
1<> ~

UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR

*5309607247*

UN¡VERSIIJAD COMPLUTENSE

INTERACCIÓN ENTREGLICOLISIS Y METABOLISMO
OXIDATIVO EN EL MECANISMO DE SECRECIÓNDE
INSULINA INDUCIDA PORGLUCOSA EN ISLOTES DE

LANGERIIANS.

TESIS PRESENTADA POR ELENA GINÉ DOMÍNGUEZ PARA

GRADO DE DOCTORENCIENCIAS BIOLÓGICAS.
OPTAR AL

MAYO 1996

LA AUTORA
ElenaGiné Domínguez

y0 B0 EL DIRECTOR
Dr. JorgeTamaritRodríguez.

ARCri,vo



JORGE TAMARÍT RODRÍGUEZ, Doctor en Medicina y Cirugía, Catedráticodel
Departamentode Bioquímicay BiologíaMolecular,FacultaddeMedicina,Universidad

Complutensede Madrid,

CERTIFICA:

Que el trabajo“Interacciónentreglicolisis y metabolismooxidativoenel
mecanismode secreciónde insulinainducidaporglucosaen los islotesde
Langerhans”ha sido realizadopor Dña.ElenaGiné Domínguezbajo ini

dirección, y que reúne las condicionesexigidaspara optar al titulo de
DoctorenCienciasBiológicas.

EnMadrid, 16 Mayo 1996.

Directorde la Tesis

Dr. Jor



1

A Mario y a mis padres



AGRADECIMIENTOS

Quisieraagradecersinceramenteal Dr. JorgeTamarítRodríguezsu confianzay
su apoyo sin los cualesestetrabajono hubierapodido realizarse.Tambiénquisiera
agradecerlela posibilidadquemehadadode accederal campode la investigación,

A Oscarporserunbuenamigoduranteestoslargosaños.A todosmis compañeros
del Departamentode Bioquímicay BiologíaMolecularde la Facultadde Medicina,por
su amistad,conversacióny los ejemplosdecompaflensmo.

A mis padres,sin cuyoapoyojamáshabríacomenzadoestaaventura, a Jaime,M~
Cannen,Miguel y Andréspor susdefectosy virtudesy a todosmis cuñadosporla parte
queles toca,

A Mario por sulógico cariño,supacienciaenmis impaciencias,por su compañía
en los momentosbuenosy su incondicionalapoyoen los malos,



ÍNDICE

INTRODUCCIÓN
Regulaciónde la secreciónde insulinaproducidaporglucosa

a,Hipótesisdel glucorreceptor
b, Hipótesismetabólica

Metabolismode la glucosaen los islotespancreáticos
Metabolismode la glucosaen la glicolisis

Transportede glucosa
Fosforilaciónde la glucosa
Canalizaciónde las hexosasfosfato
Conversiónde lastriosasfosfatoenpiruvato

lanzaderadel glicerol-3 fosfato
lanzaderamalato/aspartato

El destinodel piruvato
Destinomitocondrialdel piruvato

Lanzaderapiruvato/malato

OBJETIVOS

2
3
4
5
5
6
7

11
13
15
15
16
17
18

MATERIALES Y MÉTODOS
Aislamientode islotesdeLangerhans
Sistemade perifusión
Estudiosmetabólicos

A. Utilización de glucosa
B. Fosforilaciónde glucosa..............................
C. Oxidaciónde D-[U-’4C]glucosa
D. Vía pentosasfosfato
E. Oxidaciónde otrossustratos:

E.1.D-[U-’4C]gliceraldehido
E.2. L-[U-’4C]glutarnina
E.3.[2-’4C]piruvato

E.4. L-[U-’4C]leucina
E.5.L-[U-’4C]alanina

E.6.L4U-’4C]lisina
EJ. L-[U-’4C]prolina

1

20

• . . 21
21
22
24
24
25
27
29
30
30

.30
• . 30

31
31

• . . 31
31

Medidade la producciónde lactato 32



Salidadel piruvato . 35
Medidadel contenidode DNA 36
Medidade la secreciónde insulina 37

125
1. Radioyodacioncon INa de la insulina 38
2. Cálculode la actividadespecíficade la insulinamarcada 39
3. Purificaciónde la insulinaradioyodada 40
4. Radioinmtmoensayo 42

Preparacióndel anticuerpo 43
Preparaciónde la insulina-I ¡25 43

5. Separaciónde la insulinalibre de la ligadaal anticuerpo •....... 45
Análisis estadísticode los resultados 45

RESULTADOS 46
Producciónde lactato 46

Efectodel tiempo 47
Efectode la concentraciónde glucosa 48
13-iodoacetainida 48
D-manoheptulosa......................................• 52

Utilizaciónde glucosa 52
Oxidaciónde glucosa 56
Flujo a travésde la vía de las pentosasfosfato 58
Salidade piruvato 60
Inhibidoresde la funciónmitocondrial 61
Fosforilaciónde la glucosa 67
Inhibidoresde la fosforilaciónde la glucosa 70
Oxidacióndeotros sustratos 78

CONCLUSIONES 94

BIBLIOGRAFÍA 95



Introducción



lii troducckin

INTRODUCCIÓN

En mainiferos,los islotesde Langerhanssintetizanhonnonaspolipeptídicasque
dirigenel almacenamientoy la utilizaciónde sustratosoxidablessimples.La homeostasis
de estosmetabolitoses controlada,en granmedida,por la interacciónde dos de los
productosde los islotes: el glucagóny la insulina. Estasdoshonnonasejercenun efecto
antagónicoen el metabolismocelular,y su secreciónestácontroladade manerainversa
por factorestalescornola dieta,el estadonutricionaly el stress(1). Así, un valor alto del
cociente insulina/glucagónesun indicador de un estadopostprandialy activa rutas
anabólicastales como el almacenamientode glucosaen formade glucógeno,y de ácidos
grasos en fonna de triglicéridos. Contrariamente,un valor alto del cociente
glucagón/insulinaes típico de unasituacióncatabólica,como el ayuno,que originaun
incrementoensangrede los nivelesde los metabolitossimples tales comola glucosa
procedentede la glucogenolisisy los ácidosgrasosde la lipolisis.

Los mecanismosreguladoresde los niveles de glucagóne insulinason complejos.
En los últimos años, se ha prestadouna atenciónespecialal entendimientode los
procesosbioquímicosque relacionanlas fluctuacionesde los niveles de metabolitos
simples,concambiosen los nivelesde secreciónde insulinaproducidapor lascélulas13
de los islotesdeLangerhans.El interésenesteárearadica,naturalmente,en surelación
conla diabetes,Ladiabetesmellitus dependientede insulina(IDDM), tambiénconocida
como diabetestipo 1, se dacomo consecuenciade una destrucciónautoinmunede la
células productorasde insulina, células 13 de los islotes, mientrasque las células
productorasde glucagón,célulasa,permanecenintactas.El descubrimientode la insulina
en 1922 por Banting & l3ea desembocóen la inyección de insulina como terapia
estratégicaparala IDDM, tratamientoque continúaactualmente.A pesarde quela
inyección de insulina salva vidas, falla en reproducir el exquisito control de la
homeostasisde los sustratosoxidablesllevadaa cabopor los islotesnormales,los cuales
regulanla liberaciónde glucagóne insulina,minuto aminuto, en respuestaa los cambios
enlos nivelesde sustratos.Así, un grannúmerode investigacionessehan centradoen el
trasplantede célulasconcapacidadsecretora(2,3,4).Claramente,un prerequisitoparaun
desarrollocoherentede estasinvestigaciones,esun entendimientodetalladodelproceso
de secreciónde insulinaproducidopor los metabolitosen islotesnormales.La diabetes
mellitus no dependientede insulina (NIDDM), tambiénconocidacornodiabetestipo II,
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Introducción

pareceque seda cornoconsecuenciade dos lesionescelulares/metabólicasdistintas,la
resistenciaa la insulina y una disfimción fi-celular; y se da frecuentementeunida a
obesidad.La resistenciaa la insulina semanifiestapor una marcadareducciónde la
eficaciade la hormonaparaestimularla entradade glucosay parasuprimir la lipolisis en
tejidossensiblesa insulinacornoel músculoy el tejido adiposo.El defectode las células
13 tiene dos componentes.Primero, en estadosde resistenciaa la insulina tanto de.
diabéticoscomo de no diabéticos,la secreciónde insulinaen respuestaa concentraciones
no estimuladorasdeglucosa(=5 mM) essignificativamentemayor que en los controles
nonnales(5,6). El pasode la obesidady la resistenciaa la insulina,a la diabetesestá
asociadocon la apariciónde unasegundalesión: la pérdidade respuestasecretoraa
nivelesde glucosa(generalmente8 mM o más)que en islotesnormalesproducenun gran
incremento de secreciónde insulina, Como solo la resistenciaa la insulina es
generalmenteinsuficiente para causardiabetes, la lesión de las células 13 es un
componentecrucial de la enfennedad.Así, resultade vital importanciala comprensión
de losmecanismosdel procesode secreciónde insulinaporglucosay otrosmetabolitos
en islotesnonnalesparapoderentenderlas basesde la disfunciónde lascélulas13 en la
diabetestipo II.

La secreciónde insulinapor las células13 de los isloteses afectadaporun gran
númerode factores.A concentracionesfisiológicassólo la D-glucosay enmenormedida
la D-manosa,escapazde iniciar la secreciónde insulina> ya que la respuestade otros
efectoresrequiere la presenciadel azúcar.La L-leucinahademostradosertambiénun
iniciadorperosólo a concentracionesfarmacológicas(7).

REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE INSULINA PRODUCIDA POR

GLUCOSA

La secuenciade los eventosquellevan a la estimulacióndela secreciónde insulina
enrespuestaa un incrementoen la concentraciónextracelulardeglucosa,envuelvetres
pasosfundamentales:

1. Reconocimientode la glucosa,o másprecisamente,la percepciónde los cambiosen
la concentraciónextracelularde glucosacomo estimuloparala secreciónde insulina.
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2. Sistemadeacoplamientoentreestímuloy secreción.Alteraciónde los flujos jónicos
a travésde la membranaplasmáticaqueproduceunaacumulacióncitosólicade Ca2F.

3. Liberaciónde insulina.Translocaciónde los gránulossecretoresde insulinay su
liberaciónpor exocitosis,

Históricamentesehan enunciadodos hipótesisparaexplicar cómolas células13
reconocencambiosen la concentraciónde glucosaplasmáticay respondenproduciendo
un aumentoen la secreciónde insulina(8):

a. Hipótesisdel glucorreceptor:la iniciación de la secreciónde insulina por
glucosa, sería el resultadode su interaccióndirecta con receptoresexistentesen la
membranaplasmáticade las célulasfi, Segúnestahipótesis,la glucosasecombinaríacon
una molécula receptora,formando un complejo glucosa-receptorque activarla la
exocitosisde los gránulosde insulina directamenteo a travésde la formación de un
mensajerointracelular.

La evidenciaexperimentalmásimportanteen favorde estemodelo,provienede
estudiossobrela especificidadanoméricade diferentesefectosde la D-glucosasobrela
célula13 (9). Seobservóque los anómerosa de la D-glucosay de la D-manosaeranmás
eficaces que los anórneros13 en estimular la secreciónde insulina (10). Como la
especificidadanoméricade las isomerasasparala glucosa-6-fosfatoy la manosa-6-fosfato
eran opuestas,la fosfoglucosaisomerasatiene preferenciapor el anómeroa y la
fosfomanosaisomerasatiene preferenciapor el 13, se sugirió que las células13 de los
islotespancreáticosreconocíanla configuracióna de las hexosascomo el estímulo
dominanteen un nivel anteriora la fosfohexosaisomerasa,probablementea nivel del
receptoren la membranacelular (9), En contrade estainterpretaciónfavorablea la
hipótesisdel glucorreceptor,otros autores(11)proponenque los anóinerosa sonmás
eficacesenestimularla secreciónde insulinapor quetienenuna velocidadglicolítica
mayor. Estavelocidadglicolítica mayorseriadebida: en el casode la glucosa,a la a-
estereoespeciflcidadde la fosfoglucosaisomerasay de la fosfoglucomutasa.Esteúltimo
enzima, que esestrictamenteespecíficoparael anómeroa de la D-glucosa,catalizaría
la síntesis de glucosa-l,6-bifosfatoa partir de a-D-glucosa, que activada la
fosfofructoquinasa-laumentandola velocidaddel flujo glicolítico en islotesexpuestos
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a a-D-glucosaen comparacióna 13-D-glucosa.En el casode la manosael mecanismo
propuestoparala mayorvelocidadglicolítica del anómeroa, esla a-estereoespecificidad
de la fosfoglucomutasaencargadade la síntesisde manosa-l,6-bifosfatoactivadorde la
fosfofructoquinasa-l(11).

La imposibilidadde demostrarla existenciadel glucoreceptorjunto con el gran
númeroderesultadosexperimentalesobtenidosen los últimos añosen favor del modelo
alternativoque se exponea continuación(7), han apoyadoel reconocimientode la
hipótesissiguientey que es ahoraampliamenteaceptada.

b. Hipótesismetabólica:El metabolismode la glucosaen las células13 generaría
la señalintracelularqueponeen marchala exocitosisde los gránulosque contienenla
insulina. Las primerasevidenciasapoyandoestemodelolasaportaronGrodskyycok (12)
y Coore y cols (13), al observar que la secreción de insulina es estimulada
significativamentesólopor aquellosazúcaresque sonmetabolizadospor los tejidos.De
todoslos D-diasteroisómerosde la glucosaestudiados,sólo los azúcaresmetabolizables,
comola manosay la fructosa,estimulanla secreciónde insulina(14), aunqueconmenor
eficacia quela propiaglucosa.Los azúcarespobrementemetabolizablestalescomo la
galactosa,xilosao L-arabinosano soncapacesde estimularla secreciónde insulina(12).
Lahipótesisganapesocuandose demuestraque los análogosno metabolizablesde la D-
glucosa,talescomola 2-deoxi-D-glucosaó 3-O-medíglucosa,sonineficacesen provocar
la liberaciónde la secreciónde insulina y que inhibidoresde la glicolisis, comola D-
manohetulosaola glucosamina,bloqueanla respuestade la D-glucosa(13,15).

El “reconocimiento de la glucosa” en algunasetapasde su metabolismoda lugar
a una señalque acoplael estímulo(glucosa)a la liberaciónde insulina,Dado que este
procesode acoplamientoquedafuera del interésmetabólicode reconocimientode la
glucosay de estetrabajo, se describirábrevementela hipótesismásuniversalinente
aceptadaen la actualidad,Existeun consensocasigeneralde quela señalgeneradaen el
metabolismode la glucosaconsisteenun incrementode los nivelescitosólicosde ATP
o del cocienteATP/ADP. Esto provocaríaun cierre de los canalesde potasio de la
membranaplasmáticasensiblesal nucleótidoconla consiguientedespolarizacióncelular.
Esta despolarizaciónproducidauna aperturade los canalesde calcio de la membrana
sensiblesal voltaje. Esteaumentode permeabilidadal calcio produciríafinalmenteun
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incrementode la concentracióncitosólicadel catiónque activarlaenúltima instanciael
procesode exocitosisde los gránulosde insulina(16,17).

METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN LOS ISLOTESPANCREÁTICOS

El metabolismode la glucosaen los islotespuededarsepor distintasvías de las
cualesla glicolisis es indiscutiblementela mayoritaria. La síntesisde glucógenoen
condicionesfisiológicasespequeña,entreun 1-7 % del consumode la glucosa,Sólo tras
unas condicionesde hipergiucemiacrónica los depósitosinsulares de glucógeno
aumentany la movilizaciónde ésteporteofilina puedeestimularla secreciónde insulina
(18).

Parece ser que el ciclo de las pentosasfosfato es una vía minoritaria del
metabolismode la glucosaen los islotespancreáticos(19), Sin embargo,no pareceestar
clarotodavíasi el porcentajede glucosa¡netabolizadaporestavía, con respectoal flujo
total de glucosautilizada,varía (20) o no (21) con la concentraciónde glucosaen un
rangoestimulantede la secreción,En cualquiercaso,los enzimasde la vía pentosas
fosfato se encuentranen los islotespancreáticoscon una actividadsubstancialmente
mayorque el flujo medido en islotes intactos.Estopodría indicarque la actividadde
estosenzimasseencuentralimitadapor la disponibilidaddeNADP~(19).

Los islotesde Langerhansno llevan a cabola gluconeogénesisa pesarde que
expresanlos enzimasglucosa-6-fosfatasa(22) y piruvatocarboxilasa,ya que carecende
otrasactividadesenzimáticastalescomo: fosfoenolpiruvatocarboxiquinasay fructosa-
1,6-bifosfatasa(1,23).

METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN LA GLICOLISIS

Ya quela velocidaddel metabolismodela glucosaenlascélulas13 estárelacionada
con la cantidadde insulinaliberada,el conocimientode los factoresque controlanel flujo
de glucosadeberíadefinir el sensordeglucosa: la unidad de reconocimientoo punto
reguladordela respuestaal azúcar,
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Glucosa

I Hexoquinasa

Glucosa-E-fosfato

t Fosfoglucoisomerasa

Fructosa-E-fosfato

I Fosfofructaquinasa

Fructosa-l,6-bifosfato

Dihidroxiacetona Triosafosfato¡sotuerasa Gliceraldehido-3-fosfato
fosfato

I
Gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa

1,3-Difosfoglicerato

I Fosfogl¡ceraloquinasa

3-Fosfogliceratoj Fosfogilcero tu u! asa

2-Fosfoglicerato

1
Fosfoenolpiruvato

I Piruvato quinasa

Piruvato deshidrogenasa Pi ruvato Lactato deshidrogenasa

Acetil-CoA Lactato

Figura 1. Esquemageneral del metabolismo de la glucosaen la glicolisis.

TRANSPORTE DE GLUCOSA

Enel procesode captacióndeglucosaporpartede la célula13, lasconcentraciones
del azúcara ambosladosdela membranaplasmáticaseequilibrancasiinstantáneamente
por un procesode transportefacilitado(24). Sehademostradoque,como en el hígado,
los islotespancreáticosexpresanel transportadorde glucosaGLUT-2 de un alto Km (40
- 60 mmolIl) queno estasaturadoaconcentracionesplasmáticasdeglucosa(7). Por lo
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tanto, en condicionesfisiológicas, la entradade glucosaen los islotesno debe ser
consideradacomoun factorlimitante parasumetabolismointracelular.Investigaciones
realizadasen los cincoúltimos añossobreestetransporte,hanhechoresurgir el papeldel
transportede glucosajuntoa la glucoquinasacomoun componenteimportantedel sensor
de la glucosa (25). Ya que, mientras en condiciones de expresión normal del
transportadorGLUT-2, ésteejerceríaun papelpennisivoen el controldel metabolismo
de la glucosa(7), cuandoocurre una subexpresióndel transportadorse obtiene una
perdidade la respuestasecretorainducidapor la glucosa(5,26). Así, pareceserque la
conclusiónmás aceptadapor el momentoseñalaque la expresióndel transportador
GLUT-2 serianecesaria,perono suficienteparala secreciónde insulinaproducidapor
la glucosa; también se requerirla la presenciade una actividad glucoquinasay
posiblementeotros factores(27).

FOSFORILACIÓN DE LA GLUCOSA

Dadala altacapacidadde transporte,sepensóquela fosfoifiaciónde la glucosa
podríaserconsideradacomoel sensoro la etapalimitante de la utilización de la glucosa
en los islotes, y que podríadeterminarla relación entre la concentraciónde glucosa
extracelulary la secreciónde insulina. Sehandetectadodosactividadesfosforilantesde
glucosaen extractosde islotespor cromatograflade afinidad:una de ellas de altaafinidad
para glucosa (hexoquinasa1) (28) y otra de baja afinidad (hexoquinasaIV o
glucoquinasa)(28,29,30,31). Recientementesehadescritounaisofonnade glucoquinasa
que seexpresaen células13 medianteun procesamientoespecificodel correspondiente
mRNA y que desdeel puntode vista cinéticoes indistinguiblede la isoformahepática
(33). A pesarde estaigualdadcinética de ambasisoformas,se ha observadoque la
secuenciade la glucoquinasahepáticay la de las células13 de los islotespancreáticos
difieren en 15 aminoácidosde su NH2 temúnal,Estoes debido a queel genúnico que
codifica estasproteínas,utiliza promotoresalternativosespecíficospara cadatejido
produciendomiRI’JAs de glucoquinasaen hígadoe islote que difierenen su 5’ terminal
(31). Se piensaque estadiferenciapodríapennitir una regulaciónespecíficaen cada
tejido del mismo enzima (34). La glucoquinasapresentauna serie de características
particularesque la distinguende lasotrashexoquinasas:
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1. Poseeuna distribucióntisularespecífica.Seencuentraen hepatocitosy enla células
13 de los islotespancreáticos.

2. Presentabajaafinidadpor la glucosa.La glucoquinasapresentaunaKm parala glucosa
de alrededorde 10 mM, mientrasquelasdemáshexoquinasaspresentanunaKm parala
glucosaentre7 y 150 1iM.

3. Ausenciade inhibición por glucosa-E-fosfato.Las otrashexoquinasassoninhibidaspor
estecompuestofosforilado.

Todavíasediscutequéactividadfosforilantees cuantitativamentemásimportante
in vivo; en homogenadosde islotes, la mayor partede la glucosase fosforilaría por
intervenciónde la hexoquinasa,inclusoen presenciade altasconcentracionesde glucosa
(5,35,36,3 7); soloentreun 15 y un 40%de la fosforilaciónde la glucosaseríaatribuible
a la glucoquinasa.Sin embargo, esta actividad máxima de la hexoquinasaen
hornogenadosexcedeen mucho al componentede alta afinidadde la utilización de la
glucosa encontadaen islotes intactos, Por ello, se propusoque en islotes intactos
expuestosaglucosa,la hexoquinasapodríasufrir unafuerteinhibición (37),posiblemente
producidapor los niveles de glucosa-6-fosfato(37,38,39). La contribución de la
hexoquinasaa la fosfoxilación dela glucosaen islotesintactos,representaríaunpequeño
porcentajede la fosfotilaciónmáximaqueocurreaelevadasconcentracionesde la hexosa
(39). Aunque bajo condicionesen las que los niveles de susreguladores(glucosa-6-
fosfatoy Pi) varían, la actividadhexoquinasapodríavariar(7).

La actividad glucoquinasapodría también estarsujetaa regulaciónpor una
proteina~ bidoradependientede fructosa-6(l)-fosfato,recientementedescritaen islotes
(39). Sehapropuestoque estaproteínareguladorapodríaactuarde la mismaformaque
en los hepatocitos.La proteínareguladorainhibiría a la glucoquinasaal fonnar un
complejo con el enzima en presenciade fructosa-6-fosfato,y la fructosa-l-fosfato
antagonizaríaestainhibición impidiendola formacióndel complejo(41). Sehaobservado
queel efectode la fructosa-1-fosfatosobrela actividadde la glucoquinasaen extractos
de islotes, es considerablementemenorque en extractosdehígado(40). Enhepatocitos
aislados‘la fosforilación de la glucosaes estimuladapor la adición de fructosa o
gliceraldehido(42). Estoscompuestospodríangenerarfructosa-l-fosfatopor acciónde
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la fructoquinasa o mediante la condensación con dihidroxiacetona fosfato
respectivamente(43). En islotes la estimulaciónde la utilización de la glucosapor
fructosaesmuypequeña<10%(44,45,46);posiblementeestoesdebidoa que,aunque
se ha demostradola existenciade f’ructoquinasaen islotes (47), pareceser que su
actividad es mucho menor que en hepatocitos,50 pmol/min.mg tejido frente a 10
nmol/min.mg tejido (47,48>. En cuanto al D-gliceraldehido,Malaissey cok han
observadouna estimulaciónde la utilización deglucosadel 17% a D-gliceraldehido2
mM, y unainhibición a 10 mM que explicanpordiluciónisotópicaa nivel de lastriosas
fosfato (40).La concentraciónde ftuctosa-l-fosfatoquesealcanzaenpresenciade 2 mM
de gliceraldehido,seríasuficienteparaantagonizarla inhibición de la glucoquinasapor
la proteínaregaladora(43),porlo quepropusieronestemecanismocornoresponsabledel
incrementode la utilización inducida por gliceraldehido En islotespancreáticos,la
proteínareguladorapodríacontrolarla actividadde la glucoquinasadeigual formaque
en hepatocitos,perocon unamenoreficacia(40).

