujo un ligero aumento de
los valores a los 15 segundos, que se mantuvo a los 30 segundos,
Y que después comenzd a descender a los 60, siendo este valor
significativamente mas bajo del basal: 85,6 + 2,8 % y
100,0 + 0,0 %, respectivamente, p < 0,001, siguiendo su descenso
hasta los 5 minutos. Con glucosa 16,7 mM, el IP, bajdé a los 30
segundos, donde su valor fue significativamente mds bajo del
basal: 81,5 £ 6,8% y 100,0 + 0,0%, respectivamente p < 0,02,
siguidé bajando a los 60, y se recuperd a los 5 minutos. A los 30
segundos, el valor del IP, obtenido con glucosa 16,7 mM fue
significativamente mds bajo que con glucosa 0,5 mM: 81,5 % 6,8 %

y 121,1 * 9,2 %, respectivamente, p < 0,02.
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4.11.- EFECTO DEL CALCIO SOBRE EL CICLO DE LOS FOSFATIDILINOSI-
TOLES EN EL ISLOTE DE LANGERHANS

Existe un gran numero de datos que sugieren que la ruptura de los
fosfatidilinositoles es el resultado de la unidén de hormonas,
neurotransmisores o cualquier otro agente gque afecta la funcién
de la célula a sus receptores especificos de membrana. Esta
ruptura se produce através de una fosfodiesterasa, denominada
fosfolipasa C (PLC), especifica para los fosfatidilinositoles, y
da lugar a productos hidrolitices, 1,2-diacilglicerol, y una
mezcla de inositoles fosfato (IP, IP, e IP;) que tienen gran
importancia en funciones fisioldgicas intracelulares, como la de
activar la protein quinasa C y la de movilizar el calcio. Ha sido
propuesto que el paso inicial de la unién ligando~receptor, es la
hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,), pero no
del fosfatidilinositol (PI). Se sabe que para la actividad maxima
de 1la fosfolipasa C, especifica para el fosfatidilinositol
(actividad citosdlica), se requiere la presencia de
concentracicnes de calcic del orden mM, mientras que 1la
fosfolipasa C (actividad citosdlica y de membrana) especifica de
polifosfatidilinositoles (PIP, PIP,), reguiere concentraciones mas
bajas de calcio. Todavia no ha sido clarificado si la ruptura de

los fosfatidilinositoles es catalizada por una o varias enzimas.

Protocolo
En este estudio, se incubaron grupos de 40-50 islotes en las

mismas condiciones de marcaje que en el apartado 4.10.. Para
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eliminar el exceso de mio~[’H]inositol, los islotes fueron lavados
3 veces, las dos primeras, con 3 ml de medio conteniendo calcio
Yy 1 mM mio-inositol. En este experimento no se realizéd
preincubacidn con LiCl. Seguidamente, los islotes se incubaron
con 500 gl de medio 1libre de calcio y con glucosa a alta
(20 mM) y baja (2,8 mM) concentracién, durante 0, 15, 30 y 60
segundos; se anadid entonces 1 ml de CHC1l,/CH;,OH/12 N HC1
(1:2:0,0125), como mezcla extractiva, y 300 1 de CHCl; y 300 ul
de 0,1 M KCl, para la formacién de las fases acuosa y organica.
La separacidn de los fosfatidilinositoles e inositeoles fosfato se

realizdé como se describe en el apartado de materiales y métodos.

Resultados (Tabla 12 y figura 8)

En la tabla 12 se ocbserva que el valor basal de *H-PI, obtenido
de islotes de Langerhans preincubados con glucosa 2,8 mM, fue
considerablemente superior (94,9 % 10,7%) a los valores basales
de *H-PIP (1,7 * 0,3%) vy 3H—PIP2 (3,4 ¥ 1,0%), siendo este Gltimo

el doble del valor del PIP.

De la figura 8 observamos que el *H-PI, con glucosa 2,8 mM, bajé
a los 15 segundos, aumentando a los 30 y 60 segundos. Con glucosa
20 mM, el *H-PI bajdé a los 15 segundos tras lo cual, se observd
un aumento a los 30 segundos de casi el doble del valor de los

15, ¥y un descenso a los 60 segundes.

En el caso del *H-PIP, con glucosa 2,8 mM, se observé un peguefio

aumento a los 15 segundos, una disminucién a los 30 segundos y



Tabla 12. Valores basales de los fosfatidilinositoles radiactivoes en el islote
de Langerhans preincubado con glucosa 2,8 mM (Media + SEM, n= 15).

*H-PI, amoles/islote % del total
*H-PI 10741 % 1210 94,9 + 10,7
*H-PIP 190 % 33 1,7 + 0,3
*H-PIP, 383 + 118 3,4 £ 1,0
Total 11314 = 1216 100,0 + 10,8

99
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nuevo aumento a los 60 segundos. Con glucosa 20 mM, el ‘H-PIP
apenas presentd variacidén a los 15 sequndos, aumentd un poco a

los 30 segundos para baijar de nuevo a los 60 segundos.