Por otra parte, la participaciónde la hexoquinasay de la glucoquinasaen la
fosforilación de la glucosa, podría ser objeto de una regulación sinérgicade tipo
secuencial,enla que estaríanimplicadaslas concentracionesdeglucosay ATP (49>. De
hecho,el incrementoenla concentracióndeATP citosólico,quesegúnla hipótesismás
aceptadaocurriría en respuestaa una elevaciónde la concentraciónextracelularde
glucosa(50),podríaejercerun efectode retroalimentaciónpositiva sobrela fosforilación
de la hexosa, Se ha encontradoque, en homogenadosde islotes, una fracción de
hexoquinasa,entre un 72 % a pH 6 y un 32 % a pH 7,4, se encuentraunida a la
mitocondriay queestafraccióndehexoquinasaunida esmenossensiblequela libre a la
inhibición por glucosa6-fosfato(51); el mismo trabajoindica la posibilidad de que
también la glucoquinasaesté unida a la mitocondria (51). Estudios posteriores
confirmaronesta distribuciónsúbcelulare indicaronquelos dos enzimas,en cuantoa su
distribución, siguenun patrón similar (52>, Existe diferenciaentre la glucoquinasa
hepáticay pancreáticaen cuantoa sudistribucióncelular.Mientrasque enlas células13
de los islotespancreáticoslos datosindicanque aproximadamenteun 70% de la actividad
del enzimaseencuentraunidaa la mitocondria,enhomogenadoshepáticosestauniónno
representarlani el 10% (52). Otras investigacionesapoyaronla existenciade esta
asociaciónmitocondrialde la glucoquinasade lascélulasi3 al comprobarla uniónde la
porina,proteínainsertadaen la membranaexteriorde la mitocondria,con la glucoquinasa
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y la hexoquinasay el efectoliberadorde estauniónpor la glimepirida(53). El estudioen
mitocondriasde islotesrealizadoporMalaisseycok les sugiereque el ATP mitocondrial
podríaserutilizado conpreferenciaal ATP citosólicocomosustratoparala fosforilación
de la glucosa(54) como pareceser queocurreen el cerebro(55,56). Esta relación fisica
y metabólicaentrela fosforilacióny la mitocondriapodríapropiciarunacoordinación
entrela glicolisis y la oxidaciónmitocondrial.

Los enzimasencargadosde la fosforilaciónde la glucosahan sidosobreexpresados
enislotesy en lineascelularesde insulinomas.La sobreexpresiónde 20 a 30 vecesde la
glucoquinasaen islotesconlíevaun incrementoen su capacidadsecretorainducidapor
glucosa20 mM de sólo entreun 36 y 53%, sin observarseningunavariación en la
utilización de glucosa ni la producción de lactato (58). La sobreexpresión de la
hexoquinasa1 de mamíferos(59) o de levadura(60,61) unas 10 veces,produceun
incrementode sólo 2 a 4 vecesde la secreciónde insulina,la utilizacióndeglucosay la
producciónde lactato,El incrementode la utilizacióny la secreciónde insulina seda
sólo a concentracionesde glucosa basales(3 mM) pero no a concentraciones
estimuladoras(20 mM). Estadiferenciano puedeserexplicadaporunainhibición de la
actividadde la hexoquinasadebajo Km porla glucosa-6-fosfatoen los islotes,ya que el
enzimade la levadurano es sensibleal inhibidor (59). La discrepanciaentrelos altos
nivelesdela actividadenzimáticay los modestoscambiosen la utilización deglucosay
la secreciónde insulinaencontradosen los dos distintos tipos de experimentos,no parece
que puedanser explicados por la inhibición de la actividad de la hexoquinasa
sobreexpresadaen célulasintactas.Seha sugeridoque estosresultadospodríansermás
consistentesconun modelo en el que el enzimatieneque ensamblarseen un complejo
paraser flincionalinentecompetente(58).

Estudios genéticos recientes,han aportadonuevas evidencias apoyando el
importante papel de la glucoquinasaen la regulaciónde la secreciónde insulina
estimuladapor glucosa.Se handetectadomutacionesen el gen de la glucoquinasaen
pacientesde un subtipo de la diabetestipo II conocidocon el nombrematurity-onset
diabetesof the young (MODY) (57). Estasobservaciones,junto con las características
cinéticasde la glucoquinasa(Km 8-10mM), hacenpensarqueéstapodrfadesempeñar
el papelde unidadde reconocimientoo sensorde glucosaen el procesosecretorque se
activaenun rangode concentracionesde la hexosa(5-20 mM) centradoalrededordel Km
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del enzima

En estetrabajo,hemoselegidoparabloquearel metabolismode las célulasB de
los islotespancreáticosvarios inhibidorescomo la D-manoheptulosa,2-deoxi-D-glucosa
y 13-iodoacetamida,Pareceser quela D-manoheptulosacompitecon la glucosapor el
transportetransinembranarde la célula13(62). Sehavisto que enhomogenadosde islotes
de ratonesob/ob actúacomoun inhibidorcompetitivoexclusivode la glucoquinasa(63).
Enislotesintactoscausaunainhibición de la secreciónde insulinainducidaporglucosa
(9,13), aunquepareceserqueno afectala producciónde lactatoapartir de glucosa(8).
La 2-deoxi-D-glucosainhibe de formano competitivaa la hexoquinasa(8). La 2-deoxi-
D-glucosaes fosforiladaa 2-deoxi-D-glucosa-6-fosfato,compuestono metabolizabley
que se acwnulaen el citoplasmainhibiendoa la hexoquinasa.Además,la 2-deoxi-D-
glucosa-6-fosfatoes un inhibidor competitivo de la fosfoglucoisomerasa,enzima
encargadode catalizarla interconversiónde D-glucosa-6-fosfatoen D-fructosa-6-fosfato
(64). La 13-iodoacetamidaha sido ampliamenteutilizadacomo inhibidor de la glicolisis
suponiendoque inactivala gliceraldehido3-fosfatodeshidrogenasa(65),

CANALIZACIÓN DE LAS HEXOSASFOSFATO

La mayorpartede la glucosa-6-fosfatoproducida,utiliza la vía glicolítica parasu
metabolismo,La fosfoglucoisomerasaesel primerenzimay actúaespecíficamentesobre
el anómerocc de la glucosa-6-fosfato(66).

La fosforilaciónde la fructosa-6-fosfatoa fructosa-l,6-difosfato,escatatizadapor
la fosfofructoquinasa-1(PFKII), Este enzimaes inhibido en los islotes por altas
concentracionesde ATP (67)y muestraunacurvade saturaciónsigmoidalpor su sustrato,
la fructosa-6-fosfato.La glucosa-l,6-difosfato,quepodríaaumentarsu concentraciónen
respuestaaun incrementodela concentraciónextracelularde glucosa(68),pareceser que
activaa la PFKl (69). En cuantoa la fructosa-2,6-bifosfato,sepensóquepodríaactivar
a la fosfofructoquinasa,ya queenhomogenadosde islotesla velocidadde la reacciónen
su ausencia,esmenorquela medidaen islotesintactos,y que al añadirlaseiguala (70).
En cuantoal contenidode fructosa-2,6-bifosfatoen islotes,sehanpresentadoresultados
contradictoriosy es aún tema de discusión,En unos primerosestudiosse observóun
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incrementodel contenidode la ftuctosa-2,6-bifosfatopasandode 94,08finoles/isí(15
gM) enausenciade glucosa,a 147 ffi~oles/isl (50 gM) a 16,7mM de glucosa(71), En un
estudioposteriorrealizadopor el mismo grupo, seencontróquelos nivelesde fructosa-
2,6-bifosfato,aunqueseincrementabanconla concentracióndeglucosaextracelular,eran
cuantitativamentemenoresa los publicadospreviamente(72). Según esteestudio, la
concentraciónde fl’uctosa-2,6-bifosfatoseguíaunacinéticahiperbólicacon respectoa la
concentraciónde glucosaproduciendoseel mayorincrementoa concentracionesentreO
y 5,6 mM de glucosa,pasandode3,9 a 12,8 finoles/isíy conun aumentocasi lineal a
concentracionesmásaltasde glucosa,16,2 fTholes/isl a 16,7 mM de glucosa.Porotra
parte, otros autoresencontraronque la influenciade la glucosasobreel contenidode
fructosa-2,6-bifosfatoera muy pequeña;la fructosa-2,6-bifosfatose incrementade0,8

en 5,5 mM deglucosaa 1 gM en 10 mM deglucosay 1,3 jiM a 16,7mM de glucosa
(73). A pesarde la discrepanciacuantitativaentreambosgruposinvestigadores,parece
ser que a concentracionesestimulantesde la secreciónde insulina, solo se darla un
incrementomodestode la concentraciónde fructosa-2,6-bifosfato,lo quepodríaponer
en dudala importanciafisiológica de esteactivadoren islotespancreáticos(73),

En muchos tipos celulares bajo condiciones de anoxia o tratamientocon
inhibidoresrespiratorioscomo la antimicinaA o la rotenona(agentesbloqueantesde la
transferenciade electronesa nivel de! complejorespiratorioIII y 1 respectivamente),se
produceuna aceleraciónde la glicolisis anaerobiaal reducirsela inhibiciónJet PFKí
como consecuenciade la disminuciónde la producciónde ATP mitocondrial.El fin de
estaregulaciónmetabólicaes mantenerconstantelos nivelesdeATP (74). En islotes

pancreáticos,aun sediscutesi muestranestaaceleraciónllamadaefectoPasteur.Según
unosautores(75) la anoxiainhibe la utilizacióny la oxidaciónde glucosa,indicandono
sólounafaltade efectoPasteursino tambiénunainhibición de la glicolisis, Los autores
lo atribuyena unadisminucióndela concentracióndel ATP quelimitaría la fosforilación
de la glucosa,Tambienseñalanla posibilidadde que no se produzcaunareoxidación
suficientementerápidadel NADH, debido a que encuentranuna bajaactividad de la
lactatodeshidrogenasa(LDH) enislotes (75). La bajaconcentraciónde NAD~ limitarla
la actividad de la gliceraldehido3-fosfato deshidrogenasa(Q3PDIH) causandouna
disminución de la utilización de glucosa. Esta explicación seria valida a altas
concentracionesde glucosapero no justificarla la ausenciade efecto Pasteura bajas
concentraciones,Porel contrario,otros autoresencuentranque sí existeesteefectoenlos
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islotesexpuestosa hipoxia(76), En esteestudiosevio que a bajasconcentracionesde
glucosa,sedabaun incrementode la utilización de glucosay deproducciónde lactatoy
una disminución de la oxidación de glucosa,explicadospor una disminución de la
concentraciónde ATP que liberaría de su inhibición a la PFKI. En cambio,a altas
concentracionesde glucosaencuentranunainhibición de la utilizaciónde glucosaque
explicanpor la disminuciónde los nivelesde los activadoresde la PFKl, fluctosa-l,6-
bifosfatoy ftuctosa-2,6-bifosfatoque se observaenhipoxia (76).

CONVERSIÓN DE LAS TRIOSAS FOSFATO EN PIRUVATO

La importancia del tramo inferior de la glicolisis, entre la fructuosa-l.6-bifosfato
y el piruvato, tomacuerpoal observarque el gliceraldehido,al igual que la glucosa,es
metabolizadoen los islotes produciendoun incrementodel cocienteATP/ADP, un
incrementoen los nivelesde nucleátidosdepiridinareducidos(NADH+NADPH) y es
un potentesecretorde insulina (77-82),mientrasqueel piruvatoy el lactato,a pesarde
seroxidadosenlos islotes,fallan en modificaralgunode estosparámetros(83,84), Estos
hechos llevaron a pensar en la existenciade un metabolito generadoentre el
gliceraldehido-3-fosfatoy el piruvato,necesarioparala estimulaciónde la secreciónde
insulinaporglucosa.En losúltimos años,sehanrealizadonumerososestudiosutilizando
diversosagentesfannacológicospara conocerlos eventosespecíficosque medianla
secreciónde insulina producidapor los sustratosoxidables,La secreciónde insulina
provocadapor glucosase reduce al incubar los islotes con distintos inhibidores
mitocondriales como la antimicina A, rotenona, FCCP (carbonilcianu¿ro-3-
fluorofenilbidrazona)(16), sugiriendoqueel metabolismomitocondrialesun componente
esencialen la respuestaproducidapor la glucosa.Sin embargo,un estudioreciente
muestraque la incubaciónde islotescon 2a-metoxicianocinamato(cc-CHC),inhibidor
mitocondrialdel transportedel piruvato, o con fluoroacetato,inhibidor del ciclo de
Krebs,no afectael cierrede los canalesde potasiodependientesdeATP (KÁ1T) producido
por glucosao gliceraldehido(85), Tampocotieneefecto sobreel cierrede los canalesde
KAT? el arsenato,desacoplantede la producciónde ATP a nivel de la fosfoglicerato
quinasa,ni el fluoruro, desacoplantea nivel de la pinivato quinasa;sin embargo,el
iodoacetato,que inhibe la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa(GJPDH),bloquea
totalmenteel cierre de los canalesde potasiodependientesde ATP por glucosa(85) e
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inhibe la secreciónde insulina (16), Se propusocorno acontecimientocrítico de la
señalización,la generaciónde NADIR en la reaccióncatalizadapor la G3PDH. Este
NADIR así generadoseñatranslocadoa la mitocondriapordos sistemasde lanzaderas:
malato/aspartatoy glicerol fosfato/dihidroxiacetonafosfatoquetransfierenequivalentes
reducidosa los sitios 1 y 2 dela cadenatransportadorade electronesrespectivamente.El
ATP producidosaldríaal citosoldondebloquearíalos canalesKATP queproducirlauna
despolarizaciónde la membranaplasmática,estadespolarizaciónun incrementode la
concentraciónde Ca 2+ intracelulary secreciónde insulina(85).

Estaúltimahipótesistienevadosaspectosatractivospero tambiénabrenuevas
preguntas.Por un lado, apoyala ideade que la secreciónde insulina producidapor un
sustratooxidable,estáunidaa un estadoreducidode los islotespancreáticos(7,86,87).
Tambiénexplicaríapor qué la glucosay el gliceraldehidoestimulanla secreciónde
insulina mientrasque el piruvato y el lactatono lo hacen(83,84). Este conceptoes
consistente con las observacionessobre las actividades de la glicerol fosfato
deshidrogenasamitocondrialy la lanzaderainalato-aspartatoque excedenmucholas de
otros tejidos (87,88,89).Por otro lado, hay otra serie de observacionesque sonmas
dificiles de reconciliarcon estepapelespecialdel ATP derivadoexclusivamentedel
transportede NADIR del citosol a la mitocondria, Primero,el 2-cetoisocaproatoy los
metil esteresdel succinatoprovocansecreciónde insulina a pesardel hecho de que
producenATP y NADIR a travésde su metabolismoexclusivamentemitocondrialen el
ciclo de Krebs. Segundo,el fallo del piruvatoparadesencadenarla secreciónde insulina
podríaser por su supuestapreferenciaa convertirseen lactato oxidandoNADIR, como
sugiereel incrementode 4,4 vecesde lactatoen el medio al incubarlos islotescon30
mM de piruvato (84). Parecennecesariosmás estudios sobre el papel del NADH
glicolitico, aunquelos datosapuntana queposiblementeningúnmediadorindividual sería
suficienteparaexplicar el procesode la secreciónde insulina producidopor sustratos
oxidables.

En las células13 de los islotespancreáticos,el transportedeequivalentesreducidos
entre el citosol y la mitocondria ha sido propuestocomo un paso crítico entre el
metabolismode los sustratosy la iniciación de la secreciónde insulina(7). La FAD L-
glicerol-3 fosfatodeshidrogenasamitocondrialestáasociadaa la superficieexteriorde
la membranamitocondrialinternaencélulasde mamíferos(90). Esteenzimajunto a la
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NAiD4 L-glicerol-3 fosfato deshidrogenasacitosólica, forman los componentesde la
lanzaderade glicerol-3 fosfato(figura 2) quehaceposibleque el NADH citosólico se
oxide en la cadenarespiratoriamitocondrial(91). Sepropusoque la diferenciaencuanto
a la capacidadde desencadenarla secreción de insulina entre la glucosay el
gliceraldehidoconrespectoal piruvatoo lactatopodríaser el resultadode laspropiedades
de las lanzaderasqueregulanla transferenciaintracelularde equivalentesreducidos(7).
La Lanzaderade L-glicerol-3 fosfatopodríatenerunpapelrelevanteen estetransporteya
que la dihidroxiacetonafosfato, sustratode la L-glicerol-3 fosfato deshidrogenasa
citosólica,secreeque aumentaen respuestaal incrementodel flujo glicolitico en islotes
estimuladospor glucosa(92); mientrasqueel piruvatono incrementaríalos nivelesde
triosasfosfatoal noexpresarsela fosfoenolpiruvatocarboxiquinasaen islotes (23).Parece
ser que las células13 pancreáticastienen un contenidoalto de L-glicerol-3 fosfato
deshidrogenasamitocondrial(88,93>y que esteenzimamuestrasensibilidada los iones
Ca4 (93).Estehechopodríatenerespecialimportanciafisiológica,ya que el incremento
de la secreciónde insulina está invariablementeasociadocon un incrementoen la
concentraciónde Ca2~citosólico libre (94,95).

CITOSOL MITOCONDRIA

Dihidroxiacetona
FADI{

NADH
1

NAD FAD

Gliceraldehido-3-fosfato

Figura 2. Lanzadera L-glicerol-3-fosfato. (1) L-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(NAD+ dependiente);(2) L-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa(flavin dependiente)

La célulasfi de los islotestiene otra lanzadera la lanzadera malato/aspartato cuya
funciónpodrla ser la de oxidar el NADIR citosólico. La capacidadde estalanzadera

y
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pareceser bastantemayor que la del glicerol-3-fosfatoal compararsus actividades
enzimáticas(88,89).Existe controversiaen cuantoal sentidoen el que estalanzadera
trabajay sehapropuestoqueestalanzaderaseencargaríade transportarNADH desdela
mitocondriaal citoplasmaen lugardel sentidocontrario(96) sugerenciaque necesitaser
corroborada(89).

EL DESTINO DEL PIRUVATO

El piruvato se forma en los islotes principalmentecomo productofinal de la
glicolisis. Los destinosdel piruvatopuedenservarios,El piruvatoes convertidoa lactato
por la reaccióncatalizadapor el enzimalactatodeshidrogenasa(LDH). Desdeel punto
de vista cuantitativo,pareceser que el ácido láctico es el principalproductofinal del
catabolismode la hexosaen islotes pancreáticos(7). La fonnación de lactato se
increinenta con la concentraciónde glucosa, aunque existe cierta discrepancia
cuantitativa,aúnsin resolver,sobresu relacióndosis-respuesta.Porun lado hayautores
que observanquela producciónde lactatoseincrementaal aumentarla concentraciónde
glucosa,encontrandoque la formaciónde lactatotieneun valor de Km parala glucosa
alto, de alrededorde 10 mM (97). Así, islotes aislados incubadosen un medio
conteniendounaconcentraciónde glucosasubestixnuladorade la secreciónde insulina
(4-5 mM), producenentre9 (97) y 62 (98) pmol lactato/islxh.La producciónde lactato
se incrementarlade dos a seisveces,pasandoa 50 (97) o 121 (98) pinol lactato/islxh
cuandoel mediocontiene17 mM de glucosa.Otros autoresobservanque la formación
de lactatoocm~econunaKm parala glucosabajaalrededorde 2 mM (99), pasandode
35 pinol lactato/islxhcon 5.5 mM de glucosaa 41 pinol Iactato/islxhcon 16,7mM de
glucosa. Parece que la relación cuantitativa entre la formación de lactato y la
concentraciónde glucosa en islotes pancreáticosno está todavía universalmente
consensuada.

Otra posibilidadestudiadaes la salidadel piruvato al medio extracelularaunque,
en cualquiercaso,seríauna ruta minoritariacomparadacon la producciónde lactato,
Existe cierta discrepanciaen cuanto al incrementode la producciónde lactato con
respectoa la producciónde piruvato. Segúndatospublicados(100), tanto la producción
de lactatocomo la de piruvatoseincrementancon la concentraciónde glucosa,pasando
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de 1.02a 2.48pmol/min.isl y de 0.16 a 0.49pmol/min.islrespectivamenteal incrementar
la concentraciónde glucosade O a 15 mM. La produccióndepiruvatoseríaproporcional
a la de lactato,conuna relaciónlactato/piruvato4:1 independientede la presenciade
glucosa (l00).Otrosdatos señalanque la producciónde piruvato, medidacomo el
contenido total del piruvato de los islotes más el del medio de incubación,no se
incrementacon la concentraciónde glucosa,a pesarde que la formación de lactato
aumentaconconcentracionesaltas de la hexosa;por lo que la relaciónlactato/piruvato
seincrementade 7 a 12 al elevarla concentraciónde glucosade 11.1 a 27,8mM (101).

Destino mitocondrial del piruvato

Un incremento en la concentraciónextracelular de glucosa produce una
estimulaciónpreferencialde la glicolisis aerobiarespectoa la velocidadglicolitica total
(101). La velocidadde descarboxilacióndel piruvato, así como la de oxidación de
residuosde acetil-CoAaumenta,inclusoexpresadasenporcentajede la velocidadtotal
de glicolisis (103,104).

El piruvato formado a partir de glucosa, tras ser transportadoa través de la
membranamitocondrial,puedeentraren el metabolismomitocondrialporcualquierade
la siguientesrutas:

1. por su carboxilacióna oxalacetato en la mitocondria catalizadopor la piruvato
carboxilasa

2. por su descarboxilacióna acetil-coAcatalizadapor la piruvatodeshidrogenasa
(PDH) en la mitocondria.

Los islotescontienencadauna de estosenzimas.Evidenciasrecientes,implican
a laPDH comounade losenzimasenvueltosen el metabolismode la glucosa(105). Este
enzimaestáreguladopor factoresque controlanla cantidadde enzimaactivo (forma no
fosforilada),a travésde susefectossobrelas actividadespiruvato deshidrogenasaquinasa
(PD14quinasa)y piruvatodesbidrogenasafosfato fosfatasa(PDHfosfatofosfatasa>(105),
La PDH quinasaes inhibidapor piruvato y ADP y activadapor incrementosen los
cocientesNADI-l/NAD+ y acetil-CoA/CoA(106), LaPDHfosfatasaesactivadaporMg2
y por Ca2~, lo que hacede la PDH uno de los enzimasquejunto con la 2-cetoglutarato
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deshidrogenasay la isocitratodeshidrogenasapuedenser activadosporun incrementoen
la concentraciónde Ca2~(l04,105,107).El incrementode la concentraciónextracelular
de glucosaproduceun incrementode la cantidad de PDH activa(no fosforilada) en
islotes,posiblementedebido a un incrementoen la concentraciónde Ca2~ (105), aunque
actualmenteseduda si la activaciónde la PDH esuna causao una consecuenciadel
incrementode Ca2~ citosólico. La estimulación preferencial de la etapa oxidativa
mitocondrial de la glucosaen el ciclo de Krebs anteriormenteseñalada,podríaestar
determinadaporla activaciónde las deshidrogenasamitocondrialesporcalcio(104,105),

La evidenciade que los islotesconteníanuna cantidadde piruvato carboxilasa
comparablea la quepresentanlos tejido gluconeogénicos,junto conel hechode quelos
islotes no llevan a cabo la gluconeogénesis,sugirió la existenciay funcionamiento de la
lanzadera piruvato/malato en islotes(108) (figura 3). En esta lanzadera el piruvato
entraríaa la initocondriay seríaconvertidoa oxalacetatopor la piruvatocarboxilasa,El
oxalacetatoseríaconvertidoamalato,el cual saldríaal citosol dondeseriadescarboxilado
apiruvatoen unareaccióncatalizadapor el enzimainálico queproduceNADPH en el
citoplasma,El piruvatoentoncesre-entraríaen la mitocondriadondepodríaparticiparen
la lanzaderaotravez o podríadescarboxilarsea acetil-coAy oxidarse,Segúnesteautor,
la mitaddel piruvato producidoa paitrde glucosasemetabolizavía carboxilacióny la
otra mitad vía descarboxilación.Esta lanzaderatendríauna función anaplerótica,de
relleno de los intermediariosdel ciclo tricarboxilico, de tal fonnaque la mitocondria
estaríadispuestaaresponderinmediatamentea cambiosen la concentraciónde glucosa
extracelular(108,109,110>.
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CITOSOL MITOCONDRIA
002

Metabolismo ~ Pinivato — .>.. Piruvato ..........2....... Accdl-CoA

Piruvato Dl’!A AT C02

AD$hNADPH 002 PiruvatoCarbox¡lasa

(‘Zuna oxalacetato

NADP ~ Molleo NADI-I

y
Malato .~.... _________ Malalo

Figura3. LanzaderaPiruvato/malatoy descarboxilacióndel piruvato.

Mala/ssey cois (40,102) observaronque el “CO2 producidoa partir de [3,4-
‘
4C]glucosa o [l-’4C]piruvato,que representarlala liberaciónde 14002en la reacción
catalizadapor la piruvatodeshidrogenasa,es mayorque el 14002producidoa partir de
~6-’4C]glucosao [3-’4C]piruvato,querepresentaríala liberacióndel “CO

2en el ciclo de
Krebs. Estos datos se interpretaroncomo que la velocidad de descarboxilacióndel
piruvatorepresentarlael doblede la velocidadde oxidaciónde los residuosde acetil-coA
(102). Estosresultadosle llevarona sugerirqueunafracciónimportantede acetil-coA
formadoescaparíade la oxidacióncompleta.El destinode esteacetil-coAremanente,
segúnel autor, seríaporunaparte,su incorporacióna aminoácidosy el restoseriausado
como sustratoparala lipogénesis(84). Aunquetiene encuentala posibilidadde que parte
del “‘CO2 producidoapartir de [“’C]glucosapodríasergeneradoen el ciclo de Krebs trás
la conversióndel [‘

4C]piruvatoen oxalacetatovía piruvatocarboxilasa,consideraesta
rutaminoritaria(102). Pero comohemosvisto anteriormente(108,109,110), enestudios
cronológicamenteposterioresa los realizadosporMala/ssey cok, sepuso demanifiesto
la existenciade unaalta actividadde la piruvatocarboxilasade tal formaque la mitaddel
piruvatoproducidoapartir de glucosasemetabolizavía carboxilacióny la otramitadvía
descarboxilación(109,110). Por lo que podríaconsiderarseque la estimaciónde la
cantidadde acetil-CoAgeneradaapartir de [3,4-”’C]glucosapodríaestarsobrevalorada.
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OBJETIVOS

- Estudiarla relaciónentrela concentracióndeglucosay la producciónde lactato
en los islotesdeLangerhans,con la ayudade unmétododirectodemediciónde lactato,

- Caracterizarla produccióninsulardelactatoa partir de glucosacomomedidade
glicolisisy estudiarsu comportamientofrentea distintosinhibidoresde la glicolisis y la
fosforilaciónde la glucosa.

- Estudiar la contribución cuantitativa del metabolismo oxidativo y de la
producciónde lactato a la velocidadglobal de utilización de glucosaen islotes de
Langerhans.Relacionarestos parámetroscon la secreciónde insulina inducida por
glucosa.

- Investigar la dependenciade la glicolisis con respecto a la producción
mitocondrialde ATP, utilizandoinhibidoresde la funciónmitocondrialqueproducenun
descensoen la concentraciónde ATP e investigarcomo afectaestedescensoa:

1. la velocidadglobal de glicolisis medidacorno detritiaciónde [5-31-I]glucosay
determinarsilosislotes de Langerhanspresentano no efectoPasteur.

2, la fosforilaciónde la glucosamedidacomo detriti ación de [2-31-I]glucosa.
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MATERIALES Y MÉTODOS

AISLAMIENTO DE ISLOTESDELANGERIIANS.

Lacyy Kostianosvkyen 1967(111) describieronun métodoparaaislarlos islotes
de Langerhans,consistenteen la digestióndel páncreascon colagenasa.Este enzima
hidroliza el colágenoliberandolos islotes del tejido exocrina, que puedenentonces
separarseuno a uno medianteuna micropipetay con la ayudade un microscopiode
disección (x25). Los islotes así separadospermiten estudiar su fúnción secretora
endocrinaindependientementede la flmción exocnna.

1. Materiales.

- RatasWistarmacho(Iffa-credo)pesoentre250-300g.
- Pilocarpina4%
- ColagenasaTipo P (BoebringerMannheimOmbil, Germany)
- Soluciónde Hanks:Soluciónsalinafisiológica cuyacomposiciónesla siguiente:

NaCí 136,89mM
KCl 5,36mM
Na2HPO4H20 0,34mM
KH2PO4 0,44mM
MgSO4 7H20 0,8 mM
CaCl22H20 1,27mM
GlucosaH20 5,85 mM

Ajustadoa pH 7,4 con soluciónde NaHCO3al 8,4%.

2. Método,

Se utilizan ratasWistar macho,alimentadascon dieta standardy con un peso
corporalde alrededorde 250 gr. Se les inyectaPilocarpinaal 4% (0,1 ml por 100 & de
peso)vía intraperitonealunahoraantesde empezarel experimento.Estetratamientose
realizaparaprovocarunasecreciónexocrinamasivade enzimasproteolíticos,evitando
así su presenciaen el procesode aislamiento de islotes, Se ha descrito que este

tratamientoconpilocarpinano alterala frnción endocrinay aumentael rendimientoen
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la obtenciónde islotes,

Se procedea la decapitacióndel animaltras ser anestesiadocon éter. Serealiza
unaincisión abdominaldescubriendola cavidadabdominaly procediendorápidamente
a la extraccióndel páncreas.Unavezeliminadoel tejido adiposoadyacentesetroceael
páncreasfinamenteconunastijeras.Los trozos de páncreassellevan a un volumende
5 ml de soluciónde Hanksenun vial de centelleoquecontiene15 mg de colagenasa.El
vial es agitado vigorosamenteen un baño de aguade temperaturaconstante(370C)
durante3 minutos.El tiempode la digestiónpuedevariar sensiblementesegúnel lote de
colagenasa,por lo que se ha de controlarcuidadosamenteya queunaprolongacióndel
tiempopuededarcornoresultadola obtenciónde islotesno funcionalesdesdeel punto
de vistametabólicoy secretor.Ladigestiónsedetienetransvasandola papilla pancreática
aunvial grandedondese diluye con soluciónde Hanks(45 mí) a temperaturaambiente.

Se agita duranteunos segundosy se deja reposar5 minutosparapennitir la
sedimentaciónde los islotes. Se aspirael 80%del sobrenadantey sevuelvearepetir el
lavado un par de veces más, Tras el último lavado se toman alícuotasdel volumen
residualy seanalizanen unaplacade Petribajo unalupa con luz trasmitida(Zeiss).

Los islotes son reconocidospor sus formasredondeadasu ovoidales,por su
coloraciónmalTónclaro y su superficiehomogénea.Los islotesse separande losrestos
del tejido exocrinomedianteunapipetacapilary sontrasladadosaotraplacade Petricon
soluciónde Hanks,desdedondese distribuiránsegúnnecesidades.

SISTEMADE PERIFUSIóN.

1. Medio deperifusión:
Seutilizó Krebs-Ringerbicarbonato:

NaCí 115 mM
KCl 4,7 mM
CaCl

2,2H20 2,56mM
KH2PO4 1,2 mM
MgSO4.7H20 1,2 mM
NaHCO3 5 mM
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Seañaden2 ml de Hepes(ácidoN-2_hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfónico)
1 M por cada90ml de Krebs-Ringerbicarbonatoy se ajustael ph a 7,4 conNaOH2M.

Finalmente se disuelve albúmina bovina fracción y libre de ácidos grasos
(BoehringerMannhelin)hastaunaconcentraciónfmal de 0,5 %y glucosa(Merck) según
la concentracióndeseada.

2. Aparatodeperifusión.

Se utilizó un diseño de doble vía en paralelo que permite confrontar cada
experimentocon su controlcolTespondiente.

Cadavía constade dos reservonasde medio de penifusiónconectadosmediante
catéteresde tygonaunaválvulaquedejapasarel flujo deuno u otro reservonasegúnsu
posición.Ambosreservonasseencuentransumergidosenun bailo termostatizadoa370C.
Uniendo la válvula y la cámarade penifusiónse encuentraun tubode conexiónque se
sumergeen el bañoa 370(3,La cámaraseconectaconotro catéterde tygonaunabomba
peristáltica(modeloMultipex LKB) que seregulaa un flujo constantede 0,5 ml/mm,

La cámarade penifusiónconstade dos aperturas:unapor dondeentrael catéter
procedentede la válvulay otra donde,trascolocarlos 40 islotesquesevan apenifundir,
se instalael catéterde salidahaciala bombaperistáltica.Los islotessecolocansobreun
filtro de nylony en el inicio del catéterde salida secolocaotro filtro, del tal formaque
los islotesquedancolocadosen una pequeñacámaracerradaen los extremospor dos
filtros.

3. Patronesde perifusión.

En todoslos casossepenifundenlos islotescon glucosa3 mM o en ausenciade
sustratoduranteun períodode30 minutos(j,eríodode estabilización).A continuaciónse
perifunde con un estimulo (glucosa 20 mM o D-gliceraldehido a distintas
concentraciones)durante30 minutos(periodode estimulación).Porúltimo se vuelvea
perifundir con 3 mM de glucosa o ausenciade sustrato durante30 minutos, el
restablecimientode las condicionesinicialespretendela recuperacióndel nivel basalde
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secreción,lo cual es un buenindicadorde la viabilidad de los islotespenifundidos

ESTUDIOSMETABÓLICOS.

A. UTILIZACIÓN DE GLUCOSA.

La velocidadde utilización de glucosasecalculamidiendola producciónde 3H
20

porlos islotesa partir de D-[5
3H]glucosa (21). Estemétodoestabasadoen la liberación

del 3H dela [5-3H]glucosaen formade aguatritiadadurantela reaccióncatalizadapor la
triosa fosfato isomerasa;en caso de que la reacción no estuviera en equilibno
completamente,existeunaoportunidadpostenorde liberar el 3H de esaposiciónen forma
de aguatritiada en la reaccióncatalizadapor la enolasa.Así, estemétodo mide la
velocidadglobal de glicolisis.

1. Materiales.

- KrebsRinger-Hepes-bicarbonato
- Albúmina, fraccióny libre de ácidosgrasos(BoehringerMannheim)
- Glucosa,H

20(Merck)
- ECl 0,2 M (Merck)
- D-[S

3Hjglucosa (AxnershamInt.)
- [3H]I-1

20(Dii Pontde Nemours,Gennany)
- Liquido de centelleo(Ecolite,NuclearIbénca)

2. Método.

Se liofilizan 10 ¡tI de D-(5-
3H)-Glucosacon el fin de eliminarcualquiercantidad

de [3H]aguapresente.Se redisuelveen 200 y1 de Krebs Ringer-Hepesbicarbonato
conteniendo0,5% de albúminalibre de ácidosgrasosy glucosa3 ó 20mM (actividad
específica16,6y 2,5 gCi’

1.tM respectivamente).Sepipetean20 ¡U en tuboseppendorfen
cadauno delos cualessetransfieren20 islotesy secierran,Estostubosseincubana370(3

durante2 horasdeteniéndosela incubaciónal añadir5 ¡¡1 de CIII 0,2 M. Trasla detención
seintroducenlos eppendorfabiertosen vialesde centelleoquecontienen0,5 ml de agua
destiladay que se cierranherméticamente.Se incubandurante12 horasa 370(3 para
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permitir un equilibrio de repartodel 3H
20 fonnadaentre el eppendorfy el vial de

centelleo.Unavezretiradoel eppendorfseañaden5 ml de líquido de centelleoal vial y
secuentasuradiactividaden un contadorfi Tri-carb, modelo2500TR(Packard),durante
un minuto,

En cadaexperimentoseprocesóun vial decadamedio de incubaciónsin islotes
(blancos) cuyaradiactividadexpresala producciónespontaneade

3H
20. La actividad

especificade la glucosamarcadase calculómidiendola radiactividaden alícuotasde 5
¡ml del medio.

Los resultadosse expresaroncomo pmol de equivalentesde glucosautilizada
segúnla siguientefórmula:

Glu. util.(prnoles)= .2H20 formada(cpm

)

Ac. específicade [5-
3Hjglucosa(cpm/pmol)

Paraexpresarla utilizaciónde glucosaporislotey porhorabastacondividir los
pmolespor 2 (horasde incubación)y por20 (n0 de islotes).

La recuperaciónde 3H
20 añadidaexogenamenteresultóser79,2+ 1,8 % (n=9).

B. FOSFORILACIÓN DE GLUCOSA.

La velocidad de fosforilación de glucosase calculamidiendo la producción
de

3H
20 por los islotesa partir de D-[2-

3H]glucosa (21), Este métodoestabasadoen
la liberacióndel 3H de la [2-3H]glucosaen formade agua tritiada durantela reacción
catalizadapor la fosfoglucoisomerasa,y suponequeesteprocesoescasi instantáneoen
relacióncon la fosforilaciónde glucosa.(esquema1).
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[29HJ’Slucosa
ATP

ADP

Hexokinasa

[22HJWucosa-6-fosfato

Fosfoglucolsoinerasa

Fnuctosa-6-fosfato

Esquema1. Liberacióndel ~Hde la [2-311]glucosaen formade aguatrUjada
durantela reaccióncatalizadapor la fosfoglucoisomerasa.

1. Materiales.

- Krebs-Hepes
- Albúmina, fraccióny libre de ácidosgrasos(BoebringerMannheim)
- Glucosa(Merck)
- HCl 0,2 M (Merck)
- D-[2-3H]glucosa (Amershammt.)
- QH)H

20 (Du PontdeNemours,Germany)
- Líquido de centelleo(Ecolite,NuclearIbérica)

2. Método,

Seliofilizan 10 ¡II de D-[2-
3H]glucosa y seredisuelveen 200 ¡U de Krebs-Hepes

conteniendo0,5% de albúmina libre de ácidos grasosy glucosa 3 mM ó 20 mM
(actividadespecífica16,6y 2,5 gCi/gmolrespectivamente).Sepipetean20 ¡il entubos
eppendorfen cadauno delos cualesse transfieren20 islotesy se cierran.Estostubosse
incubanenunbañotermostatizadoa 370(3 durante2 horasdeteniéndosela incubaciónal
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añadir5 pl de CIII 0,2 M. Tras la detenciónseintroducenlos eppendorfabiertosen viales

de centelleoquecontienen0,5 ml de aguadestiladay quesecierranhennéticamente.Se
incubandurante12 horasa370(3parapennitirun equilibrio de repartodel 3H

20 fonnada

entreel eppendorfy el vial de centelleo.Unavez retiradoel eppendorfseañaden5 ml
de líquido de centelleoal vial y se cuentasu radiactividaden un contador13 Tri-carb,
modelo2500TR(Packard),duranteun minuto.

En cadaexperimentoseprocesóun vial de cadamedio de incubaciónsin islotes
(blancos)cuyaradiactividadexpresala producciónespontaneade

3H
20. La actividad

especificade la glucosamarcadasecalculómidiendola radiactividaden alícuotasde 5

pl del medio.

Los resultadosse expresaroncomopmol de equivalentesde glucosafosforilada
segúnla siguientefórmula:

Glu. fosforilada.(pmoles) .........2H20formada(cpm

)

Ac. específicade [2-
3H]glucosa(cprn/pmol)

Paraexpresarla fosforilaciónde glucosapor islotey por horabastacondividir los
pmolespor 2 (horasde incubación)y por 20 (n0 de islotes).

La recuperaciónde 3H
20 añadidaexogenamenteresultóser79,2+ 1,8 % (n=9).

C. OXIDACIÓN DE D-[U-’
4C]GLUCOSA

Lavelocidadde oxidaciónde glucosasecalculamidiendola producciónde ‘~CO2
por los islotesa partir de D-{U-”’C]glucosa (21).

1. Materiales,

- D-[U-”’(3]glucosa (Amershammt.)
- Bicarbonatosódico,NaH”’C0

3 (Du PontdeNemours,Germany)

- Glucosa(Merck)
- Buifer fosfato (Na2HPO<H200,4 M + K112P040,4 M) pH6.
- Rotenona10pM.
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- Hidróxido de Hiamina(Du PontdeNemours,Germany>

- Liquido de centelleo(Ecolite,NuclearIbéricaSA.,España)
2. Método.

Se liofilizan 100 ¡tI deD-[tJ-’4C]glucosa (320inCi/mmol)y seredisuelvenen 200
¡fi de Krebs-Hepesconteniendo0,5%de albúminabovinay glucosa3 ó 20 mM (16,6y
2,5 ixcil¡¡mol respectivamente).Sepipetean20 ¡±1en tuboseppendorf,a cadauno de los
cualesse transfieren20 islotes y se incubandurante2 horas a 370C. Se detienela
incubaciónañadiendo20 ¡tI de buffer fosfato conrotenona10 gM. Trasla detención,
cadaeppendorfseintroduceabiertoen unvial de centelleoquecontieneunpapelde filtro
y 0,5 ml de la soluciónde hidróxido dehianiina (arninacuaternariade elevadopeso
molecular,usadaparaatraparel ‘4C0

2 desprendidoen forma de carbamato).El ‘~CO2
desprendidopor el buffer fosfatoserecogeen la hiarninadurante2 horasa temperatura
ambiente.A continuaciónseretira el eppendorf,seañaden5 inI de liquido de centelleo
al vial y secuentala radiactividadenun contador13, Tri-carb,modelo 2SOOTR(Packard),
duranteun minuto.

En cadaexperimentoseprocesóunvial de cadamedio de incubaciónsin islotes
(blancos),cuyaradiactividadexpresala producciónespontaneade “’(302. La actividad
específicade la glucosamarcadase calculó midiendoalícuotasde 5 !~ del mediode

incubaciónpor triplicado.

losresultadosseexpresaroncomopmol de equivalentesde glucosaoxidadasegún
la siguientefórmula:

Gin. oxid.(pmoles)= .2.1C92formada(c.p.m.

)

Ac, específicade [‘tjglucosa (c.p.m/pmol)

Paraexpresarla oxidacióndeglucosapor islote y porhorabastacondividir los
pmolespor 2 (horasde incubación)y por 20 (n

0 de islotes),
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D. OXIDACIÓN [1-”CJGLUCOSA Y [6-”C]GLUCOSA: vÍA PENTOSAS

FOSFATO.

La producciónde ‘~CO2por los islotesapartirde D-[l-’4C]glucosa (54 mCi/mmol)
y D-[6-”Cjlglucosa (60 mCi/mmol) (AmershamSt.) se midió como en el apartado

antenor.

Los cambiosen la producciónde 1~CO2 a partir de D-[l-”’C]glucosa y D46-
“’(3]glucosasecalcularoncomopinol deglucosaoxidada/pmolde glucosautilizada,para
ello es necesariodetenninarla velocidadde utilización de glucosa.La contribucióndel
ciclo de las pentosasfosfatoal metabolismode la glucosaen los islotespancreáticosse
calculósegúnla ecuaciónde Katz& Wood(112):

G1co;06co, 3)’

L06 ca, 1+21’

Donde Gl~
02 representala cantidad de [l-”’(3]glucosa oxidadarespectoa la

utilizaday G6<~representala cantidadde [6-”Cjglucosaoxidadarespectoa la utilizada
y P es el factor que indica la contribuciónporcentualde la vía de la pentosasa la
velocidadglobal de utilización de la glucosa,de tal fonnaque,el valor absolutode la
glucosametabolizadavía pentosasfosfatosecalcula:

Glucosautilizada(pmol glu/islxh) x P = pmol glucosa/islxihmetabolizadapor la vía

pentosasfosfato,

Con el fin de incrementarla glucosametabolizadapor la vía de las pentosas
fosfato se añadió al medio de incubaciónmenadionaa una concentración10 ¡tM,
concentraciónen la que el único efecto sobreparámetrosmetabólicoses reducir la
concentraciónde NADH y NADPH (101).

/
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E. OXIDACIÓN DE OTROSSUSTRATOS~

La velocidad de oxidación de cadauno de los distintos sustratosse calcula
midiendola producciónde ‘~CO2 por los islotes a partir de su correspondiente(14(3)~

Sustrato.En general,el procedimientoesel siguiente:

1. Materiales,

- [‘4C]Sustrato
- Bicarbonatosódico,NaH’4(30

3(DuPontdeNemours,Germany)
- Hidróxido deHiamina (Du PontdeNeinours,Gennany)
- Líquido de centelleo(Ecolite, NuclearIbéricaS.A., España)
- Buffer fosfato(Na2HPO4’H200,4 M + KH2PO4 0,4 M) pH 6,
- Rotenona2OgM, B-iodoacetamida2 mM,
-D-gliceraldehido(Merck), L-glutamina (Fluka), piruvato (Boehringer

Mannheim),L-leucina (Sigma),L-Alanina (Fluka), L-lisina (Sigma), L-
prolina(Sigma),segúnel sustratomarcado,

1. D-[U-”C]GLICERALDEHIDO.

Se liofilizan 100 ¡II de D-[U-’
4C]gliceraldehido (150 mCi/minol) (American

RadiolabeledChemicals,U.S.A)y seredisuelvenen200 ~ildeKrebs-Hepesconteniendo
0,5% de albúminabovina y gliceraldehido 1, 5 o 10 mM (50, 10, o 5 mCi/nimol
respectivamente).

2. L-[U-1’C] GLUTAMINA.

Se liofilizan 120 ~tldeL-[U-’4C]glutamina (293 mCi/mmol) (AmershamInt.) y se
redisuelvenen 120 gí deKrebs-Hepesconteniendo0,5%dealbúminabovinay glutamina
10 mM (5 mCi/mmol),
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3. [2-”C]PIRUVATO.