Con glucosa 2,8 mM, se observd un aumento de la concentracién del
‘H-PIP, a los 15 segundos, para bajar a los 30 segundos a la mitad
del valor a los 1%, y hasta los 60 segundos se mantuvo sin ape-
nas sufrir variacidén con respectoe a 1los 30 segundos. En
comparacién con glucosa 20 mM, se vid una pequena bajada a los 15
segundos, para subir ligeramente a los 30 y 60 segqundos hasta un

valor préximo al basal.

4.12.- EFECTO DE LA GLUTAMINA-LEUCINA

Se sabe que la glucosa, la leucina, la leucina en combinacién con
glutamina, y el monometil succinato, aumentan la formacién de los
inositoles fosfato (IP, IP,, IP;) en islotes pancredticos, por lo
tanto, el metabolismo mitocondrial es probablemente esencial para
la liberacién de insulina inducida por glucosa, y el metabolismo
del succinato y leucina (con o sin glutamina) implica,
exclusivamente, la respiracidén mitocondrial. Estos hechos
sugleren que el metabolismo mitocondrial genera condiciones o
factores gue son transmitidos al citosol para aumentar 1la
formacién del inositol 1,4,5-trifosfato, y asi movilizar calcio

Yy liberar insulina.
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Protocolo
Islotes, en grupos de 35-50, se marcaron con 3 uCi de mio-
[*H]inositol (100 Ci/mmol) en 48 kl (6,5 x 10* mM) de un medio de
bicarbonato (pH 7,4), conteniendo sales, albGmina bovina (0,5%)
Y 1 mM glucosa, durante 2 y 3 horas a 37°C. Seguidamente, se
lavaron con medio no radiactivo conteniendo 1 mM mio-inositol, 20
mM LiCl y sin glucosa. A continuacién, los islotes se incubaron
en 500 pl de medio en ausencia y presencia de glutamina (10 mM)
Yy leucina (10 mM), a 37°C durante 20 minutos. A los islotes se les
afiadié 1 ml CHC1,/CH,0H/12 N HC1l (1:2:0,0125), como mezcla
extractiva. El1 proceso de separacién de 1las fases acuosa Yy
orgdnica, y el de la separacidén de los fosfatidilinositoles e
inositoles fosfato, se realizaron como se describe en el apartado

de materiales y métodos.

4.12.1.~ EFECTO DE LA GLUTAMINA-LEUCINA SOBRE EL METABOLISMO DE
LOS FOSFATIDILINOSITOLES, EN EL ISLOTE DE LANGERHANS
{(Tabla 13)

En los resultados recogidos en tabla 13, podemos observar que,

cuando los 1islotes son incubados durante 3 horas con mio-

[*H)inositol, los valores de los fosfatidilinositoles radiactivos

(PI, PIP y PIP,) son considerablemente mas elevados gque 1los

obtenidos en la incubacién de 2 horas.

Cuando los islotes fueron preincubados durante 2 horas con mio-
[(*H]inositol, y posteriormente incubados en presencia de

glutamina-leucina, el valor de ’H-PI fue m&s bajo (1835 + 290



Tabla 13. Valores de los fosfatidilinositoles radiactivos en el islote de Langerhans
incubado en presencia y ausencia de glutamina-leucina (Media * SEM).

N GLUTAMINA 10 mM  TIEMPO ‘H-PI ‘H-PIP *H~PIP,

LEUCINA 10 mM minutos amoles/islote amoles/islote amoles/islote

MARCAJE 2 horas

6 -——— 0 2613 *+ 203 120 = 11 333 £ 47

6 —-——— 30 2966 t 542 38 + 12 364 t* 85

6 + 30 1835 + 290 50 £ 9 210 + 114
MARCAJE 3 horas

6 —-———- 0 14771 * 1045 202 t 46 208 + 25

6 ———— 30 11927 £+ 1961 59 * 12 112 £ 20

6 + 30 10920 £ 1145 38 + 14 79 t 32

aL
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amoles/islote) gque el obtenido en ausencia de glutamina-leucina
(2966 * 542 amoles/islote), e incluso inferior al valor basal

(2613 * 203 amoles/islote).

El valor basal de *H-PIP en los islotes fue significativamente mis
alto que el obtenido tras incubacidén de los mismos en
ausencla de glutamina-leucina: 120 * 11 amoles/islote y 38 * 12
amoles/islote, respectivamente, p < 0,001. También, el valor
basal de *H-PIP fue significativamente mads altoc del obtenido tras
la incubacidn de los islotes durante 30 minutos en presencia de
glutamina-leucina: 120 * 11 amoles/islote y 50 t+ 9 amoles/islote,

respectivamente, p < 0,001.