El [2-”t]pinuvato(DuPontdeNemours,Germany)(10.8m(3ilminol) se encuentra
almacenadoen fonnasólidaparareducirsu tasade descomposición.Parautilizarlo es
necesariodisolverloen agua,dividirlo en alícuotassegúnlasnecesidadesy desecarlobajo
atmósferade nitrógeno,Cadaalícuota de 10 ití (5 kCi) seredisuelvenen loo ~tlde
Krebs-Hepesconteniendo0,5% de albúminabovinay piruvato 1,10o 20 mM (50, 5, 2,5
mCi/mmolrespectivamente),

4. L-[U-”C]LEUCINA.

Se liofilizan 120 il de L-[U-”C]leucina (240m(3i/nnnol)y seredisuelvenen 120
¡±1de Krebs-Hepesconteniendo0,5% de albúmina bovina y leucina 10 mM (5

mCi/mmol).

5. L-[U-’4C]ALANINA.

Seliofilizan 120 k1 de L-[U-’4C]alanina (154mCi/mmol)y seredisuelvenen 120
ií de Krebs-Hepesconteniendo0,5% de albúmina bovina y alanina 10 mM (5
mCi/mrnol),

6. L-[U-”C]LISINA.

Se liofilizan 120 i.tl de L-[U-’4C]lisina (293 m(3ilmmol) y seredisuelvenen 120

I~ de Krebs-Hepesconteniendo0,5%de albúminabovina y lisina 10 mlvi (5 mCi/mmol).

7. L- [U-”C]PROLINA.

Seliofilizan 120 ¡¡1 de L-[U-’t]prolina (283.4mCi/mmol)y seredisuelvenen 120
¡fi de Krebs-Hepesconteniendo0,5% de albúmina bovina y prolina 10 mM (5

mCi/mmol).

r

1

rl’6

1
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Método.

Se pipetean20 i.tl de Krebs Ringer-Hepesbicarbonatocon el sustratomarcado
correspondienteen tuboseppendorfa cadauno de los cualessetransfieren20 islotesy
se incubandurante2 horasa 3 70(3,

Se detienela incubaciónañadiendo20 ¡±1de buffer fosfatocon rotenona20 ¡tM
y 13-iodoacetaznida2 mM. Tras la detención,cadaeppendorfseintroduceabiertoenun
vial decentelleoque contieneun papelde filtro y 0,5 ml de la soluciónde hidróxidode
hiaminay que se cierraherméticamente.El 14(30 desprendidoserecogeen la hiamina
durante2 horasa temperaturaambiente.A continuaciónseretira el eppendorf,seañaden
5 ml de liquido de centelleoacadavial y secuentasu radiactividadenun contador11, Tri-
carb,modelo2500TR(Packard),duranteun minuto,

Igual que en todoslos demásexperimentosseprocesóun vial de cadamedio de
incubaciónsinislotes(blancos),cuyaradiactividadexpresala producciónespontaneade
14(302.La actividadespecíficadel sustratomarcadosecalculómidiendoalícuotasde 5

¡±1del medio de incubaciónportriplicado.

los resultadosseexpresaroncomo pmol de sustratooxidado segúnla siguiente
fórmula:

Sustratooxidado(pmol) = ....2.~CQ2formada(c.p.m.

)

Ac. específicade [‘
4C]sustrato(c.p.m/pmol)

Paraexpresarla oxidacióndel sustratopor islotey por horabastacon dividir los
pmolespor 2 (horasde incubación)y por 20 (n0 de islotes).

MEDIDA DE LA PRODUCCIÓN DE LACTATO POR ISLOTES AISLADOS.

La cantidadde lactatoacumuladaes medidapor un métodode HPLC descrito
recientemente(113) con ligerasmodificacionesquedescribimosa continuación.
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1. Matexiales.

- H(3104+ 1,35 M
- Tris 0,1 M (BoehringerManheirn)+ KHCO3 2,8 M.
-D-lactato(BoeliringerManheim)
-NaOH5OnM
- Acetonitrilogradolichrosolv (E. Merk, Germany)
- 1 8-crown-6(1,4,7,10,13,16-Hexaoxacicloroctadenona,FlukaChernieA.
G. Suiza)
- 4-Bromofenacilbromuro (FlukaChemieA.G. Suiza)
- ColumnaC~ de fasereversa( 8 x 100mm: 4 iim de tamañodepartícula)
conacetonitrilo : agua(30:70y/y).

- El sistemade HPLC utilizado es de Watersy consisteen un módulo

WÓOO MSDS,un inyectormanualU6K, un detectorde absorbancia484y
un registradorM746.

2, Método.

Sepipeteanen cadaeppendorf30 jil del medio deincubación(Kebs-Ringer-Hepes
bicarbonato)conteniendo0,5% de albúmina libre de ácidos grasosy el sustrato
correspondiente(glucosa,gliceraldelbidoetc). Setransfiere30 islotesa cadaeppendorf
y se incuban2 horas a 37

0C. A continuaciónse sacanlos eppendoifdel baño y se
introducen en hielo con el fin de detenerlos procesosmetabólicos,Trascentrifugar
ligeramentey sedimentarlos islotes,setomauna alícuota(25 ¡tI) delmedio de incubación
de cadaeppendorf,teniendocuidadoparano llevarselos islotes,y se desproteinizancon
20 ¡tI deH(310

4 1,35 M. El excesode HClO4seprecipitay seneutralizacon 15 gIdeTris
0,1 M y KHCO3 2,8 M. Despuésde centrifugar,unaalícuota(40 ¡l) del sobrenadantese
depositaenpequeñosvialesde vidrio. A cadauno de estosvialesse les añade20 ¡fi de
NaOH (200 mM) parafavorecerla formaciónde Lactatosódicoy sedesecanenvacio
durantela noche.

La derivatizaciónserealizamediantela adiciónal residuosecode acetonitrilo(200
¡¿1) conteniendo5 nM de 18-crown-6(agentecatalíticoparala solubilizacióndel lactato
enla faseorgánica)y 100 nM de4-bromofenacilbromuro(parasuesterificacióncon el

k
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lactato). Tras 10 mmutos de agitaciónsuave,la mezclase incuba a 800C durante20
minutosen los vialestapadoshermeticainente.Las muestrassealmacenanencongelador
hastael momentodesu separacióncromatográfica.

El esterdel lactatoformado es separadoisocráticamente(tiempo de retención
aproximadamente6,6 minutos)enunacolumnaC~ de fasereversacon acetonitrilo:agua
(30:70y/y) y es cuantificadopor su absorciónde luz a 260 nm. Unavezseparadoel ester
del lactato,seJavala columnacon acetonitrilo:agua(70:30y/y) durante15 minutosy se
vuelve a la condicionesiniciales,El volumende inyecciónesde20

1.d y el tiempo entre
cadamuestraesde 27 minutos(figura 4). Como standardseusóD-Lactato(sal de litio)
disuelto en medio de incubación(25 a 200 1.±M)y tratadoigual que las muestras.El
piruvato no essignificativamentederivatizadoy no interfiere en la derivatizacióndel
Lactato. El piruvato incubadocon lactatodeshidrogenasay NADH en el medio de
incubaciónesestequiometricamenterecuperadocomo lactatotras la derivatizacióny la
cromatografia.Todoslos intentosrealizadosparaconseguirdemostrarla conversiónde
lactatoen pinwatofallarondebidoaquelos buifer (Hidrazina,Glutamato>o los reactivos
requeridosparaesteequilibrio desfavorable,interferíancon la derivatizacióndel ácido
láctico en lasmuestrastratadasy no fueposibleobtenerningunacurvastandardbajo esas
condiciones.

4 .47

Figura 4. Separación cromatográficadel ester de lactato. Tiempo de retención
6,6lminutos

34



MaterialesyMétodos

SALIDA PIRUVATO

1. Materiales.

- Piruvato(BoehringerManheim)
- NADH (BoehringerManheim)
- D-lactato (BoebringerManheim)
- LactatoDehidrogenasa(LDH) (BoehringerManheim)

2. Método.

la cuantificacióndel piruvatoacumuladoen el medio de incubaciónserealizó de
la siguientemanera.Incubamosdurante2 horas60 islotesen 60 gí de KRB pH 7,4
conteniendoglucosa20 mM, El medio de incubaciónfue dividido en dosfraccionesde
20 ¡II cadauna.A cadauna de las fraccionesse le añadió5 gí del medio de incubación
conteniendo5 mM deNADH y 54 U/l de LDH. Unade la alícuotasfié incubadadurante
120 minutos a 370(3 y la otra fié directamentedesproteinizadasin incubación.En la
fracciónincubadaserealizóla reacción:

Piruvato+NADE+ ESt Lactato+NAD~

Segúnexistaun excesodeNAD~ o deNADE sepodrádesplazarla reacciónhacia
la formaciónde piruvato o de lactato,Obviamente,puestoqueel It esun reactante,el
pH del medio influye decisivamenteen la marchade la reacción.A pH 7,4el equilibrio
estámuydesplazadohaciala formaciónde lactato.

Trasel penodode incubaciónde dos horas,en el queel piruvatoexistenteseha
converido en lactato, se mide, por el método de HPLC descrito, el lactato total
incrementado.La cantidadde piruvatoacumuladofizé calculadocomo la diferenciadel
contenidodelactatoentreambasalícuotas,medidocon el métodode H.P.L.C.Soluciones
equimolaresde piruvato sádicoy D-lactato monolitio (25 a 400 gM) en medio de
incubaciónfuerontratadascomo muestrasy usadasrutinariamentecomoestandardsen
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cadadetenninación.La conversiónpiruvatoa lactatoesestequiométrica

MEDIDA DEL CONTENIDODE DNA,

El DNA fuemedidoen cadagrupode islotesincubadoparamedir cualquierade
los parámetrosmetabólicosdescritosanteriormente.Paraello, los islotessonlavadoscon
100 ¡l NaOH (5 mM) y centrifugados.Trasrepetir el lavadoun pardevecesmás,los
islotessonsonicadosenunvolumenfinal de lOOul. Alícuotasde40 ¡.tl sonpipeteadasen
tubos 7 x 40 mmy desecadasparala detenninaciónfluoroinétricade DNA(l 14).

1, Materiales,

- 5mM NaOH
- IMPCA
- lMH(3l
- (a) 10 mM Na2CO3x 1 M NaOH
- (b) 20% (w/v) DABA x 2 HCI
dihidroclorídirico)
- Filtros 0,22 ¡tm (tipo millex-GS, Millipore SA).
- DNA (BoebringerManheim)

(ácido 3,5 diamino benzoico

.Preparaciónde DABA 20% (w/v): Se disuelve 1 g de DABA en 5 ¡nl de 1120
destilada.Se añade0,05 g de charcoalactivadoy secentrifugaa 3000rpm durante5
minutos repitiéndoseel procesotres veces,Tras el último centrifugadose recogecl
sobrenadantey se filtra a travésde un filtro de 0,22 pm.

.Soluciónfluorescente:Semezcla3 volúmenesde (a> conuno de(b) y se incuban
durante60 minutos a temperaturaambiente,justo antesde añadirloa los standardy a las
muestras.

Standard:Partiendodeunasoluciónstockde DNA 1 mg/mI de 5 mM deNaOH
sepreparauna diluciónintermediade la siguientemanera
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- 20 pl del stock+ 605 pl NaOH 5mM (0,64 pg deDNA/20 mi)
A partir de ella serealizanla siguienteseriede diluciones:

- 300 pl dilución intemiedia + 300 ¡fi NaOH5 mM : (0,32 gg DNA/20 mí)
- 300 1d (0,32¡.tg DNA/20 mí) + 300 pl NaOH 5 mM: (0,16 .tg DNA/20 mí)
- 300 pl (0,16 pg DNA/20 ¡nl) + 300 Id NaOH 5 mM: (0,08 ~.igDNA/20 ¡nl)
- 300 pl (0,08 gg DNA}20 mI) + 300 Id NaOH 5 mM: (0,04 ug DNA/20 mí)
- 300 Id (0,04pg DNA}20 mI) + 300 Id NaOH 5 mM: (0,02 pg DNA/20 ¡nl)
- 300 ¡U (0,02 ¡±gDNA/20mí) + 300 Id NaOH 5 mM: (0,01 pg DNA/20 mí)

2. Método,

Sepipetean20 ¡fi de cadauna de lasdilucionesstandarden tubos7 x 40 mm. Se
añaden20 pl de aguadestiladaa lasmuestrasdesecadas.Se añaden20 pl de PCA 1 M
a los tubosde la curvastandardy a lasmuestras.Seagitane incubana 70

0C durante60
minutos.Seañade40 ¡fi de la soluciónfluorescente(Na

2(303enNaOltIy DABA, 211(31).
Sevuelvea agitary a incubarduranteotros 60 minutosa 37

0C. Se diluye la muestTacon
300 pl de 1 MMCI y finalmenteseleesu fluorescenciaa 520 ¡un, trasserexcitadaa 405-
408nm.

MEDIDA DE LA SECRECIÓN DE INSULINA.

Parala detenninaciónde la concentraciónde insulina en lasmuestrasseutilizó un
métodoradioimnunológicodescritooriginariamenteporYalow y Bergson(115).

El fundamentode este método consiste esencialmenteen una reacción de
competenciaentrela insulinade la muestra(“insulinafría ‘9 y unacantidadconstantede
insulina marcadacon 1251 (“insulina caliente”) para combinarsecon un anticuerpo
especificoparaellas. La combinaciónde la insulinamarcadacon el anticuerposepuede
cuantificarmidiendola radiactividadenla fracciónde insulinalibre, no combinadacon
el anticuerpo.Esteparametrodependedela concentraciónde insulinafría, demodoque
sepuedeutilizar la relaciónexistenteentreradiactividaden la fraccióndehormonalibre
o combinadaal anticuerpoy la cantidadtotal de insulinafríaparala concentraciónde esta
última en lasmuestras.
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A continuaciónsedetallala preparaciónde cadauno de los pasosnecesariospara
la puestaenmarchade la determinaciónradioinnunológicade insulina.

Diez islotesaisladosconcolagenasase incubarondurantedos horasen lml de
medio de incubación.Se tomaronalícuotas(300 pi) del medio de incubaciónque se
almacenaroncongeladasa ~4QO(3hastael momentode la determinaciónde insulina.

1. RADIOYODACIÓN CON ‘251NA DE LA INSULINA.

Se empleóla técnicade radioyodacióndeHunterGreenwood(116).Estátécnica
sebasaenla oxidaciónporla cloraminaT del yoduroradiactivoa yodoatómico,el cual
seintroduceenuno de los carbonosdel anillo bencénicode algunode los cuatrorestos
de tiroxina de la cadenaA (restos14 y 19) ó B (restos16 y 26) de la insulina,La acción
oxidantede la cloranúnaT sedetieneal cabode 30 segundosmediantela adiciónde
metabisulfito.La insulinamarcadaseseparade los demásproductosde la reacciónpor
cromatografíade filtración en gel,

1.1 Materiales.

- H(3l 0,03 N
- Buifer fosfato0,5 M pH 7,5 (apartirdeunasoluciónde Na

2HPO4,2H20
0,5 M y otrade KH2PO40,5 M, combinandolashastalograr un pl-I 7,5),

- Buffer fosfato0,05 M. Dilución 1/10 de la soluciónanterior.
- CloraminaT trihidratada(Merck): sepesaron35 mg de clorarninaT y se
disolvieronen 10 ml del buffer fosfato0,05M.
- Metabisulfitosódico(Merck): sepesaron24 mgy sedisolvieronen 10 ml
del buffer fosfato0,05M.
- Yoduropotásico(Merck): sepesaron100 mg y sedisolvieronen 10 ml
del buffer fosfato0,05 M.
- 1 mCi ‘

25J en 10 Id (RadiochemicalCenterAmersham).
- Buffer glicina (Merck) 0,2 M pH 8,8. Se disuelven15 g deglicina en
unos900 ini de aguadestilada,seajustael pH a 8,8 conNaOH2 M y se
completahasta1000 ml.
- Albúmina bovina20% en buffer glicina. Se pesaron0,5 g de albumina
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(Sigma)gradoRIA en 2,5 ml del buiferglicina.
- Insulina porcina(Novo)paramarcar;sepesó1 mg de insulina en 1 ml
0.03N HCl y sealmacenóa -40~(3 en fraccionesde50 ¡fi.

1.2. Método de radioyodación.

Unavezpreparadoslos anterioresreactivossepipeteanen un tubo de plásticode
la siguientemanera:

Se pipetean25 pl de buffer fosfato0,5 M, seañaden5 pl (5 ¡.tg) de insulina
porcina, 10 pl de cloraminaT y lmCi 1125 (volumensegúnpreparacióncomercial).Se
agita durante30 segundosy se añade,parapararla reacción,50 pl de metabisulfito
sódico, Trasagitarunossegundosmásse añade100 pl de yoduropotásicoy sevuelve
a agitar.Porúltimo se añaden100 pl de albúminabovina20%en buffer glicina con el
objeto de que la insulinamarcadano se absorbaa lasparedesdel tubo,

2. cÁtcuto DE LA ACTIVIDAD ESPECÍFICA DE LA INSULINA MARCADA.

Calculamos el % de incorporaciónde 1251 a la insulina en el proceso de
radioyodaciónaplicandola propiedaddel ácido tricloroacético(TCA> de precipitarlas
proteínas.

2,1. Materiales.

- Ácido tricloroácetico (Merck) al 20%. Se disolvió 2 g de ácido
t.ricloroáceticoen 10 ml deaguadestilada.

2.2. Método.

Tomamos5 ¡±1de la mezclade radioyodacióny los diluimoscon 5 ml debuffer
glicina 0,2 M. Se cuentala radiactividady si es necesario,se realizan diluciones
progresivashastaconseguirentre20.000 y 50,000 cpm en 0.1 mí, Se pipeteanen
triplicado 0,1 ml en tubos de plásticoy se cuentaen un contadorgammaparasaber
exactamentela radiactividadtotal. Se añadea cadatubo 0,8 ml de debuffer glicina y se
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agita.Seañade1 ml de ácidotricloroacéticoal 20%y sedejareposardurante15 minutos
a 40(3, A continuaciónse centrifuga a 3000 rpm durante10 minutos y se aspirael
sobrenadante.Comparandola radiactividaddel precipitadocon la totalpuedecalcularse
el % de incorporacióndel 1251 a la insulina.

% de incorporación= radiactividadprecipitadox 100
radiactividadtotal

Podemoscalcularla actividadespecíficade la hormonamarcadamediantela fónnula:
Actividad específica % incorporaciónx kci 1251

¡tg insulina

3. PURIFICACIÓN DE LA INSULINA RADIOVODADA.

3.1. Materiales.

- Sephadex0-25 y Sephadex0-75 (PhannaciaFine chemicals,Sc). Nombre
comercialdel dextranoconun margendeftaccionamientoenpesomolecularentre
1.000y 5,000y 3,000y 70.000d. respectivamente.Previamentese hidratancon
aguadestiladadurante24 horasy acontinuaciónsedesgasifican.

- Columnasde cromatografia(UharmaciaFinaChemicals),ambasde 1,5 cm de
diámetro por 30cm de altura, Se rellenó cada una de las columnas de
cromatografíaconel gel Sephadex0-25 y 0-75respectivamentehastaunaaltura
de 25 cm y selavaronconbufferglicina 0,2 M duranteunahora.

3.2. Métododepurificaciónde la insulina.

La insulina marcadase separadel resto de la mezclade radioyodaciónpor
cromatografíaengel. Lacolumnade Sephadex0-25 seequilibrapreviamenteconbuffer
glicinay antesde ponerla mezclade marcajesepasapor la colunuta200 iii de albumina
bovinaal 20%, con objeto de que durantela cromatografiade la insulinamarcada,está
no se adsorbaa las paredesde la columna.Setransfierela mezclaa la superficiede la
columna de cromatografiay se eluye con buffer glicina 0,2 M, recogiéndose50

40



MaterialesyMétodos

fraccionesde 1 ml (15 gotas>con la ayudade uncolector(LKB, modelo7000Ultrorac).
Se añadea los tubosdonde eluyela insulina-I’” 0,1 ml de albúminabovinaal 20%. El
contaje de la radiactividaden un contadorgammade cadaunade las fracciones,nos
permiteidentificar la insulinaradioyodaday el yodo libre. Como correspondeal peso
molecular,primeroeluye la insulinay despuésel yodo (Figura5),

PURIFICAClONDRINSULINA -1125

Crornato~qfia en Sephakx0-25
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Figura 5. Purificaciónde ‘251-insulina porcromatografiaen SepbadexG—25.

Lasfraccionesde ‘~I-insulinaobtenidasde la cromatografíade SephadexG-25 se
repurificaron en Sephadex 0-75 para separar la ‘251-insulina degradada
(inmunologicamenteinactiva)de la 1231-insulinaactiva.El procesoa realizares igual al
anteriordescrito:se equilibrala columnade Sephadex-G-75conbuffer glicina 0,2 M, se
añade0,2 ml de albúminabovina20%, y setransfierea la columnalas fraccionesde la
hormonamarcadaobtenidasen la cromatografíaanterior, Se eluyecon buffer glicina
recogiéndose50 fraccionesconun colector(LKB, modelo7000 Ultrorac).Se obtienedos
picos, el primero,cuyovolumende elución coincidecon el de exclusiónde la columna
correspondea la insulinainmunológicamenteinactiva,el segundopico correspondea la
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insulinaactiva,que esla queusamoscomo trazadorparael radioinmunoensayo(Figura
6).

25

20

fE

5. fo

5

PURIFYCACIÓNDEINSUUNA-1125
Crénutogra~u’ Sq,hedaG-75

Figura 6.
Separación

Repurificación ‘251-insulina por cromatografia en Sephadex G-75.
de la insulina degradada y activa.

4. RADIOINMUNOENSAYO.

4.1. Material.

- Buffer glicina 0,2 M pH 8,8 con albúminabovina gradoRIA al 0,25%.
- Anticuerpo anti-insulina a una dilución final 1/200,000 que combina
aproximadamenteun 60% de insulina-I’” en ausenciade insulinafi-la, segúnse
recomienda.Esteanticuerponosfuegratuitamentecedidopor el Departamento
de Histologíade la Universidadde Umea(Prof. B, Heilman).

0 5 10 15 20 >5 dO 35 40 46 60

Fracción

42



MaterialesyMétodos

— ‘251—insulina.
- Insulinaparala curvastandard:Sepesa1 mgde insulinade rata(Novo Research
Institute)y sediluye en 1 ml de HCI 0,03N. Setoman25 pi dela dilución anterior
y se completael volumenhasta50 ml con buffer glicina 0,2 M, quedandoesta
diluciónfinal a 500 ng/ml. Seguardanen fraccionesde 2 ml a -20 0(3~

4.2 Método.

4.2.a.Preparación del anticuerpo.

Parapreparael anticuerpoanti-iinsulinaauna diluciónfinal l/200,O0O,se partede
una dilución inicial del anticuerpodel 1/100 almacenadaen el congelador.Como el
volumentotal de incubaciónesde 1 ml y el anticuerposeañadeen0,4 inI (sediluye 2,5
veces>sepreparaunadilución2,5 vecesmásconcentrada(1/80.000)quela deseadaen
la mezclafinal de la incubación(1/200.000).El volumentotal a preparardependedel
númerode pruebas(n):

volumena preparar(ml)= n0 de pruebasx 0,4 ml

4.2.b.Preparaciónde la insulina-I~

Se le añadea cadatubo del radioinmunoensayo45 pg de la insulina marcada
contenidosen 0,5 ml de tampónglicina 0,2 M pH 8,8 cuyaradiactividad(CPM> variará
segúnla actividadespecíficade la hormonaradioyodada,ennuestrocaso20.000(3PM.
El volumentotala preparardependerádel númerodepruebas(n):

volumenapreparar(ml)= n x 0,5 ml

4.2.c.Preparaciónde la curva standard.