En el caso del *H-PIP,, el valor basal (333 t 47 amoles/islote)
fue ma&s bajo que el obtenido tras incubacién en ausencia de
glutamina-leucina (364 * 85 amoles/islote), y este valor, a su
vez, fue més alto que el obtenido en presencia de glutamina-

leucina (210 * 114 amoles/islote).

Cuando la incubacién con mio-(’H]inositol fue de 3 horas, el valor
basal de *H-PI (14771 * 1045 amoles/islote) fue mis elevado que
el obtenido tras la incubacidén de 30 minutos en ausencia de
glutamina-leucina (11927 + 1961 amoles/islote), y, a su vez, el
valor basal de ’H-PI fue significativamente mas alto que el
obtenido en presencia de glutamina-leucina: 14771 + 1045
amoles/islote y 10920 + 1145 amoles/islote, respectivamente,

p < 0,02.
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El valor de ‘H-PIP basal fue significativamente mds alto del
obtenido tras incubacién de 30 minutos en ausencia de glutamina-
leucina: 202 + 46 amcles/islote y 59 * 12 amcles/islote,
respectivamente, p < 0,01, y, también, fue significativamente mas
alto que el valor de ’H-PIP obtenido en presencia de glutamina-

leucina (38 * 14 amoles/islote, p < 0,001).

El valor de ’'H-PIP, basal fue significativamente mis alto que el
obtenido tras incubacién en ausencia de glutamina-leucina (30
minutos): 208 * 25 amoles/islote y 112 + 20 amoles/islote,
respectivamente, p < 0,01, y, también, fue significativamente mas
alto del valor obtenido en presencia de glutamina-leucina:

79 + 32 amoles/islote, p < 0,01.

4.12.2.- EFECTO DE LA GLUTAMINA-LEUCINA SOBRE LA FORMACION DE
INOSITOLES FOSFATO EN EL ISLOTE DE LANGERHANS (Tabla 14)

En el marcaje de islotes durante 2 horas con mio-[{H]inositol,
el valor de °H-IP obtenido cuando los islotes fueron
incubados 30 minunutos en ausencia de glutamina-leucina
(2628 + 516 amoles/islote), fue mayor al obtenido en presencia de
glutamina-leucina (2150 + 392 amoles/islote). El valor basal de
H-IP fue significativamente superior al obtenido en presencia de

glutamina-leucina: 3593 amoles/islcote, p < 0,01.

El valor de ‘H-IP,, tras una incubacién de 30 minutos con
glutamina-leucina (476 * 112 amoles/islote), fue mds alto que

cuando los islotes fueron incubados en ausencia de glutamina-



Tabla 14. Valores de los inositoles fosfato radiactivos en el islote de Langerhans incubado
en presencia y ausencia de glutamina-leucina (Media * SEM).

N GLUTAMINA {10 mM) TIEMPO *H-IP *H-1P, *H-1P,

LEUCINA (10 mM) minutos amoles/islote amoles/islote amoles/islote

MARCAJE 2 horas

1 ——— 0 3593 135 -
6 -——— 30 2628 * 516 386 + 20 -
6 + 30 2150 *+ 392 476 + 112 90

MARCAJE 3 horas

4 ——— 0 6010 + 385 116 + 1 ———-
6 - 30 3227 £ 709 176 + 26 —-———
6 + 30 3030 £ 201 352 + 35 ———

€L
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leucina (386 = 20 amoles/islote). El valor basal de ’H-IP, fue
significativamente mas bajo dque el obtenido en la ausencia de
glutamina-leucina: 135 amoles/islote y 386 * 20 amoles/islote,
respectivamente, p < 0,001. También el valor basal de *H-IP, fue
significativamente mias bajo que tras la incubacién de 30 minutos
en presencia de glutamina-leucina: 135 amoles/islote y 476 * 112

amoles/islote, respectivamente, p < 0,02,

Cuando el marcaje con mio-[’H])inositol fue de 3 horas, el valor
basal de *H-IP fue significativamente m&s alto que cuando los
islotes fueron incubados 30 minutos en ausencia de glutamina-
leucina: 6010 * 385 amoles/islote y 3227 + 709 amoles/islote,
respectivamente, p < 0,01, y, también, éste fue significativa-
mente mas alto del valor de *H-IP obtenido a los 30 minutos de
incubacién en presencia de glutamina-leucina: 3030 + 201,

p < 0,001.