Nos sirve paracalcularla relación entre ‘251-insulinaligada al anticuerpoy la

insulinafila totalde la muestra,
La curva standard consiste en preparar una serie de diluciones conocidasde

insulina de rataque seharánreaccionarcon el anticuerpoenpresenciadeuna cantidad
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constantede insulinaradioyodada.

Las dilucionessepreparanapartirdeunasoluciónstockde 500ng/ml (2 mí) y se
realizanlas siguientesdiluciones:

128 ng/mI: 0,448soluciónstock
64ng/ml: lml(128ng/inl)+ 1
32ng/ml: lml(64ng/ml)+l
l6ng/ml: lrnl (32ng/ml) + 1
8ngIml: lml(l6ng/ml)+l
4ng/ml: lml (8 ng/mí) +1
2ng/ml: lml (4 ng/mi) +1
lng/rnl: lml (2ng/nil)+1

0,Sng/ml: lml (1 ng/mí) + 1

+ 1,302 ml buffer glicina
ml buffer glicina
tul buffer glicina
ml buffer glicina
ml buffer glicina
ml buffer glicina
ini buffer glicina
ml buffer glicina
ml buffer glicina

Cadadilución de la curva standardse pipeteopor triplicado segúnel siguiente
esquema:

0,1 ml dilución curva standard
0,5 ml insulina 1251

0,4 ml anticuerpo

Sepreparantambiéncinco tubosconteniendosolamente0,5 ml de insulina1251,

que se rotulan como AT y que nos permitirán conocerla cantidadreal de insulina
marcadaañadidaa cadatubo;Tambiénsepreparanen los que el anticuerposesustituye
portampónglicina (rotuladosN) y quenosserviránparamedir la eficaciadel métodode
separación.

4.2.d.Preparaciónde lasmuestras.

Análogamentea los tubosde la curvaestándarsepipeteó:

0,1 ml de la muestra
0,5 ml insulina 1251

0,4 ml anticuerpo

Unavezpipeteadoslos tubosde la curvastandardy las muestrasseincubaronen
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cámarafría a +4 0(3 durante48 horas.

5. SEPARACIÓNDE LA INSULINA LIBRE DE LA LIGADA AL ANTICUERPO.

5.1.Materia¡es.

- Carbón(Sigma)
- Dextrano(PharmaciaFineChemicals)
- Centrífuga
- ContadorGamma(modeloCobra,Packard).

5.2.Método.

Se utiliza corno método de separaciónel carbón activo recubiertode
dextrano que absorbe la insulina libre, dejando en solución el complejo antígeno-
anticuerpo(117).

Sepreparaunasuspensiónde carbón-dextrano(3% carbóny 0,25%de dextrano)
en tampónglicina 0,2 M, pH 8,8, Se añaden0,5 mil de estamezclaa todos los tubos
(exceptoa los rotuladoscomo Al) y semantienena +40(3 durante45 minutos,luegose
centrifugana 3000rpm durante10 minutos,A continuaciónseaspirael sobrenadantede
cadauno de los tubos,midiéndosela radiactividaddel precipitadoenun contadorgamma
duranteun minuto.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los resultadosse han expresadocomo el valor medio (XtSEM) junto el
númerode determinacionesindividuales(n). La significanciaestadísticade las diferencias
entrelos valoresmediosseevaluópor el test-tde Student,
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RESULTAD OS

PRODUCCIÓN DE LACTATO.

Nuestroprimer objetivo fue cuantificarla glicolisis en los islotespancreáticosa
travésde un nuevométodode HPLC. La intención al estudiarla producciónde lactato
fue la deproporcionarun métodonuevoy fiableparala estimacióndel flujo glicolítico,
con el fin de elucidarel modode acciónde aquellosfactoresquemodificanla respuesta
secretoraa glucosade las células13 de los islotespancreáticos.Estemétodode HPLC
cuantifica lactatoen el medio extracelularenun rangogM. Estudiamosel efectode la
concentraciónde glucosasobre la producción de lactato expresadaen pmol de
equivalentesde glucosa}islxh. Los datosrelativos a la producciónde lactatohansido
expresadoscomopmol de equivalentesde glucosaparafacilitar su comparacióncon los
demásparámetrosestudiados,Pararealizarestaconversiónbastacondividir los pmol de
lactato obtenidospor dos, ya que una moléculade glucosaproduce2 moléculasde
lactato.Al calcularel contenidodeDNA decadaislote obtuvimosun valor medio de 20
ng de DNA por islote,

Paradeterminarel tiempoóptimoquedebemosusaren la incubaciónde los islotes
con el fm de cuantificarla producciónde lactatoutilizando estemétodo,estudiamosel
efectodel tiemposobrela producciónde lactato a unaconcentraciónde glucosa20 mM
(figura 7). A estaconcentraciónde la hexosa,el lactato obtenidoseduplica (29,27±1,59
(8) vs. 54,89~ 1,12(8) pmol equivalentesglucosa/islote)al pasarde una a doshorasel
tiempo de incubación.Como se puedeadvertir la velocidadde producciónde lactato
durante las dos horas es esencialmenteconstante.Por ello fijarnos en todos los
experimentossucesivosel tiempode incubaciónen doshoras,
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FIGtJRA 7. Efecto del tiempo sobrela producción de lactato de glucosa20 mM
en islotes aislados. Para la medición de la producciónde lactato en estecaso, se
incubarona 370C grupos de 60 islotesen 30 pi del medio con glucosa20 mM en los
tiemposindicados,

Lafigura 8 muestrala cinéticahiperbólicaque describela produccióndelactato
con respectoa la concentraciónde glucosa.Estaproducciónalcanzasu máximoa 3 mlvi
de la hexosay la concentraciónde glucosaen la quela producciónde lactatoesla mitad
de la máxima sehalla alrededor de 0,5 mM. El incrementode la producciónde lactato se
producea bajas concentracionesde glucosa,menoresde 3 mM, concentracionesno
estimuladorasde la secreciónde insulina,
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Producción lactato

FIGURA 8. Efecto de la concentraciónde glucosasobre la producciónde
lactatoen islotes pancreáticos.Cadapunto es el valor medio + su correspondiente
S.E.M. obtenidoen, al menos,seispreparacionesde islotes, cadaunade las cualesse
realizóportriplicado. Lascomparacionesestadísticasse realizaronentrecadavalor y el
inmediatamenteanterior,(* p<zt0,02, ** p<O,05, ***p<0,Ol)

Con el fin de evaluarestemétodorelativamentenuevode detenninaciónde lactato,
seestudÁóel efecto deun inhibidor de la glicolisis a nivel de la gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa,la I3-iodoacetamida,La administraciónde estecompuestoa islotes
incubados,produceunareducciónacusadadela conversiónde glucosa(3 o 20 mM) en
lactato, En la tabla 1 se puede observarque este descensoes dependientede la
concentracióndel inhibidor, Así, iodoacetamida0,1 mM produceun ligero descensode
la producciónde lactato,aunqueno esestadísticamentesignificativo; concentraciones
mayoresdel inhibidor producenun descensosignificativo y la máxima concentración
probada,1 mM, provocaun bloqueode la produccióndelactatoalcanzandoun valor muy
próximo al obtenido en ausenciade glucosa(6,45 ± 0,53 (7) pmol equivalentes

0 6 10 15 20

Glucosa (mM)
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glucosa/islxh).

TABLA 1. Efectode distintas concentracionesde lodoacetamidasobre la conversión

de glucosa 3 y 20 mM en lactato.

[Glucosa]
(mM)

[iodoacetamida]
(mM)

Producción lactato
(pmol equivalente

P

glucosa/islxh)

3 21.84±1.56(10) control

3 0,1 18.62±0.52(12) NS.

3 1,0 6.24+1.03 (6) <0,001

20 25.67±1.33 (9) control

20 0,1 20.66±2,00(8) N.S,

20 0.2 19.02±1.55 (3) <0,05

20 0,4 16,40±1.56 (3) <0,01

20 1,0 5.79±0.56 (5) <0,001

Cadaresultadoestáexpresadocomo el valor mediof sucorrespondienteS.E.M. obtenido
en un númerovariable de preparacionesde islotesque se da entre paréntesis.Las
comparacionesestadísticasserealizaronentrecadavalory su control respectivo.

Como cabriaesperar,la secreciónde insulina inducida por glucosaen islotes
pancreáticostambiéndisminuyepor la presenciadeB-iodoacetamidadependiendode su
concentración,La liberaciónde insulinamuestraunamayorsensibilidadal inhibidor, el
cual induceel 50%de suefectomáximoaunaconcentraciónentre0,1-0,2mM, mientras
queserequierenconcentracionesmasaltasparaprovocarun descensoen el metabolismo
de la glucosadel mismoporcentaje(tabla2).
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TABLA 2. Efecto de distintas concentracionesde lodoacetamida (LAA) sobre la
secreciónde insulina producida por glucosa20 mM.

[IAA]
(mM)

[Glucosa]
(mM)

Secreciónde
insulina P
(ng/islxmin)

3 0.01 + 0.002(20) <0.001

20 0,17+ 0,07 (34) control

20 0.05 0.13 + 0.01 (17) <0.05

20 0.1 0.11+0.05(28) <0,01

20 0.2 0.07+ 0.01 (24) <0.001

20 0.4 0.03±0.01 (17) <0.001

20 0.5 0.03 + 0,003 (30) <0.001

20 1.0 0,02±0,003 (34) <0.001

Dos o tresgrupos,cadauno de 10 islotes,fueronincubadosa 370(3 durante120 minutos.
La insulinaacumuladaen el medio de incubaciónfuemedidaradioinniunológicamente.
Cadaresultadoestáexpresadocomo el valormedio+ su respectivoS.E,M. obtenidoen
un númerovariablede preparacionesde islotesque se da entreparéntesis.

Parauna mayor caracterizaciónde la producción insular de lactato como
expresiónde la glicolisis, hemosestudiadoel efectode dos inhibidoresdiferentesde la
fosforilaciónde la glucosa:la D-manoheptulosay la 2-deoxiglucosa(3 1).

La producciónde lactato a partir de glucosa3 o 20 mM, es ligera pero
significativamenteinhibida por manoheptulosa20 mM, Estainhibición representael
30% de la producciónde lactato de glucosa3 mM (p<O,Ol> y el 25% cuando la
concentraciónde glucosaes20 mM (pctO,O2),

En la tabla 3 mostrarnosel efecto del otro inhibidor de la fosforilación, la 2-
deoxiglucosa10 mM. Estecompuestodisminuyesignificativamentela producciónde
lactato tanto de glucosa 3 como 20 mM con una probabilidadp<O,Oí y pcXtOOl
respectivamente.En amboscasos,estadisminuciónrepresentaaproximadamenteel 50%

del valor en ausenciadel inhibidor.

50



Resultados

TABLA 3. Efectode 2-deoxiglucosa10
mM en lactato.

mM sobrela conversiónde glucosa3 y 20

[Glucosa] [2-deoxiglucosa] Producciónlactato
(mM) (mM) (pinol eq. glucosa/islxh) P

3 21.83±1,56 (10) control

3 10 11.43±2.58(5) <0,01

20 25,67±1,33 (9) control

20 10 11.87±1.61(6) <0,001

Cadaresultadoestáexpresadocomoel valor medio±su respectivoS.E.M. obtenidoen
un númerovariabledepreparacionesde islotesque sedaentreparéntesis.

La secreciónde insulinainducidapor glucosaesmuysensiblea 0-inanoheptulosa
que induceunareducciónde la mitad del valormáximoa una concentracióndealrededor
de 2 mM (tabla4). Concentracionesmayoresde D-manoheptulosaproducenun descenso
adicionalde la respuestasecretora,la cual es completamentebloqueadaa 20 mM (no
hay diferenciaestadisticamentesignificativacon la secreciónde insulinaproducidapor
glucosa3 mM).
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TABLA 4. Efectode distintasconcentracionesdeD-manoheptulosa(MII) sobrela
secreciónde insulina producida por glucosa20 mM.

[Glucosa]
(mM)

[MII]
(mM)

Secreción
insulina P
(ng/islxinin)

3 0.01±0.001(8)

20 0.18±0.01(15) control

20 1 0.16±0.01(16) N.S.

20 2 0.13±0.01(19) <0.01

20 5 0.03±0.002(26) <0.001

20 10 0.02±0.002(18) <0.001

20 20 0.01 i 0,004(22> <0.001

Dos o tres grupos de 10 islotes fueron incubadosen 1 ml de tampónKRB pH 7,4
conteniendoglucosa20 mM en ausenciao presenciade distintasconcentracionesde
manoheptulosa(MH). Cadaresultadoestáexpresadocomo el valor medio±el error
standardobtenidoen un númerovariable de preparacionesde islotes que seda entre
paréntesis.Las comparacionesestadísticasse realizaron con el valor obtenido en
ausenciade manoheptulosa.

UTILIZACIÓN DE GLUCOSA

Paraconocerel porcentajede participaciónde la producciónde lactatoen la
utilizaciónde glucosa,seestudióla producciónde3H

20 porlos islotesa partirdeD-[5-
3H]glucosaen lasmismascondicionesexperimentalesquela producciónde lactato.Este
método sebasaen la liberacióndel3H de la D-[5-3H]glucosa en formade aguatritiada,
mayoritariamenteen la interconversiónde gliceraldehidofosfatoy dihidroxiacetonay,
enmenormedida,en la conversiónde 2-fosfogliceratoa fosfoenolpiruvato.Por lo tanto,
la velocidaddeformacióndeaguatritiadarepresentala sumade la utilizaciónde glucosa
en la glicolisis y en la vía de laspentosasfosfato,La relaciónentrela concentraciónde
glucosay suvelocidadde utilizaciónserepresentaen la figura 9. La utilizaciónde la
glucosaporlos islotesmuestraunacinéticahiperbólicaconrespectoa la concentración
extracelularde glucosaquepresentaunapendientemarcadaa bajasconcentraciones,
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suavizándosea partir de 3 mM. La velocidadde utilización de glucosase duplica al
incrementarla concenúaciónde la hexosade 3 a 20 mM y muestraun valor de Km
aparenteentre3 y 10 mM.

Utilización glucosa

50

40

30

20

10

o

FIGURA 9. Efectode distintas concentracionesde glucosasobre su velocidad
de utilización en islotespancreáticos.Los valoresrepresentanel valor medio de, al
menos,seisexperimentosrealizadospor triplicado. Las comparacionesestadísticasse
realizaronentrecadavalory el anterior. ( ** p’CO,OOl).

La tabla5 comparala relaciónde la concentraciónde glucosacon su velocidad
de utilizacióny su conversióna lactato,Ambosparámetrosseincrementanparalelamente
enun rangodeconcentracionesbajas,de O a 3 mM, concentracionesno estimulantesde
la secreciónde insulina.Al aumentarla concentraciónde glucosaa 10 o 20 mM, su
velocidadde utilización sigueaumentando,2,2 vecesrespectoaglucosa3 mM, mientras
que su tasade producciónde lactatopermaneceinalterada.El métodoradioisotópico
usadoparacuantificarla utilización de glucosaes, en ocasiones,mássensibleque el
métododeH.P.L.C. quemidelactato,como se apreciaen el menorvalor del blanco(en

0 5 10 15 20
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ausenciade glucosa).Estoexplicarlaquelos valoresde lactatoson, paradójicamente,
más altos que la tasaglobal de utilización de glucosaen el rangode concentraciones
entreOy 3 mM.

TABLA 5. Relaciónentrela concentraciónde glucosay su velocidaddeutilización
o su conversióna lactato.

P PUtilización glucosa

(pmol glulislxh)

51,41+ 1.46 (22)

Producción lactato
(pmol eq, glulislxh)

25,67+ 1.33 (9)control control

10 49.09±l.50(3>* NS. -

3 22.14±0.71 (33) *** <0,001 22,11+ 1.42(11)~ NS.

1 13.8 + 0,56 (4) * <0,001 16.83 + 1.94(6)** <0,005

2 5.59±0.55 (5) * <0,001 8.19±1.79 (6) <0,001

0 0.0+ 0.0 (3) <0,001 6.45±0,53(7) <0,001

Cadaresultadoestáexpresadocomo el valormedio±el errorstandardobtenidoenun
númerovariable de preparacionesde islotesque se da entreparéntesis.~p<O,OOl,**

p<0,Ol, ‘“~ p<O,05 comparacionescon la concentraciónde glucosaimnediatamente
inferior.

La tabla 6 representael efecto de la iodoacetamidasobre la velocidadde
utilizaciónde glucosa.Tal como le ocurrea la producciónde lactato,la iodoacetanúda
causaun descensode la velocidaddeutilización que dependede la concentracióndel
inhibidory dela glucosa.Así, cuandoempleamosuna dosisbajadel inhibidor (0,1 mlxi)
el ligero descensode la velocidaddeutilizaciónno es significativo a glucosa3 mM pero
si aglucosa20 mM (p<0,01). Iodoacetainida1 mM reducela utilizaciónde glucosa20
mM por debajo de los niveles obtenidosa 3 mM en ausenciadel inhibidor. Las
velocidadesresidualesde utilización a ambasconcentraciones(3 y 20 mM> obtenidas
enpresenciade iodoacetamida1 mM sonmuypequeñasy similares,
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TABLA 6. Efecto de distintas concentracionesde iodoacetamida (¡AA) sobre la
velocidad de utilización de glucosa3 y 20 mM.

[Glucosal

(mlvi)

[LAAI

(mM)

Utilización glucosa

(prnol glucosa/islx.h)

P

3 22.14±0.71(33) control

3 0,1 20.26±2.83(3) N.S.

3 1.0 6.93 ±0.94(3) <0,001

20 5 1.41±1.46 (22) control

20 0.1 43.23±2.64(11) <0,01

20 0.5 16.7 + 3.2 (7) <0,001

20 1.0 9.76±0.82(13> <0,001

Cadaresultadoestáexpresadocomo el valormedio±el errorstandard
n<unerovariablede preparacionesde islotesque seda entreparéntesis.

obtenidoenun

LaD-manoheptulosaesun conocidoinhibidor competitivode la fosforilaciónde
la glucosa en homogenadosde islotes (63). La tabla 7 muestrael descensode la
velocidaddeutilización de glucosa20 mM porla D-manoheptulosadependiendode su
concentración.El efectomáximoaparentementeejercidoes a5 mM deD-manoheptulosa
ya que,amayorconcentraciónno seproduceningúndescensoadicionalestadfsticamente
significativo. De acuerdocon esto, la mitad del efecto máximo fue obtenido a una
concentraciónde D-manoheptulosade alrededorde 1 mM. Concentracionesmayores(5,
10, 20 mM), reducenla velocidad de utilización de glucosa20 mM bastaniveles
próximos a los obtenidos con glucosa3 mM en ausenciadel inhibidor, La D-
manoheptulosaa las concentracionesensayadasno modifica significativamentela
velocidadde utilización de glucosa3 mM.
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TABLA 7. Efecto de distintas concentracionesde manoheptulosa
velocidad de utilización de glucosa3 y 20 mM,

(MH) sobre la

P[Glucosal [MII] Utilización glucosa
(mM) (mlvi) (pmol glucosa/islxh)

3 22.14±0.71 (~~> control

3 1 19.19±1.12(5) N.S.

3 5 18.28±0.85 (4) NS.

3 20 19.21±1.52(5) NS.

20 52.24±2.92(6) control

20 1 41.77±2,48(7) <0,02

20 5 38.5±4.44(6) <0,05

20 20 33,31±3.06(7) <0,002

Cadaresultadoestáexpresadocomo el valormedio ±el errorstandard
númerovariablede preparacionesde islotesque seda entreparéntesis.

obtenido en un

OXIDACIÓN DE GLUCOSA.

Ademásde la conversióna lactato,el otro destinomayoritario del piruvato
fonnadoapartir de la glucosaen los islotespancreáticos,es suoxidaciónmitocondrial
en el ciclo deKrebs. Paracuantificarla aportaciónde la oxidaciónmitocondriala la
utilización de glucosa,se calculó la velocidadde oxidaciónde la hexosamidiendola
fonnaciónde ‘~CO2por los islotesapartir deD-[U-’4C]glucosa, La tabla 8 muestraque
la velocidadde oxidación,cuandola concentracióndeglucosaaumentade 3 a20 mM,
se incrementade 2,55 ±0.14 (20) a 9.27 1 0.46 (28) pmol glucosa/islxh,casi cuatro
veces. En la misma tabla se representael efecto de iodoacetamida1 mM y de
manoheptulosa20 mM sobre la velocidadde oxidación de glucosa3 y 20 mM, La
iodoacetaniida1 mM produceun descensomarcadoy significativo de la velocidadde
oxidaciónde tanto glucosa3 mM (p’C0,0l) como de 20 mM (pc0,001>. La heptosa
produceun descensode la velocidadde oxidacióna ambasconcentracionesde glucosa
conunaprobabilidadde p<O,OSy p’CO,OO1 respectivamente.
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TABLA 8. Relación entre la concentraciónde glucosay su velocidad de oxidación.
Efecto de jodoacetamida (LAA) y de manoheptulosa (MII) sobre la velocidad de
oxidación de glucosa 3 y 20 mM.

Oxidación glucosa(pmol glucosa/islxh) P

2.48 + 0.17 (17>Glucosa3 mlvi control

Glucosa3 rnM+ ¡AA 1 mM 1.42±0.13(4> <0,01

Glucosa3 mM + MH 20 mM 1.55±0.3 (4) <0,05

Glucosa20mM 10.14±0.65(20> control

Glucosa20 mM + IAA 1 mM 3.05±0.29 (6) <0,001

Glucosa20 mlvi + MH 20 mlvi 4.92±0.4 (4) <0,001

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M.
obtenidoenun númerovariablede preparacionesde islotesquesedaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticassehanrealizadorespectoa los controlesrespectivos.

La tabla 9 representaesquemáticamentela contribución de la producciónde
lactato y la oxidaciónde glucosaa la velocidadde utilización de glucosa.Todos los
datosestán expresadosen pmol de equivalentesde glucosa/islxh,para facilitar su
comparación.Observamosquemientrasla velocidaddeutilización deglucosase duplica
al aumentarla concentraciónde glucosade 3 a 20 mM, la producciónde lactato
pennaneceinalteraday la velocidadde oxidaciónaumentacuatroveces.
TABLA 9. Resumende la contribución de los parámetros estudiados:velocidad de
utilización y oxidación de glucosa 3 y 20 mM y su velocidad de producción de
lactato.

Velocidad utilización
(pmol glucosa/islxh)

19,47+ 0.39 (42)

Producción lactato
(pmol eq. glucosa/islxh)

Velocidadoxidación
(pmol glucosa/islxh>

21.83 ±1.56 (10) 2.55±0.14(20>

20 47.81±1.02 (30) ~ 25.67±1.337(9) + 9.27+0.46(28)***

Los resultadosestánexpresadoscomo el valor medio ±S,E.M. El número de las
diferentespreparacionesde islotesusadasseencuentraentreparéntesis.Comparaciones
estadísticasentrelos valoresde glucosa3 y 20 mM. (*** p<O,OOl, + No significativo>.
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A bajasconcentracionesde glucosala sumadel lactatoproducidoy la velocidad
de oxidaciónde la glucosacoincide,dentrodel errorexperimental,con la velocidadde
utilizaciónmientrasque a altasconcentracionesestono ocurre.Existeun flujo deunos
12 pmol equivalentesde glucosa/islxhqueno sejustificapor estasdosvíasmetabólicas,
Por ello a continuaciónestudiamosla aportaciónde la ruta de las pentosasfosfatoal
catabolismode la glucosa.

FLUJO A TRAVÉS DE LA VÍA DE LAS PENTOSAS FOSFATO.