El valor basal de *H-IP, obtenido en los islotes fue significati-
tivamente menor después de 30 minutos de incubacidén en
presencia de glutamina-leucina: 116 * 1 amoles/islote y 352 % 35
amoles/islote, respectivamente, p < 0,001. Tras 30 minutos de
incubacién en ausencia de glutamina-leucina, el valor de ’H-IP,
fue significativamente menor al obtenido en presencia de

glutamina-leucina: 176 * 26 amoles/islote, p < 0,001.
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4.12.3.~ VALORES DE LOS TINOSITOLES FOSFATO TRITIADOS (3H-IP3)

LIBERADOS EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE GLUTAMI_NA*—LEU-

CINA, EN EL ISLOTE ©DE LANGERHANS MARCADO CON MIO~
{‘H]INOSITOL (Tabla 15)

En el medio correspondiente a la incubacién de islotes

pancredticos, incubados durante 30 minutos en presencia vy

ausencia de glutamina-leucina, se determiné el contenido de *H-IPs

por cromatografia liquida de alta resolucidn.

El valor del *H-IP liberado tras la incubacién en presencia de
glutamina-leucina fue significativamente m&s bajo que el obtenido
en ausencia de los mismos aminoacidos: 504 + 84 amoles/islote y
966 * 8% amoles/islote, respectivamente, p < 0,001. Igualmente,
el valor del 3*H-IP obtenido tras incubacidén en presencia de
glutamina-leucina, fue significativamente més alto que el
valor basal: 504 * 84 amoles/islote y 23 * 4 amoles/islote,
respectivamente, p < 0,001, y el valor obtenido en ausencia de
glutamina-leucina, fue también significativamente mds alto

que el basal: 966 * 8% amoles/islote, p < 0,001.

En el caso del °’H~IP,, el valor obtenido en presencia de
glutamina-leucina (52 * 5 amoles/islote) fue mé&s bajo gque
el obtenido en ausencia de glutamina-leucina (77 * 11
amoles/islote). Sin embargo, el de °*H-IP, basal (107 * 30

amoles/islote) fue mas alto que el obtenido en ausencia de

glutamina-leucina.

El *H-IP, fue detectable en el medio de incubacién aungque en



Tabla 15. Valores de inositoles fosfato radiactivos, en el medio de incubacidén del islote
de Langerhans, en presencia y ausencia de glutamina~leucina durante 30 minutoes,
y determinados por cromatografia liquida de alta resolucidn, HPLC (Media * SEM,

n= 6).
*H-IP *H-1P, *H-IP,
amoles/islote amoles/islote amoles/islote
CON GLUTAMINA-LEUCINA 504 + 84 52 + 5 16
SIN GLUTAMINA-~LEUCINA 966 * 85 77 ¥ 11 14
SIN INCUBAR 23 + 4 107 + 30 —-———

9L
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pequefia cantidad, y los valores del mismo, no sufrieron
modificacién tras la incubacién en ausencia y presencia de
glutamina~leucina. El1 ’H-IP, en condiciones basales fue
indetectable.

4.12.4.—- PORCENTAJES DE LOS FOSFATIDILINOSITOLES E TINOSITOLES
FOSFATO RADIACTIVOS, TRAS INCUBACION CON GLUTAMINA-
LEUCINA, EN EL ISLOTE DE LANGERHANS (Tablas 16 y 17)

En la tabla 16 observamos que el porcentaje de *H-PI (97,1 * 16,4
%) obtenido en ausencia de glutamia-leucina (incubacién 30
minutos) respecto al valor basal, fue mas del doble del de *H-
PIP (30,5 + 1,3 %), y ligeramente mas alto del de *H-PIP, (81,6 *
27,8 %). En cuanto a los inositoles fosfato (tabla 17), el
porcentaje de ’H-IP (63,4 * 9,7 %), obtenido en las condiciones
anteriores, fue considerablemente inferior al de *H-IP, (218,8

67,1 %).

Tras la lncubacién de 30 minutos en presencia de glutamina-
leucina (tabla 16), el porcentaje de ’H-PI (72,1 t 1,9 %) respecto
al valor basal, fue mas del doble del de *H-PIP (30,3 #* 11,5 %)
y un poco mas elevado del *H-PIP, (50,6 * 12,6 %). Con respecto a

los inositoles fosfato (tabla 17), el porcentaje de *H-IP (35,1

* 4,7 %) fue muy inferior al del IP, (328,00 * 38,4).

En la tabla 16, el porcentaje de ‘H-PI obtenido en presencia de
glutamina-leucina, respecto a la incubacidn en ausencia de glu-

tamina-leucina fue menor (76,8 t 14,9 %) que el de *H-PIP (98,0
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Tabla 16. Porcentajes de los fosfatidilinositoles radiactivos
en islotes de Langerhans, incubados en presencia y
ausencia de glutamina-leucina {(Media * SEM, n= 2).

H=-PI (%) *H-PIP (%) *H-PIP, (%)
A 97,1 * 16,4 30,5 *+ 1,3 81,6 + 27,8
B 72,1 £ 1,9 30,3 + 11,5 50,6 + 12,6
c 76,8 * 14,9 98,0 * 33,6 64,1 t 6,4

Tabla 17. Porcentajes de los inositoles fosfato radiactivos en
islotes de Langerhans, incubados en presencia vy
ausencia de glutamina-leucina (Media * SEM, n= 2).

34-IP *H-1IP,
A 63,4 + 9,7 218,8 * 67,1
B 35,1 + 4,7 328,0 + 38,4
c 87,9 * 6,1 161,7 * 38,4

A: Incubacién de
respecto a la

B: Incubacién de
respecto a 1la

C: Incubacidén 30

30 minutos en ausencia de glutamina-leucina,
basal.

30 minutos en presencia de glutamina-leucina
basal.

minutos en presencia de glutamina-leucina,

respecto a incubacién 30 minutos en ausencia de glutami-

na-leucina.
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t+ 33,6 %), y mas elevado del °‘H-PIP, (64,1 * 6,4 %). En estas
mismas condiciones (tabla 17), el porcentaje para el *H-IP (87,9

* 6,1 %) fue practicamente la mitad del ’H-IP, (161,7 * 38,4 %).

4.13.- PRESENCIA DE GPIs EN EL ISLOTE DE LANGERHANS Y SU MODULA-
CION POR INSULINA E IGF-1

Las moléculas del tipo glicosil-fosfatidilinositol, denominadas
GPIs, tienen importantes funciones celulares. Entre ellas destaca
su posible participacidén como segundos mensajeros de la accién
hormonal, asi como servir de anclaje en las membranas para

proteinas con diversas acciones bioldgicas.

Tanto la insulina, como el IGF-1, y otras hormonas y factores de
crecimiento, son capaces de inducir, en sus moléculas diana, la
hidrélisis de los GPIs, liberando su parte polar, un inositol
fosfoglicano, denominado IPG. En uno de los modelos descritos, el
GPI hepatico estaria compuesto por una parte lipidica y por una
estructura polar, o IPG, formada por inositol, glucosamina y 3-4

galactosas con 2-3 grupos fosfato.

El IPG, aislado del higado de rata, inhibe la secrecidén de
insulina y la conversidn de proinsulina en insulina. En cé&lulas
pancredticas tumorales de la linea RINmSF se han cracterizado

parcialmente dos posibles GPIs,
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Protocolo

En este estudio, incubamos grupos de 100 islotes con 7,7 uCi de
mio~{*H)inositol (100 Ci/mmol) en 100 ul de un medio de
bicarbonato (pH 7,4), conteniendo sales, albGmina bovina (0,5 %)
y 1 mM glucosa, durante 2 horas a 37°C. Tras una preincubacién
con glucosa 16,7 mM durante 20 minutos a 37°C en 500 il del medio
bicarbonatado, se realizdé una incubacidn durante 0, 15, 30, & 300
segundos, a 37°C, en 1 ml del mismo medio bicarbonatado, en
ausencia y presencia de insulina (20 nM) o IGF-1 (20 nM). La

reaccidén se interrumpid con 1 ml de 10 % TCA.

La determinacidn de GPIs se realizdé como se describe en el punto

3.2.9 del apartado de materiales y métodos.

Las bandas, previamente identificadas por autorradiografia, se
extrajeron por raspado, Yy su radiactividad se determind en un

contador B.

4.13.1.- PRESENCIA DE DOS GPIs EN EL ISLOTE DE LANGERHANS
{Figura 9)

La incubacién de los islotes pancredticos durante 2 horas en
presencia de inositol radiactivo, permitié marcar diferentes
lipidos. En el sistema de purificacidén de los GPIs, se realizd
una primera cromatografia en solventes &acidos gque separd el
fosfatidilinositol (PI) del resto de los lipidos. El origen del
carril en el que se aplicdé el extracto orgdnico de los islotes,

se desarrolld en una segunda cromatografia con solvente bdasico,
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con lo que se diferenciaron dos bandas distintas a las del PI,
PIP o PIP,, y gque identificamos como bandas I (R, 0,64) y II (R,

0,49).

4.13.2.- EFECTO DE LA INSULINA (Figura 10)

En la figura 10 se observa el efecto gque tiene, sobre los niveles
de GPIs, la insulina 20 nM anadida a islotes previamente marcados
con inositol y preincubados en un medio con glucosa 16,7 mM
durante 20 minutos. Respecto al contrel, la insulina indujo un
descenso en los niveles de GPIs, tanto en la banda I como en la
banda II. En los islotes control, la banda II aumentd a los 30

segundos.

4.13.3.- EFECTO DEL IGF-1 (Figura 11)

El IGF-1, 20 nM, produjo un descenso mds acusado que la insulina
en los nivels de GPIs, tanto en la banda I como en la banda II;
ya a los 15 sequndos se alcanzaron niveles que permanecieron

disminuidos durante todo el tiempo de incubacién (5 minutos).