Paracuantificarla cantidadde glucosametabolizadaporestavía, se estudiola
producciónde~~CO2a partir de [1-’4C]glucosay [6-’4C]glucosay secomparóconla
producciónde~H2Oa partir de [5-3H]glucosasegúnla ecuacióndeKatz & Wood (112)
(tabla 10),

A partir de estosdatosy segúnla siguienteecuación,sepudo calcularel flujo a
travésde la víade las pentosasfosfato

_________ SP
2

1-G6~
0 1.2?

Donde
01C02 representael porcentajede [l-”C]glucosa oxidadarespectoa la

utilizada y 06C02 representael porcentajede [6-14C]glucosaoxidada respectoa la
utilizada y Pesel factorque indica la contribuciónprocentualde la vía de la pentosas
fosfato a la velocidadglobal de utilización de la glucosa,de tal forma que el valor
absolutode la glucosametabolizadavía pentosasfosfatosecalcula:

Glucosautilizada(pinol glu/islxh) x P pmolglucosalislxhinetabolizadapor la vía de
laspentosasfosfato,
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TABLA 10. Velocidad de utilización de [5-311]glucosa,velocidad deoxidación de [1-
‘4C]glucosa y de oxidación de [6-14C]glucosaa concentracionesde glucosa3 y 20
mM.

[Glucosa]Utilización glucosaOxidac¡ón[1-’4C]glucosa Oxidación [6-’4C]glucosa
(mM) (pmol glu/islxh) (pmol glu /islxh> (pmol glu /islxh

)

3 12,18+ 0.77 (16) 2,50±0.20 (6)

{*)

0,291,54±0,10(6)

20 45,53±3,02 (15) 7,41±0.62 (7) 6,21±0,62 (7) 0,47

La última colunmade la tabla(*> representael valor absolutode glucosametabolizada
por la víade la pentosasfosfatoy se encuentraexpresadoenpinol glucosa/islxh.Todos
los resultadosestánexpresadoscomo e! valor medio ± S.E.M. El número de las
diferentespreparacionesde islotesusadasparaprobarcadacondiciónseencuentraentre
paréntesis.

En la tabla 10 destacaque el flujo a travésde la vía de las pentosasfosfato
siemprerepresentómenosdel 3% de la velocidadtotal deutilización de [5-3H]glucosa.
Es posiblequedebido aunabajautilización delNADPH producido,nivelesaltosde este
nucleótidoimpidanun mayorflujo metabólicoa travésde estavía por inhibición de la
glucosa-6-fosfatodehidrogenasa(118), Porello, estudiamosel efecto de menadiona(2-
metil-1,4-naftoquinona)10 ¡iM sobrela glucosametabolizadaporestavía. Los islotes
pancreáticoscontienenun sistemaenzimático(quinona reductasa)que catalizala
reducciónde menadionaconcomitantementecon la oxidación de los nucleótidosde
piridina reducidos (NADH, NADPH) (101>. Así, este tratamientoaumentaríala
disponibilidad de nucleétidosoxidados(NAD~ y NADP~) facilitando el flujo de la
glucosaa través de la vía de las pentosasfosfato. Encontramos que la administración de
menadiona10

1iM al medio de incubación,produceun incrementonotablede la glucosa
metabolizadapor estavía. Esteincrementoesdeseisvecescuandola concentraciónde
glucosaes3 mM y seduplica cuando la concentraciónde glucosaesde 20 mM. (tabla
11).
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TABLA 11. Flujo a través de la vía de las pentosasfosfato. Efecto de 10 .sM de
menadiona.

Flujo metabólico (pmol glu/islxh)

Glucosa (mM) Control Menadiona

3 0,2910±0,012(16) 1,76±0,11(16>

20 0,47±0,311(15) 0,842±0,035(16)

Los resultadosestánexpresadoscomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M
obtenidoen un númerovariablede preparacionesde islotesquesedaentreparéntesis.

SALIDA DE PIRUVATO

Paraaclararla aparentediscordanciasurgidaal compararla velocidadglobal de
utilización de glucosacon la sumade su velocidadde oxidacióny de su conversióna
lactatose investjgóla posiblesalidade piruvato al medio extracelular.Con el fin de
evaluar esta posibilidad estudiamosla concentraciónde piruvato en el medio
extracelular.Paraello incubamos120 islotesdurante2 horas,en 60 ji! de KRB pH 7,4
conteniendo20 mM de glucosa.El mediode incubaciónfue dividido endosfracciones,
Una de las fraccionesseincubó durante2 horasmásenpresenciadeNADH y lactato
deshidrogenasa(LDH) en excesoparacatalizarla conversióndepiruvato en lactatoy la

otra fue directamentedesproteinizadasin incubación.A continuaciónsecuantificóla
cantidadde lactatode las dosfracciones.

La figura 10 ilustralos resultadosobtenidosal incubarlos islotesenpresenciade
glucosa20 mlvi. No encontramosdiferenciassignificativasentrela fraccióndelmedio

de incubacióndondecuantificamossólo la producciónde lactato,y la fraccióndonde
cuantificamosel lactatoy el piruvatoproducidos.Tampocoencontramosdiferencias
estadísticamentesignificativas cuando añadimos al medio de incubación D-
gliceraldehido5 mM, tal y comomuestrala figura 10.
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FIGURA 10. Cuantificación de la producción de lactato y piruvato en
el medio de incubación.Los resultadosestánexpresadoscomo el valor medio ±su
correspondienteS.E.Mobtenidoennuevepreparacionesdeislotes,

INHIBIDORES DE LA FUNCIÓN MITOCONDRIAL

Con el fin de caracterizarla relaciónentreel metabolismomitocondrialy la
glicolisis, estudiamosenprimer lugar, el efectode diferentesinhibidoresde la función
mitocondrial sobrela velocidaddeproducciónde ‘4C0

2 a partir de D-[U-”C]glucosa:
La antinjicinaA esun agentebloqueantede la transferenciadeelectronesa nivel del
complejorespiratorioIII, la rotenonabloqueala transferenciade electronesa nivel del
complejo 1, la oligomicinaun inhibidor dela fosforilaciónoxidativay el 2,4-dinitrofenol
un agentedesacoplante.

Seconocedesdehacemuchotiempoquela inhibición de la funciónmitocondrial
bloqueala secreciónde insulina, La figura 11 ilustra como ejemplo el efecto casi
instantáneode la antimicinaA (10 gM) sobre la secreciónde insulina inducidapor
glucosa20 mM enun sistemadinámico de periflisión de islotes.

GILEOSS2OPt4 G20+fr# D-gIicwaId.

Pxducdón l~4ato

m Pmdu~i&x Inztato + pinivalo

61



Resultados

120

jm
40

20

o
o 03

FIGURA 11. Efecto de antimicina A 10 gM sobrela secreciónde insulina
inducidapor glucosa20 mM en islotesperifundidos.Gruposde 40 islotesfueronpre-
perifundidosdurante30 minutoscon glucosa3 mM. Tras esteperiodode estabilización
del que solo seevalúanlos últimoscinco minutos,secMnbia el medio de periflisión a
uno conteniendoglucosa20 mM enpresencia(líneade cruces)o ausenciade antimicina
A 10 jiM (control, linea de cuadrados)manteniéndosedurante30 minutos.Traseste
períodose vuelvea las condicionesinicialesde glucosa3 mM. La concentraciónde
insulina en el perflisadofuemedidaa intervalosde 1 minuto. Cadapuntoes el valor
medio de, al menos,cinco experimentosW su correspondienteS.E.M.

Los distintos inhibidores utilizados (rotenona, oligomicina y antimicina A)
producenuna inhibición de másde un 60%de la oxidaciónmitocondrial.La tabla 12
muestrael descensode la velocidadde oxidacióndeglucosa3 y 20 mM cuandoen el
medio de incubaciónse añadealguno de estos inhibidores, En todos los casosla
diferenciaentreel controly los islotestratadoses significativap<O,OOl.

lO 20 30 40 60

lispo (mm) —o— control
—4-—— lOpMnntinícinsA
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TABLA 12. Efecto de diferentes inhibidores de la función mitocondrial sobre ¡a
velocidadde oxidacióndeglucosa3 y 20 mM.

[Glucosa] (mM) + otros modificadores

Glucosa3 mM

Glucosa3 mM + rotenona10 1.iM

Glucosa3 mM + oligomicina2 ~ig/ml

Glucosa3 mM + antimicinaA 10 gM

Glucosa20 mM

Glucosa20 mM + rotenona10 ¡J.M

Glucosa20 mM + oligoinicina2 gg/ml

Glucosa20 mM + antiimicina A 10 jiM

1.17±0.30

1.08 ±0.17

(4)

(7)

1.46±0.15(8)

9.27±0.46 (28)

2.77±0.19(7)

3.97±0.36(9)

4,68±0.35(8)

Los resultadosestánexpresadoscomo el valor medio ± S.E.M. El
diferentespreparacionesde islotesusadasparaprobarcadacondiciónse
paréntesis,

número de las
encuentraentre

Por el contrario el tratamientocon 2,4-dinitrofenol 100 gM (figura 12) no
modificala velocidadde oxidaciónde glucosa3 ni 20 mM, La velocidadde oxidación
de glucosa3 mlvi permaneceinalterada:2,55±0,14(20) pmol glucosalislxhen ausencia
del desacoplantefrentea2,73 ±0.31(6)pmolglucosa/is]xhenpresenciade 100 gM de
2,4-dinitrofenol.Lo mismo ocun’e cuandola concentraciónde glucosaaumentaa 20
mM: 9,27±0,46(28) pmol glucosa./islxhenausenciade 2,4-dinitrofenolfrente a 9,08
±1,26 (7) pmol glucosa/islxhenpresenciadel agentedesacoplante.

Velocidad oxidación

(pmol glucosa/islxh)

2.55 ±0.14(20)

IP

control

<0,001

<0,001

<0,001

control

<0,001

<0,001

<0,001
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FIGURA 12. Efecto de 2,4-dinitrofenol 100 gM sobre la velocidad de
oxidación de glucosa3 y 20 mM. Cadadato es el valormedio ±su correspondiente
S.E.M. obtenidoen, al menos,seisexperimentosrealizadospor triplicado.

Unavezconocidoel efectoinhibidor sobrela velocidadde oxidaciónde glucosa
y la secreciónde insulina,estudiamosel efectode los inhibidoresinitocondrialessobre
la velocidad de utilización de glucosay la producciónde lactato,El objeto de este
estudiofijé el de evaluarla dependenciade la glicolisis con respectoa la producción
mitocondrial de ATP, El estudio de esta dependencianos podría precisar el
comportamientode la glicolisis global y de la glicolisis anaerobiacuantificadaporel
nuevométodode mediciónde lactato,cuandola produccióndeATP mitocondrialestá
disminuida,lo queocurreal aplicarinhibidoresmitocondriales,De estaformapodremos
determinarsi en ausenciade producciónmitocondrial de ATP se produce una
aceleraciónde la glicolisis con el fin de mantenerlos niveles de ATP, es decir,
determinarsilosislotespancreáticospresentano no efectoPasteur.Encasodepresentar
esteefecto,sereflejaría en unaaceleraciónen la utilizaciónde glucosay enunamayor

3 20

Glucosa(mlvV
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velocidadde producciónde lactato,

Contrariamentea lo esperado,el tratamientocon inhibidores de la fimción
initocondrial no solo no aumentala velocidadde utilización de la glucosa,sino que
además,a concentracionesaltasde glucosa,produceuna inhibición de la velocidad
glicolítica global. La tabla 13 muestracómola velocidadde utilizaciónde glucosa3 mM
no es significativamentemodificadaporrotenona10 kM, ni poroligomicina2 jig/ml o
antimicina A 10 ¡.iM. La velocidad de utilización de glucosa20 mM desciende
significativamenteal incubarlos islotespancreáticosenpresenciade estoscompuestos
a las concentracionesprobadas,con una probabilidadp<O,OOl. El descensode la
velocidadde utilización representa,aproximadamente,el 50% del incrementode la
velocidadde utilizaciónentreglucosa3 y 20 mM.

TABLA 13. Efecto de distintos inhibidoresde la función mitocondrial sobrela
velocidad de utilizaciónde glucosa 3 y 20 mM.

[Glucosa](mM) + otros modificadores Velocidadutilización
(pmol glucosa/islxh)

P

Glucosa3 mM 19.47+ 0.39 (42) control

Glucosa3 mM + rotenona10 gM 19,31±1.88 (6) NS.

Glucosa3 mM + oligomicina2 ~.±g/m1 19.7±1.36 (7) NS.

Glucosa3 mM+antiniicinaA 10 gM 20,19±1.76 (4) NS,

Glucosa20 mM 47.81±1.02 (30) control

Glucosa20 mM +rotenona10 ¡iM 36.89±2,59(6) <0,001

Glucosa20 mM + oligomicina2 gg/ml 33.05& 0.45(6) <0,001

Glucosa20 mM + antinilcinaA 10 kM 33,05±2,19(4) <0,001

Los resultadosestánexpresadoscomo el valor medio ± S.E.M.
diferentespreparacionesde islotesusadasparaprobarcadacondición
paréntesis.Las comparacionesestadisticasse realizaron entre
correspondientecontrol,

El número de las
seencuentraentre
cada valor y su

Encuantoa la velocidadde glicolisis anaerobiacuantificadacomoproducciónde
lactato a partir de glucosa3 o 20 mlvi, no seve afectadasustancialmentepor rotenona
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10 sM, oligomicina2 pg/ml o antinúcinaA 10 jM, tal comosemuestraenla tabla14.

TABLA 14. Efectode los inhibidoresde la funciónmitocondrialsobrela producción
de lactato a partir de glucosa3 y 20 mM.

[Glucosa](mM) + otrosmodificadores Producciónlactato
(pmol glucosa/islxh)

P

Glucosa3 mlvi 21.9+ 1.56(10) control

Glucosa3 mM + oligomicina 2 pg/ml 27.49±2.23 (9) NS.

Glucosa3 nilví + antixnicinaA 10 gM 23.04±2.73(3) NS.

Glucosa20 mM 25.67+ 1.33 (9) control

Glucosa20 mM +rotenona10 1iM 26.37±2.10(10) NS.

Glucosa20 mM + oligomicina2 ~xg/ml 24,42±1.46 (5) NS.

Glucosa20 rniM + antimicinaA 10 ¡j.M 28.87±1.78 (6) NS.

Los islotes fueron incubadosen KJ{B pH 7,4 conteniendoglucosa3 o 20 mM y en
presenciao ausenciade alguno de los siguientes compuestos: rotenona10 gM,
oligomicina2 gg/ml o antimicinaA 10 gM. Secuantificó la producciónde lactato.Los
resultadosestánexpresadoscomo el valormedio±S.E.M. El númerode las diferentes
preparacionesdeislotesusadasparaprobarcadacondiciónseencuentraentreparéntesis.

La figura 13 ilustra el efectodel 2,4-dinitrofenolsobrela producciónde lactato
y la velocidadde utilizaciónde glucosa3 y 20 mM, Observamosque,si bien el 2,4-
dinitrofenol a una concentración100 gM no alterasignificativamenteni la tasade
producciónde lactato apartir de glucosa3 o 20 mM, ni la velocidadde utilizaciónde
glucosa3 mM, da lugara unainhibición de la velocidadde utilización de glucosa20
mM. Estainhibición representaaproximadamenteel 50%del incrementode la velocidad
de utilización entreglucosa3 mM y 20 mM (p’C0,OOl). Paraconfirmar estosdatos
utilizarnosotro conocidodesacoplante:el carbonilcianuro-3-clotOfeflilhidra.ZOfla(CCCP)
auna concentración5 1.tM. Lavelocidadde utilización de glucosa20 mM descendióde
47,81± 1,02 (30) pmolglucosa/islxhen ausenciadel desacoplantea35,56 ±0,86(4)
pmol glucosa/islxhenpresenciade 5 p.tM de CCCP(pcto,OO1). Verificamosla ausencia
de efectode CCCP5 ¡xM sobrela velocidadde utilización de glucosa3 mM (19,47±
0,39 (42) pmol glucosa/islxhen ausenciade desacoplantevs, 17,59+ 1,34 (4) pmol
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glucosa/islxhenpresenciade CCCP5 p.M).
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FIGURA 13. Efectode 2,4-dinitrofenolsobrela velocidadde utilización y la
producción de lactato de glucosa 3 y 20 mM. Cada dato es el valor medio ±su
correspondienteS.E.M.obtenido en, al menos, seis experimentosrealizados por
triplicado. Lascomparacionesestadísticasse realizaronentrecadavalor en ausencia
(control)y presenciade 2,4-dinitrofenol,(**p<0,OO1).

FOSFORILACIÓNDE LA GLUCOSA

Paradeterminarel mecanismode estadependenciade la glicolisis conrespecto
a la producciónmitocondrialde ATP, se estudióla fosforilaciónde la glucosa,reacción
catalizadaporhexoquinasay glucoquinasa,primeraetapadel metabolismodela glucosa
en los islotes. La velocidadde fosforilaciónse midió como la producciónde 3H

20 a
partir de [2-

3H]glucosa(detritiación).Estemétodosebasaenla cuantificacióndel agua
tritiadaqueseformaapartir del 3Jj liberadoen la isomerizaciónentreglucosa-6-fosfato
y fructosa-6-fosfatocatalizadaporla fosfoglucoisomerasa,y suponeque esteproceso
es casi instantáneoen relación con la fosforilación de glucosa. En la figura 14 se
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representala relaciónentrela concentraciónde glucosay suvelocidadde fosforilación.
Estarelaciónmuestraunacinéticahiperbólicaquepresentaunamayorpendientea tajas
concentracionesde glucosa.

Fosforilación glucosa
50

~Eb

o
5 10 15 20

Glucosa(mM)

FIGURA 14. Efecto de distintas concentraciones de glucosa sobre su
velocidad de fosforilación. Cada punto es el valor medio de, al menos, seis
experimentosrealizadospor triplicado. Las comparacionesestadísticasserealizaron
entrecadapuntoy el siguiente(**p<CO,O0l),

Comparandola relación entre la concentraciónde glucosasu velocidad de
utilizacióny suvelocidadde fosforilación,observamosque ambasrelacionesmuestran
cinéticascasiidénticas,incrementandoseambasvelocidadesparalelamenteal aumentar
la concentraciónde glucosa,tal y comosemuestraen la tabla 15. El métodode isótopos
marcadosutilizado es muy sensibley reproducible,como se refleja en el hecho de
encontrar diferencias estadisticamentesignificativas entre cualquiera de las
concentracionesde glucosaprobadas.

u
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TABLA 15. Comparación entre las velocidadesde utilización y fosforilación a
concentracionesvariables de glucosa.
Glucosa

(mM)

Utilización glucosa

(pmol glucosa/islxh)

P Fosforilación glucosa

(pmol glucosalislxh)

IP

0 0.0±0.0(3)

0,2 3,37+ 0.18 (5) <0.001 -

1 9.52±0,90(5) <0,001 5.94±0.27 (8)

3 19.47±0.39(42) <0.001 13.68+ 0,46 (25) <0.001

7 23.84±1.63(4) <0.001

10 33.69±2.16(3) <0.001 -

20 47.81±1.02 (30) <0.001 44.54+ 0.95 (45) <0,001

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio ± su correspondienteS,E.M.
obtenidoenun númerode preparacionesde islotesque serepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaron entre cada valor de glucosay el
inmediatamenteinferior.

Con el fm de evaluarel métodode detritiaciónde [2-3H]glucosacomo indice de
la fosforilación, ensayamosel efecto sobreella de conocidosinhibidoresde la misma
comola manoheptulosay la 2-deoxiglucosa.Mientrasquela manoheptulosainhibe de
forma competitivala fosforilaciónde la glucosa,la 2-deoxiglucosainhibe de formano
competitiva a la hexoquinasa.La 2-deoxiglucosaes fosforilada a 2-deoxiglucosa-6-
fosfato, compuestonometabolizabley que seacumulaen el citoplasmainhibiendoa la
hexoquinasa.Además, la 2-deoxiglucosa-6-fosfatoesun inhibidor competitivode la
fosfoglucoisomerasa,enzimaencargadode catalizarla interconversiónde D-glucosa-6-
fosfatoenD-fructosa-6-fosfato(64).

La tabla16 muestrael efectode la manoheptulosa20mMy de la 2-deoxiglucosa
10mM sobrela velocidaddefosforilación de glucosa3 y 20 mM. El tratamientocon2-
deoxiglucosa10 mM produce un descensosignificativo (p<O,OOl) de la tasa de
fosforilación de glucosa3 y 20 mM. Este descensorepresentaun 54% y un 37%
respectivamente.Paralelamente,el tratamientocon manoheptulosa20 ntM también
reducela fosforilaciónde glucosa3 y 20 mM, representandoestareducciónel 29%y
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53% respectivamente(p<O,OOl). Según estos datos, la manoheptulosainhibe la
fosforilación de la glucosamáspotentementeaaltasconcentracionesdeglucosamientras
quela 2-deoxiglucosalo hacea bajasconcentraciones,

Estadiferenciaselectivaen cuantoa la capacidadinhibidora, apoyalos estudios
realizadosenhomogenadosde islotesen los quese encontróque la D-manoheptulosa
esun inhibidor competitivoexclusivode la glucoquinasa(63).

TABLA 16. Efecto manoheptulosa20 mM y de 2-deoxiglucosa 10
velocidadde fosforilación de glucosa3 y 20 mM

mM sobre la

[Glucosa](mM) + otros
modificadores

Fosforilación glucosa
(pmol glucosa/islxh)

P

3 13,68±0,46 (25) control

3 +manoheptulosa20 mlvi 9.58±0.78 (5) <0,001

3 +2-deoxiglucosa10 mM 6,24±0.16(4) * <0,001

20 44.54±0.95 (45) control

20 + manoheptulosa20mM 20.88±1,26 (5) <0,001

20+2-deoxiglucosa10 mM 28,23±1,88(4) ** <0,001

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M.
obtenido en un númerode preparacionesde islotesque serepresentaentreparéntesis.
(* p<O,Ol y ** p<O,OO2 comparacióncon su correspondientevalor enpresenciade
manoheptulosa).

INIlliB~ORES DE LA FUNCIÓN MITOCONDRIAL Y LA FOSFORILACIÓN
DE LA GLUCOSA.

La inhibición de la función mitocondrial produjo, paradójicamente,una
disminución de la velocidad de glicolisis que se evidenciépor una velocidad de
utilización (detritiación de D-[5-3H-]glucosa) disminuida. La disminución de la
concentraciónintracelularde ATP enestascondiciones,erade esperarqueprodujerauna
aceleración de la glicolisis por desinhibición de la fosfofructoquinasa-1 y,
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consecuentemente,de la hexoquinasaal disminuir los niveles de su inhibidor no
competitivo (glucosa-6-fosfato). Con el fm de detenninar cómo responde
específicamentela velocidadde fosforilaciónde glucosaa estadisminuciónde ATP
mitocondrial, estudiamosel efecto de alguno de los inhibidores de la función
mitocondrialcaracterizadosanterionnente,sobrela fosforilación deglucosa(detritiación
de D-[22H]glucosa) 3 y 20 mM,

La tabla 17 muestrael efectode rotenona10
1M y de 2,4-dinitrofenol100 gM

sobrela velocidadde fosforilacióndeglucosa3 y 20 mM. Observamosque,si bien la
adiciónde rotenona10 ~Mproduceun descensosignificativo (p<0,00l)de la velocidad
de fosforilación de glucosa3 y 20 mM, la administraciónde 2,4-dinifrofenol solo
provocaunadisminución de la velocidadde fosforilacióndeglucosa20 mM (p<O,O

2).
La velocidadde detritiación de glucosa3 mM no es alteradapor la presenciadel
desacoplante.