4.13.4.- EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE LA FORMACION DE GPIs
(Tabla 18)

En esta tabla 18 se muestra el efecto de la de glucosa sobre los

niveles de GPIs, tras 2 minutos de incubacién. En presencia de

glucosa 2,8 mM, tanto la banda I como la II aumentaron

ligeramente, y ambas bandas disminuyeron en un 40-70 % en
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control (n= 3)
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Figura 10. Valores de GPIs tritiados (bandas I y II), a los
0, 15, 30 y 300 segundos de incubacién con 20 nM
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control (n= 3)
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0, 15, 30 vy 300 segundos de incubacidén con 20 nM
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Tabla 18. Niveles de GPIs tritiados en islotes pancreadticos incubados 2
minutos en presencia de glucosa 2,8 mM y 16,7 mM, respecto al
control tiempo 0 (100,0 * 8,8%). Media * SEM, n= 3.

GLUCOSA BANDA I BANDA II
2,8 mM 116,8 *+ 24,7 127,7 + 41,1
16,7 mM 77,8 + 23,5 60,1 + 18,2

S8



presencia de glucosa 16,7 mM.

Estos datos sugieren que la propia insulina,

islote en presencia de glucosa

disminucidn

en los niveles de GPIs.

86

liberada por el

16,7 mM, puede inducir una
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S.- DISCUSION

El fendmeno de adsorcidn de diversas substancias al material de
laboratorio, vidrio o plastico, es conocido, y depende de la
concentracidén de la substancia y de las caracteristicas del medio

en que esta disuelta (78, 79).

En este trabajo, se tratd, inicialmente, de conocer el material
iddéneo para evitar pérdidas por adhesién al material
correspondiente de los fosfatidilinositoles, durante el trasvase
de las muestras, y se observé que tanto el *H-PI como los
polifosfatidilinositoles (*H-PIP y °’H-PIP,), se adhieren mas al
tubo de vidrio siliconizado gue al tubo Eppendorf de polietileno,
mientras gue los capilares de vidrio retenian un porcentaje menor
de los fosfatidilinositoles radiactivos que las puntas
dispensadoras de polipropileno. Consecuentemente, el material de
trabajo se 1limitd a tubos Eppendorf y a pipetas dispensadoras con

capilares de vidrio (SMI).

En la puesta a punto del método para cuantificar los
fosfatidilinositoles e 1inositoles fosfatoe radiactivos, se
controld la recuperacidon de los mismos, utilizando patrones
radiactives a los largo de todo el proceso. Para la extraccidén de
ambos, se eligieron las condiciones o6ptimas gque proporcionaran
cerca de un 100 % de recuperacién. La recuperacidén final de los
fosfatidilinositoles dependeria también del método de su

aislamiento de las placas de cromatografia y del 1liguido de
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centelleo utilizado para 1la medida de 1la radiactividad,
observandose la necesidad de su extraccidn del gel de silice con
metanol durante dos horas, y del uso del liguido de centelleo
Cocktail 22, para obtener el 100 % de recuperacidn de la
radiactividad correspondiente a los patrones gue, simulando una
autorradiografia, se habian puesto previamente en contacte con el

gel de silice, durante una hora.

De todas formas, la recuperacidn tras la TLC, utilizando la fase
mévil que nmejor los separa entre si, y en las condiciones de
aislamiento y contaje idéneas seqgiin la cromatografia simulada,
fue inferior al 100 % para los tres tipos de PIs: alrededor del
90 % para el °H-PI, y del 35 % para los polifosfatidilinosito-
les. Estos resultades, gque no dependian de que la placa de gel
fuera sometida a los pasos necesarios para la autorradiografia
{tratamientc con un amplificador de la sefial, y siete dias de
exposiciébn a -70°C), fueron tomadas en cuenta para el calculo
final de 1los fosfatidilinositoles radiactivos enddgenos. En
algunos trabaijos {(81) estudian solamente la recuperacidn del
‘H-PI, y asumen que la de los polifosfatidilinositoles es 1la
misma, con lo cual podrian estar infravalorando las

concentraciones de los polifosfatidilinositoles.

El sistema de HPLC utilizadoe para determinar 1los *H-IPs fue
efectivo para aislar los tres patrones utilizados, ’H-IP, *H-IP,
e 'H-1IP;; sin embargo, la recuperacién de cada uno de ellos no fue

total, siendo el °H-IP, el menos recuperado (32%). Como



89
consecuencia, tuvo que tenerse en cuenta la recuperacidn de cada
uno de ellos para Jla cuantificacién de los mismos en las

nuestras.

Los valores obtenidos de 1los distintos fosfatidilinositoles
radiactivos en los 1islotes de Langerhans, tras dos horas de
incubacién con mio-{’H]inositol en presencia de concentracién baja
de glucosa (1 nmM) vy posterior incubacidén (20 minutos) en
presencia de LiCl (20 mM), gue impide la resintesis de los mismos
por inhibicién del paso de ’H-IP a mio-{*H]inositol, confirman la
mayor abundancia del ’H-PI sobre los polifosfatidilinositoles

radiactivos (80, 81).

En cuanto a los valores de los °H-IPs obtenidos en estas
condiciones, se observa una mayor proporcién de *H-IP que de
*H-IP,. El ’H-IP, no se detecta. En trabajos previos (81, 82, 55,
57), el porcentaje del *H-IP, es siempre muy pequefio en relacién

con el *H-IP y el °H-IP,, siendo siempre mayoritario el *H-IP.

La posterior incubacidn de estos islotes a concentraciones alta
y baja de glucosa, produce modificaciones inmediatas de 1los
polifosfatidilinositoles, c¢on wuna tendencia a aumentar la
concentracién relativa del °H~PIP, sobre la del °H-PIP en los
primeros 30 segundos de exposicidn a alta concentracidn glucosa
(16,7 mM), observandose el fendmeno contrario a concentraciodn
baja de glucosa. El aumento relativo del °H-PIP, a los 15 y 30

segundos de la estimulacidn de la célula B por concentracién alta
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de glucosa es indicativo de una activacidén de los procesos de
fosforilacién gue convierten el *H-PI en °‘H-PIP y a éste en
'H-PIP,, lo cual podria no detectarse en toda su magnitud debido
a la hidrélisis de los °*H-PIs y a la formacidn de °*H-IPs. De
hecho, en la valoracién de los *H-IPs totales, se detecta un
aumento significativo ya a los 15 segundos, alcanzando su maximo

valor a los 30 segundos.

En el estudio de los distintos 3H-IPs formados, se observa,
fundamentalmente, un aumento del 3H-IP debido al hecho de que
el *H-IP, no se recupera en cantidades apreciable y, por tanto, no
se observan variaciones de este compuesto. En trabajos previos
(55, 81, 56), se detectd un pequefio aumento del 3H—IP3 en

respuesta a la glucosa.

Dado que la respuesta descrita para la glutamina-leucina (84) era
més potente, realizamos unos experimentos en presencia de estos
amino&cidos. Como resultado, no observamos un mayor incremento

del *H-IP;.

En ausencia de calcio extracelular, la hidrélisis del
fosfatidilinositol estd impedida debido a que la fosfolipasa C
especifica del PI requiere unas concentraciones de Ca’' del orden
mM (85). Sin embargo, en presencia de glucosa 2,8 mM, se produce
un descenso del ’H-PI a los 15 segundos acompafiado de un aumento
del °‘H-PIP, y este aumento es incluso m&s marcado que el del

‘H-PIP,, sugiriendo ello, por tanto, que el paso de ’H-PI a ’H-PIP
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y de éste a ‘H-PIP,, por accidn de las guinasas, no estd inhibido

en ausencia de calcio extracelular (86).

La presencia de altas concentraciones de glucosa, en estas
condicicnes, no parece impedir 1la hidrélisis del “H-PIP, a
expensas de la activacidén de la fosfolipasa C especifica de los
peclifosfatidilinositoles, que soélo requiere pequehas
concentraciones de calcio (85) que pudieran estar, todavia,
presentes en la célula. En estos experimentos no se determiné el
contenido de ‘H-IPs, si bien Blachier y Malaisse (87), en un
estudio hecho con islotes incubados en las mismas condiciones gue
las nuestras, encuentran, a alta concentracién de glucosa, un

ligero aumento de los *H-IPs.

En contraste con estos resultados, hay otros trabajos (49, 19,
52) gue documentan que la ausencia de Ca?’* extracelular, bien por
gquelantes como el EGTA, o por bloqueantes de los canales de Ca’‘,
como el verapamil, produce una inhibicién de la hidrdlisis de los
fosfatidilinositoles estimulada por glucosa. Asi mismo, también
se ha documentado que el metabolismo de los inositoles fosfato es
independiente de Ca’' (49), exceptuando el paso de inositol 1,4,5-
trifosfato a inositol 1,3,4,5-tetrafosfato, por ser la guinasa

responsable de esta reaccién dependiente de ca?* (49).

Sin embargo, esta dependencia del Ca“‘para gque la glucosa ejerza
su accidén de hidrdlisis sobre los fosfatidilinositoles, no es

compartida por el agonista muscarinico acetilcolina, el cual es
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capaz de hidrolizar los fosfatidilinositoles en ausencia de ca?*
extracelular (47). Este hecho es coherente con las observaciones
en membranas plasmaticas de células f, donde se ha observado que
la ocupacidén del receptor muscarinico coincide con una activacién

directa de la fosfolipasa C (50).