TABLA 17. Efecto de rotenona10 pM y de 2,4-dinitrofenol 100 p.M sobre la
velocidadde fosforilación de glucosa3 y 20 mM.

[Glucosa](mM)+ otros modificadores Fosforilación glucosa

(pmol glucosa/islxh)

IP

3 13.68±0.46(25> control

3 + rotenona10 gM 8.45±0.72(5) <0,001

3 +2,4-dinitrofenol 100 gM 11.25±2,22(4) NS.

20 44.54±0,95 (45) control

20 + rotenona10 ¡iM 18.66±1.63 (10) <0,001

20 + 2,4-dinitrofenol100 gM 36.04±3.7 (4) <0,02

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E,M.
obtenidoenun númerode preparacionesde islotesque serepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaronentre cadavalor y su correspondiente
control.

La fosforilación de concentracioneselevadasde glucosaen estascondiciones
podría estarlimitada por una reducidadisponibilidadde ATP. Paracomprobaresta

71



Resultados

hipótesis, ensayamosdiferentes sustratosmitocondriales, sobre la velocidad de
fosforilacióndeglucosaenpresenciade B-iodoacetamidacomo agentebloqueantede la
glicolisis, y por tanto de la producciónmitocondrialde ATP por la glucosa.

La tabla 18 muestraque la 13-iodoacetamida1 mM remedaaparentementeel
efecto del bloqueo mitocondrial disminuyendosignificativamentela velocidad de
fosforilación de glucosa20 mM. En presenciade 13-iodoaceta.mida,ninguno de los
sustratosmitocondrialesutilizados(glutaminasolao en combinacióncon leucina,o el
medí-ésterdel ácido succinicoal quese le suponeunamayorfacilidadparaequilibrarse
a travésde la membranaplasmáticaque el ácido succinico)recuperóla velocidadde
fosforilación.

TABLA 18. Efecto de ¡odoacetamida(RA) 1 mM sobre la fosforilación de glucosa
20 mM. Efecto de distintos sustratosmitocondrialesen presenciade lodoacetamida
1 mM sobre la fosforilacióndc glucosa20 mM.
IGlucosa](mM) + otros modificadores Fosforilaciónglucosa

(,lpmol glucosa/islxh)

P

20 n’Jvf 44,54±0,95 (45) <0,001

20+IAA 1 mlvi 17.82±1.33(15) control

20 + IAA 1 mM + glutamina 10 mM 20.29±2.68(5) NS,

20 + IAA 1 mM + glutamina10 mM + leucina10 mM 20.46±1.86(5) N.S.

20 + JAA 1 mM + metilsuccinato10 mM 16.92±2.38(5) N.S.

Cada resultado está expresadocomo el valor medio + su correspondienteS.E.M.
obtenidoenun númerode preparacionesde islotesque serepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasserealizaronentrecadavalory el control (glucosa20
mM con iodoacetamida1 mM>.

La observaciónde quela fosforilacióndela glucosainhibidapori3-iodoacetamida
no esrecuperableporsustratosmitocondrialespodríaatribuirsea dos causas:

1- La B-Iodoacetaniidano esun inhibidorespecificodela glicolisis y produceuna
inhibición inespecíficadel metabolismomitocondrial,
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2- Los sustratosmitocondrialessuministradossonpobrementeoxidados.

Laprimeraposibilidadfué explorada,investigandoel efectode la iodoacetamida
sobrela velocidadde oxidaciónmitocondrialde [2-’4C]piruvatoy L-[U-”C]glutamma:
la producciónde HCO

2 a partir de ambossustratosa una concentración10 mM fié
significativamentedisminuidap<O,OOl (másdeun 50%)en presenciadel inhibidor como
se muestraen la tabla 19. Este efecto inespecificode la B-iodoacetamidasobre el
metabolismooxidativo invalidala estrategiaplanteaday haceinnecesariala búsqueda
de la segundaalternativapropuesta.

TABLA 19. Efecto
distintossustratos.

de iodoacetamida 1 mM sobre la velocidad de oxidación de

[
t4C]Sustrato

(mlvi)
[IAA]
(mM)

Velocidad oxidación
(pmol sustrato oxidado/islxh)

P

Piruvato10 mlvi - 698±0,25 (10) control

Piruvato 10 mlvi 1 2.86±0.35 (6) <0,001

Glutaniina 10 mM - 10.99±0.74(11) control

Glutarnina10 mlvi 1 5.41±0,56(2) <0,001

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio +

obtenido en un númerode preparacionesde islotesquese
Las comparacionesestadísticasse realizaronentre cada
control.

su correspondienteS.E.M.
representaentreparéntesis.
valor y su correspondiente

La carenciade un inhibidor específicodela glicolisis quepermitierabloquearla
producciónmitocondrialde ATP apartir de la glucosaobligó a cambiarla estrategia
experimental. Se planteó entoncessometer a comprobaciónsi la velocidad de
fosfoxilaciónde glucosaa bajasconcentraciones(inferior a 3 mM), cuyometabolismo
esfundamentalmenteanaerobiosegúndatosanteriormentepresentados,era sensiblea
la oxidación de sustratosinitocondriales.Se eligieroninicialmenteel D-gliceraldehido
y el metil ésterdel piruvato.

El D-gliceraldehidoesun sustratoglicolitico queposiblementees fosforiladopor
unatrioquinasaen losislotesy no interfiere,por tanto,directamentecon la fosforilación
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de la glucosa(119>. La tabla20 muestrala dependenciade suoxidación(producciónde
a partir de D-[U-14C]gliceraldehido) con respectoa la concentracióny su

comparaciónconla glucosa.La velocidadde oxidacióndel D-gliceraldehidoaumenta
varias veces cuando su concentraciónse incrementa de 1 a 5 mM. Mayores
concentracionesde la triosa (lo mM) no producenun incrementoadicional de la
producciónde ‘4C0

2. La 13-iodoacetamida(1 mM) reduceaproximadamenteun 50%la
cantidadde “‘CO2 producidoapartir de 5 mM de D-gliceraldehido.La tabla20 también
muestraque la cantidad de equivalentesde hexosaconvertidosa CO2 es bastante
parecidaentreD-glucosa3 mM y D-gliceraldehido1 mM, mientrasquela velocidadde
oxidaciónde D-glucosa20 mM es significativamentemayorque la oxidaciónde D-
gliceraldehido5 mM. Los resultadosde estatablaseencuentranexpresadosen pmol de
equivalentesde hexosaparafacilitar la comparacióndirecta entre la velocidadesde
oxidaciónde glucosay gliceraldehido.

TABLA 20. Velocidad de oxidación de D-gliceraldehidoy D-.glucosa a distintas
concentraciones.

D-[U-”‘C]Sustrato (mM) +
otros modificadores

Velocidadde oxidación
(pmo! equivalentehexosa/islxh)

P

0-Oliceraldehido(1) 1.9±0,6(4) <0,02

D-Gliceraldehido(5) 5.0±0,4 (9) control

D-Gliceraldehido(10) 5,6±0,2(4) N.S.

D-Gliceraldehido(5)+]IAA 1 mM 2.3±0.1(5) <0,001

D-Glucosa(3) 2.7±0,2 (5) <0,05

D-Glucosa(20) 10.9±0,9 (7) <0,001

Los resultadosrepresentanel valormedio±su correspondienteS EM. El númerode las
diferentespreparacionesde islotesusadaspara cadacondición se encuentraentre
paréntesis.

La velocidadde oxidaciónde D-gliceraldehidosecorrelacionacon sucapacidad
de estimulardirectamentela secreciónde insulinacomoseobservaen la tabla21; esta
estimulacióndependede la concentracióndeD-gliceraldehidoy alcanzaunmáximoa
5 mM que induce una secreciónaproximadamenteigual a la mitad de la máxima
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inducidapor glucosa(20 mM). Concentracionesmayoresde la triosa, 10 o 20 mM,
producenuna respuestasecretorasignificativamentemenor. Es por tanto razonable
pensarque el D-gliceraldehidoaumentala secreciónde insulina aumentandola
producción mitocondrial de ATP según el argumento que sostiene la hipótesis
metabólicade la secreciónde insulina,

TABLA 21. Cantidad total de insulina liberadapor islotesperifundidosestimulados
con D-glucosa o D-gliceraldehido.

Secretagogo(mM) Secreciónde insulina

(ng ¡ 30 mm x 40 islotes)

P

Glucosa(3) 15.5±2.5 (5) control

Glucosa(20) 111.0±2.6(6) ~“‘ <0,001

D-gliceraldehido(1) 37.2±3.0(5)* <0,01

D-gliceraldehido(5) 63.4±4,9 (4) <0,001

D-gliceraldehido(10) 47.8±2.3 (3)** <0,001

D-gliceraldehido(20) 34,6±1.0 (3)* <0,001

Gruposde 40 islotes fueronpre-perifundidosdurante30 minutoscon D-glucosa3 mM
o en ausenciade sustratos.Tras esteperíodode estabilización,secambiael medio de
perifusióna uno conteniendoD-glucosao D-gliceraldehidodurante30 minutos,Las
condicionesdel periodode pre-perifusiónfueron restablecidasotra vez durantelos
últimos 25 minutos,Laconcentraciónde insulinaen el perfrsadoflhé medidaa intervalos
de 1 minuto, Los resultadosrepresentanel valor medio±su correspondienteS.E.M. de
la cantidadtotal de insulina liberadadurantelos minutos 31-60 de la perifusión.El
númerode las diferentespreparacionesde islotes usadosparaprobarcadacondición
experimentalsedaentreparéntesis.(* P<0,01,** P<0,05y *** P<0,00lcomparando
conD-gliceraldehido5 mM).

La figura 15 muestrala estimulaciónde la secreciónde insulinaproducidaporD-
gliceraldehido5 mM y glucosa20 mM enun sistemadinámicode perifusiónde islotes,
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FIGURA 15. Secreción de insulina producida por glucosa 20 mM y D-
gliceraldehido5 mM, Gruposde 40 islotesfueronpre-perifúndidosdurante30 minutos
conD-glucosa3 n*vl o en ausenciade sustratos,Trasesteperiodode estabilización,se
cambia el medio de periflisión a uno conteniendoD-glucosa 20 mM (A) o
gliceraldehido5 mM (O) durante30 minutos,Las condicionesdel períodode pre-
perifusiónfueronrestablecidasotra vez durantelos últimos 25 minutos, El flujo fue
recolectadodespuésde 25 minutos de pre-periflisión (minuto O de la gráfica). El
contenidode insulina fuemedido a intervalosde 1 minuto, El númerode diferentes
preparacionesde islotesusadosparaprobarcadacondiciónexperimentalfue, al menos
cinco.

El piruvato es sustancialmenteoxidado por la célulasde los islotes de forma
dependientede su concentración(84) pero,paradójicamente,no estimula“per se” la
secreciónde insulinacomolo haceel D-gliceraldehidoo la propiaglucosa.Pensandoen
unaposiblelimitación de su metabolismopor su bajapermeabilidaden la membrana
plasmática,seha utilizado recientementesu éstermetílico que se transportarlamás
eficazmentey quese hidrolizaríagenerandopiruvato en el citoplasma(120).

Ambos sustratos,D-gliceraldehido5 mM y metil piruvato 10 mlvi se ensayaron
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sobrela fosforilaciónde glucosa.La tabla 22 demuestraque ambosprodujeronuna
disminuciónde la fosforilaciónno solo aconcentracionespequeñas(1 mM) sinotambién
a concentracionessaturantes(20 mM) de glucosa.Un aspectoimportantea destacares
que el porcentajede inhibición (entomoa un 30%) fuéconstante,independientede la
concentraciónde sustrato (glucosa) utilizada. Ello es altamentesugestivode una
inhibición de la fosforilación(actividadhexoquinasade bajo Km) por la producción
mitocondrial de ATP (a través de la inihibición de la f’osfofructoquinasay
secundariamentede la hexoquinasapor acumulaciónde suproducto,glucosa-6-fosfato).
El descensoabsolutode la fosforilacióna glucosa20 mM (14 pmol glucosa/islxh)es
casi idéntico a la velocidadde detritiación(13.68 ±0.46 (25) pinol glucosa/islxh)
obtenidaaunaconcentraciónde glucosa(3 mM) que puedeconsiderarsesaturantede
la actividadhexoquinasa(ver tabla 22),

TABLA 22. Efecto de D-gliceraldehido 5 mM y de metil piruvato 10 mM sobre la
velocidadde fosforilación de 1, 7 y 20 mM deglucosa.

Sustrato Fosforilación Glucosa

(pmol glucosa/islxh)

IP

Glucosa1 mM (control) 5,94 + 0,27 (8) control

Glucosa1 mM +D-gliceraldehido5 mlvi 4,03±0,18 (8) <0,001

Glucosa1 mM +Metilpiruvato 10 mM 4,38±0,34(4) <0,01

Glucosa7 mM (control) 23,84±1,63(4) control

Glucosa7 mM + 0-gliceraldehido5 mM 15,78±0,81(4) <0,01

Glucosa7 mM + Metilpiruvato 10 mM 16,17±1,75 (4) <0,02

Glucosa20 mM (control) 54,05 ±0,7 (6) control

Glucosa20 mM + D-gliceraldehido5 mM 39,96±2,57 (6) <0,001

Glucosa20 nTh4 + Metilpiruvato 10 mM 40,24±1,89 (6) <0,001

Cada resultadoestáexpresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M,
obtenido en un númerode preparacionesde islotesqueserepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaronentre cadavalor y su correspondiente
control.
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Otros sustratosmitocondrialescomo el piruvato 10 mM y la glutamina10 mM
o la leucina 10 mM, solas o en combinación, fueron incapacesde modificar
significativamentela velocidadde fosforilaciónde glucosa20 mM, comoseresumeen
la tabla23. Tampocola combinaciónde glutarnina 10 mM y leucina10 mM modificó
la velocidadde fosforilaciónde glucosa3 o 7 mM (tabla23).

TABLA 23. Efecto de sustratosmitocondriales sobre la fosforilación
mM,

de glucosa20

[Glucosa](mlvi) + otrosmodificadores Fosforilaciónglucosa

(pmol glucosa/islxh)

P

20 mlvi 44,54±0.95 (45) control

20 mM + glutamina10 mM 44,46±3,98 (5) N.S.

20 mM + leucina10 mlvi 46.97±2,89 (5) N.S.

20 mlvi +glutamina 10 mM + leucina 10 mM 48.25±1.49 (4) NS.

20 mM + metilsuccinato10 mM 42.73±.0,79 (3) NS.

3inM 13.68±0.46(25) control

3 mlvi +glutamina 10 mM + leucina10 mM 14.33±1,14 (3) NS.

7 mlvi 23.84±1,63 (4) control

7 mM + glutanÉna10 mM + leucina10 mM 27.39±1.33 (3) N.S.

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio + su correspondienteS.E.M.
obtenido en un númerode preparacionesde islotesqueserepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaronentrecadavalor y su correspondiente
control.

OXIDACIÓN DE OTROSSUSTRATOS

Buscandounaexplicaciónde por qué estossustratosno afectanla fosforilación
de glucosa,utilizada comounasondasensiblea lasposiblesvariacionescitosólicasde
ATP, se estudiósu velocidadde oxidaciónmitocondrial(producciónde ‘4C0

2 a partir
del correspondientesustratoradioisotópicamentemarcado),investigandosu sensibilidad
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a rotenona(inhibidor especificode la cadenarespiratoria)y a oligomicina(dependencia
de la oxidaciónconrespectoa la fosforilaciónoxidativa).

La tabla 24 muestralas velocidadesde oxidación de todos los sustratosen
comparaciónconla de la glucosa.Hay queteneren cuentaque,parapoderlascomparar
desdeel puntodevista energético(producciónde ATP), habríaque expresarlastodasen
relaciónal númerode carbonos.La oxidaciónde glutaminaes ligeramentesuperiora la
de la glucosay comoesta,seinhibe en un70%aproximadamenteporrotenona10 I.tM.
Sorprendentemente,a diferenciade la oxidación de glucosa, que es inhibida por
oligomicina 2 gg/ml en un 60%, la de glutaminano essignificativamentemodificada.

TABLA 24. Efecto de rotenonay oligomicinasobrela velocidadde oxidaciónde
diferentessustratos.

Velocidadde Oxidación(pinol sustratooxidado/islxh)

[‘4C]Sustratos Control Oligomicina2 ~ig/ml P Rotenona10 pM P

Glucosa3 mlvi 2,55 + 0,14(20) 1.08±0.17(~> <0,001 1.17±0,30(4) <0,001

Glucosa20 mlvi 9.27±0,46 (28) 3.97±0.39(9) <0,0012.77±0,19(7) <0,001

Glutamina 10 mlv! 10,9±0,74(11)10,39±10,87(7) NS. 3,69±0,39(5)<0,001

Leucina10 mlvi 4.82±0.39(18) 2,39±0,20 (5) <0,01 1.84±0.14(5)<0,001

Piruvato 1 mlvi 1,18 ±0,137(9)0,928±0,006(6) N.S. 0,5±0,008(6)<0,01

Piruvato 10 mM 6,98±0,25 (10) 4,82±0,22(11) <0,0012,35±0,16(5)<0,001

Piruvato20mM 8,62±0,67 (5)

Cada resultadoestá expresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M.
obtenidoenun númerode preparacionesde islotesqueserepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaronentre cadavalor y su correspondiente
control.

El piruvato se oxida de forma dependientede su concentración,alcanzandoun
máximoporencimade 10 mlvi. En relacióncon la oxidaciónde glucosa(liexosa),la
velocidadmáximade oxidaciónde piruvato (derivadode unatriosa)representamenos
de un50%.La oxidacióndepinivato 1 y 10 mM esinhibidapor rotenona10 ¡xM enun
58 y 66%respectivamente.Porel contrario,mientrasquela oxidaciónde piruvato 1 mM
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no ffié significativamentedisminuidapor oligomicina(2 ~ig/ml),éstaredujola oxidación
de piruvato 10 mM sólo en un 30%. La velocidadde oxidación de leucina 10 mM
representaun 50%aproximadamentede la de glucosa20 mM y es, siimilarmentea la de
glucosa,inhibida porrotenonay oligomicina.

Paraobteneruna mayorevidenciaexperimentalde que la oxidación de estos

sustratoses fúndamentalmentemitocondrial, se ensayaronconocidosinhibidores del
ciclo de Krebs, como el fluoro-acetato(inhibidor de la citrato sintasa)y el ácido
malónico (inhibidor de la succinicodehidrogenasa).Como muestrala tabla 25, ni el
fluoroacetato 10 mM ni el malonato 5 y 10 mM fueron capacesde reducir
significativamentela oxidaciónde glucosao de glutanúna.Ello sugierequelascélulas
de losislotessonpocopermeablesaestosinhibidores.

TABLA 25. Efecto del fluoroacetatoy ácido malónico sobre la velocidad de
oxidacióndeglucosa20 mM y glutamina10 mM.
[‘4C]sustrato(mM)

+ otrosmodificadores

Velocidadoxidación

(pmol sustratooxidado/islxh>

P

Glucosa20 mM 10.35±1,18 (6) control

Glucosa20 mdvi + fluoroacetato10 mM 11,0310.94(4) NS.

Glucosa20 mM + ácidomalónico5 mM 11.21 + 1.12 (4) N.S.

Glucosa20 mM + ácido malónico 10 mM 10.22±0.88 (4) NS.

Glutamina10 mM 12.96±0.7 (3) control

Glutainina10 mlvi + fluoroacetato10 mlvi 13.47±0,83(3) N.S.

Cadaresultadoestáexpresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M.
obtenidoen un númerode preparacionesde islotesqueserepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaronentre cadavalor y su correspondiente
control.

Se descartó que el piruvato o la glutamina tuvieran un metabolismo
fundamentalmenteanaerobiomidiendosu conversióna lactato.Comoserepresentaen
la tabla26, ni el piruvato (30mM) ni la glutaniina(10 mM) fueronsignificativamente
convertidosa lactato.

80



Resultados

TABLA 26. Conversión a lactato de piruvato 30 mM y glutamina10 mM

.

Sustrato Producciónde lactato(pmol eq. glucosa/islxh)

4,74~ 1,29 (7)Piruvato30 mM

Glutarnina10 mJvI 3,79+ 0,64 (4)

Los resultadosrepresentanel valormedio±su correspondienteS.E.M.El númerodelas
diferentespreparacionesde islotes usadaspara cadacondición se encuentraentre
paréntesis.

La secreciónde insulina(tabla27) fue estimuladafundamentalmentepor glucosa
y enmuchomenorgradopor leucinacuyo efecto fué significativamentepotenciadopor
glutaminaquecarecede esteefectocon la glucosa.Ni la glutamina,ni el piruvatoo el
metilpiruvatoestimularonsignificativamentepor si mismosla secreciónde insulina,
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TABLA 27. Efecto de distintos sustratossobre la secreciónde insulina,

Secreciónde insulina

(pg/minxisl)

Glucosa3 mM 8,8±1,4 (8)

Sustratos

Glucosa7 mM

Glucosa20 mM

Piruvato 10 mM

Piruvato 20 mM

Glutamina10 mM

Leucina 10 mM

Metilpiruvato 10 mM

Glutanúna10 mM+ Leucina10 mM

Glutamina10 mM + Piruvato 10 mM

Glucosa20 mM + Piruvato 10 mM

Glucosa3 mM + Piruvato 10 mM

Glucosa7 mM + Piruvato 10 mM

Leucina 10 mM + Piruvato 10 mM

59 1 5,6 (8)

911 15 (7)

2,27+ 0,24 (5)

2,29±0,33 (5)

5,68±0,83 (8)

13,05±1,04 (16)

9,64+ 1,4(8)

73,4±6,3 (13)

15±4.9(8)

106±14(8)

12,3±1.4 (8)

63 ±10 (8)

11.3 ±2.4(8)

Los resultadosrepresentanel valormedio±su colTespondienteS,E.M. El númerode las

diferentes preparacionesde islotes usadaspara cada condición se encuentraentre
paréntesis.

Estudiamosde la velocidadde oxidaciónde otrossustratoscomo la L-alanina,L-
usinay L-prolinay su capacidadparaestimularla secreciónde insulina.Observamos
que estosaminoácidosno son prácticamenteoxidadosy son incapacesde estimularla
secreciónde insulinapor si solos,Lavelocidadde oxidaciónde estossustratosno difiere
significativamentede su correspondienteblanco (valor de oxidaciónen ausenciade
sustrato)(tabla28).

P

Control

<0,001

<0,001
<0,001

<0,001

N.S.

<0,001

N.S,

<0,001

p<0,ol

p<0,001

N.S,

p.ct0,001

N.S.
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TABLA 28. Velocidadde oxidación y secreciónde insulina de distintos aminoácidos.

Sustrato Velocidad oxidación

(‘4C]sustrato

Secrecióninsulina

(pg/minxisl)
frmol/islxh)

L-alanina10 mlvi 0.91 ±0,2(12) 5.06±1.1 (10)

L-lisina 10 mM 0.1±0.0(6) 8,2±1.0 (10)

L-prolina 10 mM 1,12±0.03(4) 3.1 ±0.54(6)

O-Glucosa3 mM 2,55±0.14 (20) 8.8 + 1.4 (8)

D-Glucosa20 mM 9.27±0,46(28) 91 t 15 (7)

Los resultadosrepresenúmel valormedio+ sucorrespondienteSRM. El númerode las
diferentespreparacionesde islotesusadaspara. cada condición se encuentraentre
paréntesis.