Es de resaltar el hecho de gue en condiciones de falta de calcio
extracelular, la secrecidn de insulina inducida por glucosa estéa
inhibida (40). El1 gue la hidrélisis de 1los °’H-PIs no vaya
acompanada de un aumento de la secrecidtn de insulina, puede
producirse en otras situaciones (88). La relacidén entre 1la
hidrélisis de 1los fosfatidilinositoles con 1la secrecidn de
insulina no estd totalmente aclarada; se cree que los productos
hidroliticos diacilglicerol, activando la protein guinasa C y el
inositol 1,4,5-trifosfato, movilizando el calcio del reticulo
endoplasmatico, contribuirian al proceso de secrecién de insulina
{81). También en este mismo trabajo, y respaldando la teoria
anterior, se ha observado que, de los tres inositoles fosfato (*H-
IP, *H-IP, e *H-IP,), sbélo el ’H-IP, es capaz de inducir secrecién

de insulina.

La disminucién de los niveles del glicosilfosfatidilinositol
radiactivo son indicativos de la hidrélisis de estos compuestos
gue dan lugar al inositolfosfeglicano, propuesto como segundo
mensajero de la accién de la insulina (66). La estructura
molecular de este posible mensajero no es del todo conocida, si

bien se apunta que, en higado, y en otros tejidos, el inositol
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gque lo constituye estd en su forma chiro (68). De todas formas,
en células del islote de rata, que en su 90 % corresponden a
células R productoras de insulina, al incubarlas con mio-
[*H)inositol, se marcan dos GPIs, como lo hacen la galactosa y la
glucosamina (67, 68), azlcares considerados constituyentes de la

molécula del precursor del IPG mensajero.

Al exponer estos islotes, previamente incubados con mio-
(*H]inositol, a insulina 20 mM, se observd una disminucién de los
dos posibles GPIs, evidente ya a los 30 segundos. Cuando 1los
islotes previamente incubados con el inositol marcado se exponen
a una concentracién alta de glucosa (16,7 mM), 1los GPIs
radiactivos disminuyen alrededor del 50 % de su valor basal a los
5 minutos, momento en que la secrecidén de insulina al medio esta
ya aumentada. Estos hallazgos, unidos a trabajos previos que
documentan que el IPG inhibe la secrecién y sintesis de insulina
en islotes aislados de rata (73, 75), corroboran la tesis de que
la insulina inhibe su propia secrecién (89), y que este efecto
directo estaria mediado por el IPG, producto de la hidrélisis de

los GPIs presentes en las células del islote.

No esta claro, sin embargo, la presencia de receptores de
insulina en la célula B, aunque ésta bien podria actuar a través
de receptores para el IGF-1 (90). De hecho, la incubacidén de
estos islotes con IGF-1 a una concentracién de 20 mM, produce una
disminucidén también inmediata, y tal vez mas llamativa, de los

niveles de GPIs radiactivos.
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6.- CONCLUSIONES

~ La glucosa induce un cambic inmediato en la sintesis "de novo
de los polifosfatidilinositoles (PIP y PIP,), produciendo un

aumento relativo del PIP, y un aumento de los IPs totales,

~ A concentraciones basales de glucosa, la ausencia de ca’+
extracelular no inhibe la fosforilacién del PI, y aumenta la
concentracién relativa del *H~PIP y del ‘H-PIP,. A concentra-
ciones altas de glucosa, la hidrélisis del *H-PIP, no parece

tampoco estar abolida.

~ La produccién de *H-IPs no siempre estid relacionada con 1la

secrecidn de insulina.

- La insulina en el medio de incubacién ejerce un efecto directo
sobre la hidrdélisis de 1los GPIs del 1islote pancreatico,
similares al precursor del IPG propuesto como mediador de la

accidon de la insulina.

- La presencia de alta concentracidén de glucosa en el medioc de
incubacién tiene el mismo efecto anterior, producido, sin duda,

por la insulina secretada.

- AGn es tema de controversia la presencia de receptores

especificos de insulina en la célula B, sin embargo, su
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facultad de generar el mediador podria estar mediada por
receptores especificos para el IGF-1; de hecho, el IGF-1 es mas

potente que la insulina en la hidrdlisis de los GPIs.

Puestoc que se conoce gue el IPG inhibe la secrecién y sintesis
de insulina, estos hallazgos explicarian la accidn inhibitoria

directa de la insulina sobre su propia secrecidn.
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8.- ABREVIATURAS

PI: Fosfatidilinositol

PIP: Fosfatidilinositol-monofosfato
PIP,: Fosfatidilinositol-difosfato
IP: Inositol-monofosfato

IP,: Inositol-difosfato

IP;: Inositol-trifosfato

PLC: Fosfolipasa C

GPI: Glicosil-fosfatidilinositol
IPG: Inositol-fosfoglicano

‘H-IPs: Inositoles fosfato tritiados

3H-PIs: Fosfatidilinositoles tritiados
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