Al observarla potenciaciónde la D-glutaminasobre la secreciónde insulina
inducida por L-leucina, estudiamosel efecto de L-leucina sobre la velocidad de
oxidación de D-glutaminay biceversa.La L-leucina no incrementala velocidadde
oxidaciónde la D-glutamina,pero la 0-glutaminadesciendela producciónde ‘4C0 a
partir de L-[U-’4C]leucina.
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Tabla 29. Efecto de L-leucina sobre la oxidación de D-[U-’4C]glutamina y ID-
glutaminasobrela oxidacióndeL-[U-’4C]leucina.
Sustrato Velocidad de oxidación

(pinol sustrato oxidato/islxh) P

D-[U-’4C]glutamina 10 mM 10,99±0,74 (11) Control

D-[U-’4C]glutamina 10 mM
+ L-leucina 10 mlvi 10.64±1.05 (5) N.S.

L4U-’4C]leucina10 mlvi 5,82+ 0.39 (28) Control

L-[U-’4C]leucina 10 mM
+D-glutaniinalOmM 2,59±0.091(5) <0,001

Cada resultadoestáexpresadocomo el valor medio ± su correspondienteS.E.M.
obtenidoen un númerode preparacionesdeislotesque serepresentaentreparéntesis.
Las comparacionesestadísticasse realizaronentrecadavalor y su correspondiente
control.
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DISCUSIÓN

La relaciónentrela concentraciónde glucosay la producciónde lactatoen los
islotesde Langerhans,muestrauna saturacióna concentracionesbajasde glucosa.La
producciónde lactatollegaa sumáximoa una concentracióndeglucosa3 mM y a la
mitad de su máximo a una concentración0,5 mlvi. Esta curva dosis-respuestaestá
significativamentemás desplazadahaciala izquierda que las descritasanterionnente
(8,97,98).Estasdiferenciaspuedenserdebidasa los diferentesmétodosempleadospara
la determinacióndel lactato:conversiónenzimáticadel lactatoapiruvatoporla lactato
deshidrogenasay NAD+ en un equilibrio desfavorable(rangonanomolar)(97), frente
al presentemétododirecto,basadoen la separaciónpor cromatograflalíquida de alta
resolucióndeun derivadodel lactato(rangopicomolar)(113).El métodousadoen este
trabajo es más sensibleque cualquierade los métodosenzimáticos,con la ventaja
añadidade no tenerquetratar conla inespecíficidadrelativade la lactatodeshidrogenasa
que sehaobservadoquesobreestimala conversióndeglucosaa lactatoen islotes(82).
ZawalichyMatsch¡nsky,usandoun métodoenzlináticocon amplificacióndel NADEI por
ciclación enzimática,obtuvieronresultadosmáspróximos a los presentadosen este
trabajo(valor de la Km aparentealrededorde 2 mM de glucosa)<99). Las velocidades
máximasde producciónde lactato en presenciade glucosavarianmuchoentrelos
distintosestudiospublicadosanteriormente,conun rangodevariación entre30 y 120
pmol de lactato por islote y hora (8,82,97,98,99,101revisión 7). Las variaciones
encontadasen los niveles de lactatopuedenseratribuiblesal tamañovariable de los
islotes;nuestrosresultadosse encontraríanen el limite inferior de esterango.El hecho
de quelos islotesde ratón ob/oh (másdel 90%de suscélulasson13) muestrenniveles
similaresdeproducciónde lactatoa los de nuestrosislotes, sugierenfuertementeque
nuestrosdatossonrepresentativosde las células13 de los islotes (121).

Lautilizaciónde glucosaporlos islotesde ratapresentaunamarcadadependencia
de la concentraciónextracelularde glucosa.Al contrarioque la producciónde lactato,
la velocidad de utilización sigue aumentandoal incrementarde 3 a 20 mM la
concentraciónde glucosaen el medio deincubación;esteincrementoes de2,25 veces.
Esteaumentoes significativamentemenorquelos presentadosanteriormenteenotros
trabajos,perocoincidecon estudiosrecientesde otrosgruposinvestigadores(121).Estos
resultadosparecenindicar que a concentracionessubestimuladorasde glucosa, el
metabolismo de los islotes pancreáticoses predominantenienteanaerobio.En la
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cuantificaciónde la velocidadde oxidaciónde glucosa,observamosque al incrementar
su concentracióna20 mM seproduceun incrementopreferencialde la oxidacióndela
glucosa,ya quela producciónde lactatopermanececonstante,

Lospresentesresultadosconfirmanestudiosanterioresdel efecto inhibidor de la
13-iodoacetanúdao iodoacetatosobrela utilización de glucosay caracterizanconmás
detalleel efectosobrela produccióndelactato (65,91,122,127).Demostramosquetanto
la utilización de glucosa20 mlvi comosu respuestasecretorasonmássensiblesa la fi-
iodoacetamidaquela producciónde lactato: 0,1 mM del inhibidor produceun descenso
significativo de la secreciónde insulinay de la velocidadde utilización de glucosa20
mlvi, perono tiene efectoen la producciónde lactatode 3 ni de 20 mM de glucosa,así
como sobrela velocidadde utilización de glucosa3 mM. Estopareceindicar que la
reducciónde la actividadde la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasacausadapor13-
iodoacetamida0,1 mlvi, restringela capacidadglicolitica máximade los islotesperono
limita la glicolisis a concentracionesde glucosasubsaturantes,Este hechotambién
apoyarlala ideade quela fonnaciónde lactatono seincrementasustancialmentea altas
concentracionesde glucosay que esel destinopredominantede la glucosaa bajas
concentraciones.La disminución en paralelo de la utilización de glucosay de la
fonnaciónde lactatohastanivelesmuy bajos, demuestrael potenteefectode altas
concentracionesde B-iodoacetamidasobrela glicolisis de los islotes.

La inhibición dependientede la concentraciónde D-manoheptulosasobre la
secreciónde insulinainducidapor glucosa20 mM encontradaen estetrabajoessimilar
a la relacióndescritaen trabajosanteriores(62,122).Una relaciónsimilar tambiénse
puedeaplicara la inhibicióndel metabolismode glucosa20 mM por D-manoheptulosa:
A la máximaconcentraciónefectiva(5 o 20 mM), el inhibidor provocaun descensode
la utilizacióny de la oxidaciónde glucosa20 mM hastanivelesligeramentepor encima
de los obtenidos en glucosa 3 mM. Esta relación entre la concentraciónde D-
manoheptulosay la utilización (122) o la oxidación deglucosa20 mM (8,62> yahasido
descritaanteriormente.Aunqueen alguno de estostrabajos(117,98) se encontraros
contradiccionesentre la capacidadde la D-manoheptulosapara inhibir la utilización
(122) o la oxidación(62) y su ausenciade efectosobrela producciónde lactato,la cual
aumentabaal aumentarla concentraciónde glucosaen un rango estimulantede la
secreción(3 a27,5 mlvi) (62,65,122).En nuestrotrabajose demuestraque la producción
de lactato a partir de glucosa 3 o 20 mM es solo ligeramenteafectadapor D-
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manoheptulosaen comparacióncon otrosparámetrosmetabólicosa 20 mM deglucosa.
De acuerdoconestehallazgo,la D-manoheptulosano inhibe, o afectaligeramente,tanto
la velocidaddeutilización como la de oxidaciónde glucosa3 mM.

La D-manoheptulosacompite con la glucosapor el transportea travésde la
membranaenlas células13(62)y actúacomounmhibidorcompetitivode la fosforilación
de glucosaen homogenadosde islotes (65,123) o del isoenzimade glucoquinasa
purificadacromatográficamente(97) conunosvaloresde Kl de 0,25 (35) o 0,7 mM (97).
Porotraparte,en homogeneizadosde islotesde ratonesob/ob sehademostradoquela
D-manoheptulosainhibe la actividadde la fosforilaciónde la glucosadealto Km pero
no la debajoKm (63). La inhibiciónmáximadel metabolismode la glucosa20 mM por
D-manoheptulosa5 mM es compatiblecon el bajo valor desu Ki por la glucoquinasa
(97,65).La ausenciade efectospotentessobreel metabolismoa bajasconcentraciones
deglucosapodríatambiénexplicarsepor unainhibiciónpreferencialde la glucoquinasa
frente a la hexoquinasade bajoKm enislotes(63).

Enresumen,los presentesresultadosmuestranque la producciónde lactatoestá
prácticamentesaturadaa bajasconcentracionesde glucosa, lo que sugiereque es el
principalproductofinal de la glicolisis catalizadapor la hexoquinasade bajo Km. Con
respectoal posiblemecanismo,es posiblequela LDH de los islotesademásde estar
poco expresadaen las células13(124),tengaun Km parael piruvatoque es menorque
el correspondientevalor del sistemadetransportemitocondrial.Independientementedel
posiblemecanismo,la restricciónde la producciónde lactatoa altasconcentracionesde
glucosa,es otro factor importante que probablementecontribuyaa la estimulación
preferencialdel metabolismooxidativo de los islotes,que acompañala activaciónde la
secreciónde insulinaen las células13.

El estudioenparalelode los distintosparámetrosmetabólicosnoshapermitido
estudiarla contribucióncuantitativade la oxidacióny de la producciónde lactatoa la
velocidadglobal de utilización deglucosapor los islotes.Mientrasquea concentraciones
bajas de glucosa(3 mlvi, no estimulantede la secreción)casi toda se transformaen
lactato(90%), a concentracionesaltas(20 mM, estimulomáximoparala secreción)se
produceun aumentode su oxidaciónmitocondrialaunqueno de la producciónde lactato,
Esteaumentode la oxidaciónsólojustificacuantitativamenteun 50%del incrementode
la utilizaciónglobal de glucosa(producciónde 3H

20)quetiene lugarpor el cambiode

87



DI.50US1ó12

su concentraciónde 3 a 20 mM. El 50%restantede estarespuestametabólicade los
islotesa la glucosapodríadeberseaun aumentodel flujo en otrasvías diferentesa la
glicolisis (vía pentosafosfato?)o debersea la conversiónde piruvatoen aminoácidoso
lípidos. El flujo de glucosaa travésde la vía de laspentosasha sidoevaluadoen este
trabajo y confirma resultadosanteriores:estavía no pareceser cuantitativamente
importante, ni dependerde la concentraciónde glucosa (21). El aumento de la
concentraciónde glucosade 3 a 20 mM produceunadisminucióndel porcentajede
glucosautilizadaquesemetabolizapor estavía pasandodel 2,5 al 1%. Sepensóquela
ausenciade un mayor flujo metabólicoa travésde estavía podríaser debido a la
inhibición de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasapornivelesaltos de NADPH (68,118).
Por ello utilizamosel tratamientoconmenadionala cual sereduceoxidandoel NADPH,
disminuyendoportantosusniveles,Estetratamiento,apesarde incrementarseisveces
el flujo de la vía de las pentosasfosfatoa glucosa3 mlvi y el doble a glucosa20 mlvi, no
presentaunarelaciónpositivadependientede la concentraciónde glucosacomoocurre
en el procesode secreciónde insulina, la cual aumentaal incrementarsela glucosa
extracelular.

La búsquedade unarespuestanosllevó a estudiarla salidadepiruvato al medio
extracelular,El estudioexhaustivode estaposibilidaddemostróqueno seobservasalida
depiruvatoal medio extracelular.La síntesisde novode lípidos no parecetampocoser
cuantitativamenteimportante(125). Portanto,seríainteresanteinvestigaren un futuro
si la síntesisde aminoácidospodríajustificar ese50% de aumentodel metabolismo
global de la glucosaqueocurrea concentracionesde la mismaque sonestimulantesde
la secreción.

Enrelaciónconaspectosreguladores,la inhibición dela funciónmitocondrialcon
inhibidores de la cadenarespiratoria (antimicina A, rotenona), de la respiración
(oligomicina) o agentesdesacoplantes(dinitrofenol) produce,paradójicamente,una
inhibición de la velocidadglobal de utilización de glucosa20 mM, Estainhibición no
seacompañade unadisminucióndela producciónde lactatoquepermaneceinalterada
y es independientede que la oxidación de la glucosano seamodificada(agentes
desacoplantes)o inhibida(rotenona,oligomicina), Ladisminuciónde la concentración
intracelularde ATP era de esperarqueprodujerauna aceleraciónde la glicolisis por
desinhibición de la fosfofructoquinasay, consecuentementede la hexoquinasaal
disminuir los nivelesde glucosa-6-fosfato.Esta ausenciade efectoPasteur,evidenciada
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previamenteenausenciade oxígeno(75),pareceserunacaracterísticade las células13
de los islotes que las diferenciade otras células del organismoy que ni siquiera
compartenalgúntipode célulafi tumoralqueno segregainsulina enrespuestaa glucosa:
las células RIIN5mF responden a la anoxia (76) o a la inhibición de susmitocondrias
(124) conunaaceleraciónde su velocidadde utilizacióny dela producciónde lactato
de hastacasi20 veces.Unade la hipótesisplanteadasparaexplicarla inhibición de la
utilización de la glucosapodríaserla falta de ATP parafosforilarla.El planteamiento
experimentalestablecidofué el estudiodel efectode diferentessustratosmitocondriales
sobre la velocidadde fosforilación de glucosaen presenciade i3-iodoacetamida.Al
observarqueni la utilizaciónni la fosforilaciónde la glucosaserecuperabanbajo estas
condiciones,noshizopensaren la posibilidadde quela B-iodoacetarnidaafectaraaotros
nivelesademásde la glicolisis. El estudiodel efectode la B-iodoacetaxnidasobre la
oxidación del piruvato y de la giutamina confinnó que producía una inhibición
inespecíficadel metabolismomitocondrialde los sustratosusados.Por lo tanto,no se
puede utilizar la 13-jodoacetamidacomo inhibidor especifico de la glicolisis. Este
hallazgonos obligó a cambiarde estrategia.

Estudiamos el efecto del D-gliceraldehido y el metilpiruvato (sustratos
mitocondriales)sobrela fosforilación de la glucosa.Elegimosel D-gliceraldehidoal ser
un sustrato glicolítico que esposiblementefosforilado por una trioquinasa en los islotes
y por tanto, no interfiere directamentecon la fosforilación de la glucosa(119). El
piruvatoessustancialmenteoxidadopor la célulasde los islotesde forma dependiente
de su concentración(84) pero, paradójicamente,no estimula “per se” la secreciónde
insulinacomolo haceel D-gliceraldehidoo la propiaglucosa.Pensandoenunaposible
limitación de sumetabolismopor la bajapenneabilidadde la membranaplasmática,se
hautilizado recientementesu éstermetilico quese transportarlamáseficazmentey que
sehidrolizaríagenerandopiruvatoen el citoplasma(120).

Nuestrosresultadosconfirman que el D-gliceraldehidoes un iniciador de la
secreciónde insulina en islotes aislados de rata (77). Observamosuna respuesta
significativa ya a unaconcentraciónde D-gliceraldehido1 mM. La magnitud de la
respuestasecretorapareceque alcanzaun máximoalrededorde 5 mM y decrecea
mayoresconcentracionesde la triosa (10y 20 mlvi). Estarespuestasecretoramáxima
inducidapor el D-gliceraldehidoesaproximadamentela mitaddela inducidaporglucosa
20 mM, hechoqueya hasido reseñadoanteriormente(79). El estudioen detallede la
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relación ente la concentraciónde D-gliceraldehidoy su velocidad de oxidación
realizadoporprimeravezen estetrabajo,en comparacióncontrabajosanterioresen los
que solamenteserealizó el estudiometabólicoa una solaconcentraciónde la triosa
(77,78,79,80),noshallevadoaobservaruna dependenciapositivaentrela velocidadde
oxidacióndeD-gliceraldehidoenun rangode 1 a 5 mMy su capacidadestimuladorade
la secreciónde insulina.Unaconcentraciónsuperiorde la filosa no produceun aumento
de suvelocidadde oxidaciónperodisminuyesu capacidadsecretora.Es posiblequeesta
reducciónde la respuestasecretoraencontradaaconcentracionesmayoresde 5 mM de
D-gliceraldehidoen este trabajo o a concentracionessuperioresen otros trabajos
(79,126),seadebidoaunaacumulaciónde metabolitosácidoscomoel D-lactato(hecho
demostradoen nuestro laboratorio,datosno mostrados,82) o el glicerato-1-fosfato
(119). Estos compuestosinducirían una acidificación del citoplasma(frente a la
alcalinizaciónqueinduceel incrementode glucosa>que podríajustificarporun efecto
inespecificoel descensode la concentraciónde ATP observadoen islotesexpuestosa
altasconcentracionesde triosa (77).

Según estoresultados,el D-gliceraldehidoesoxidado en los islotesde forma
dependientede su concentracióny estadependenciaes similar a la caracterizadaen su
actividadsecretora,Probablementeimita el efectode la glucosaentrandoen la glicolisis
y produciendopiruvato queentraenla mitocondriaparagenerarATP. Igualmente,el
metilpiruvatopareceser que se transportaal interior de las célulasfi máseficazmente
que el compuestono esterificadoy que sehidroliza generandopiruvatoen el citosol
(120). Ambos compuestosproducenun descensode un 30% de la velocidad de
detritiaciónde la [2-3H]-glucosa1 mM, A estaconcentracióndeglucosa,la mayorparte
(probablementemás del 90%) es convertidaa lactato y su oxidaciónmitocondrial
probablementeconúibuyamuypobrementeal incrementode ATP citosólico, Dehecho,
seha visto que el contenidototalde ATP de los islotes desciendea concentraciones
inferioresa 3 mlvi y que el 0-gliceraldehido5 mM mantieneel contenidodeATP al
mismonivel queglucosa20 mM (77). El pool de glucosa-6-fosfatoprobablementeno
seincremente(laglucosa-6-fosfatomarcadano se diluye) ya quelos islotescarecende
los enzimasgluconeogénicos(23) porlo que el gliceraldebida-fosfatoformadoa partir
del gliceraldehidoexógeno,no puedeserconvertidoenglucosa-6-fosfato.Portanto,es
probablequela reduccióndela detritiaciónde la [2-3H]glucosaobservada,reflejeuna
inhibiciónparcialde la actividadhexoquinasade bajoKm de los islotesinducidaporun
incremento de los niveles de glucosa-6-fosfato,debido a la inhibición alostéilca de
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fosfofructoquinasaporun incrementode la concentraciónde ATP.

A juzgarporla detritiaciónde la [2-3H]glucosa,tanto el D-gliceraldehido5 mM
como el medí piruvato 10 mM producenuna inhibición de la fosforilación en un
porcentajeconstante(aproximadamenteun 30%), al incrementarla concentraciónde
glucosa.Asumiendoquela glucoquinasade los islotesno es sensiblea glucosa-6-fosfato,
estosresultadossugierenque la glucosainduceunainhibiciónprogresivade la actividad
hexoquinasadebajoKm al aumentarsu concentración.Estehechopodríaexplicarsepor
el incrementode los nivelesde glucosa-6-fosfatogeneradopor la glucoquinasay por la
inhibición preestablecidade la fosfofructoquinasa-lpor el metabolismooxidativo del
D-gliceraldehido. Se conoce desde hace tiempo que la glucosa incrementa la
concentraciónde glucosa-6-fosfatodependiendode su concentración(8,37,128).A pesar
de que la glucosapuedesustituir al D-gliceraldehidocomo sustratomitocondrial, es
curioso observarun descensodel 30% de la fosforilación de la glucosaa una
concentración20 mM a la que se piensaque se producela máxima velocidadde
metabolismooxidativo, Estoprobablementeindiquequela generaciónde ATP no puede
ser saturadapor glucosay que el D-gliceraldehidopodría inducir un incremento
adicionalde la respiración.El descensoabsolutode la fosforilaciónde glucosa20 mM
inducido por D-gliceraldehidoo metil piruvato (14 pmollislxh) es casi idéntico a la
velocidadde detritiaciónobtenidaa glucosa3 mM (13.7pmol/islxh>. Portanto,podemos
concluirque la actividadhexoquinasade bajoKm no estáreguladaporretroalimentación
cuandolos islotesmetabolizanglucosasolamente.Estehechopodríaser el resultadode
un “efecto protector” de la fructosa-2,6-bifosfatosobrela fosfofructoquinasa-1que
antagonizarlasu inhibición alostéricapor ATP (72,129)cuyaconcentraciónaumenta
cuandoañadimossustratosadicionales.Particularmente,si estossustratosalternativos
a la glucosaañadidos,comoel D-gliceraldehidoy el metilpiruvato,no incrementanlos
niveles de fructosa-2,6-bifosfato.

Otros sustratos,como el piruvato y la glutamina, que son sustancialmente
oxidados por los islotes, fallan en modificar la velocidad de detritiación de la [2-
3H]glucosa.Sehavisto queestossustratossonincapacesdemantenerlosnivelesde ATP
(77), el cocienteATP/ADP o la cargaadenilicaa los mismosnivelesque la glucosa
(84,130) incluso a pesarde que son oxidadosa velocidadesrelativamentealtas en
relación con la glucosa.Ninguno de los dos sustratosfue capazde incrementarla
concentracióndeATP enmitocondriasaisladasde islotesde oh/obmantenidasconun

91



Discusión

sumimstroconstantedeADP (131).Estadiscrepanciajunto con el hechodemostradode
quetantoel piruvato(84) como la glutani.ina(130) sonsecretagogosmuydébiles,hasido
atribuidaasu fuerteaccióninhibidorade la oxidacióndenutrientesendógenos.Nuestros
resultadosofrecenuna explicaciónalternativaa estadiscrepanciaentrela velocidadde
oxidaciónde estossustratosy su capacidadde generarATP mitocondrialy estimularla
secreciónde insulina, La oxidaciónde la glutaminano essensibleal tratamientocon
oligomicinay porlo tanto,no estáacopladaa la fosforilaciónoxidativaen lascélulasde
los islotes.Estápodríaserla razónpor la quela glutaminano estimulala secreciónde
insulina,peropodríapennitirquefUeraunafuentedenitrógenocontinuoparala síntesis
de aminoácidos(proteínas).La velocidad máxima de oxidación del piruvato es
aproximadamentela mitad de la de la glucosay essolo parcialmentesensible(30%) a
oligomicina, lo cual reflejasu acoplamientoparciala la fosforilaciónoxidativa.Como
resultadode esto, el metabolismo del piruvato exógenoprobablementeno genera
suficienteATP paradesencadenarcompletamentela secreciónde insulina.

Estáselectividadquemuestranlas célulasde los islotes,entreel acoplamientode
la oxidaciónde un sustratoy la fosforilaciónoxidativa,generanuevaspreguntas.Una
de ellas, es explicarpor quéel piruvatoexógenoesmetabolizadode diferentemanera
queel generadoa travésde la glicolisis, cuyaoxidaciónestáacopladaa la fosforilación
oxidativa. Otra diferenciametabólicaentre el piruvato exógenoy el derivadode la
glicolisis, es la incapacidaddel primeroparaser convertidoa lactato.Unaposibilidad
podría ser que la glicolisis de los islotes “canalizara” el piruvato hacia la lactato
deshidrogenasao hacialasmitocondriasacopladas.Existenevidenciasexperimentales
queapuntanla posibilidadde unaorganizaciónsubcelularespecíficade algunasde los
enzimasde la glicolisis. Primero,sehaencontradoquelas actividadesglucoquinasay
hexoquinasade bajo Km, estánparcialmenteunidasa las proteínasinitocondriales
(52,53). Segundo,la sobreexpresiónde glucoquinasaen islotesderata, no incrementa
proporcionalmentela velocidadde utilizaciónde la glucosani la secreciónde insulina
y se ha sugerido que el enzimatiene que ensaniblarseen un complejo para ser
funcionalmentecompetente(58). Tercero,Mala/ssey Bodur (132) interpretaronla
discrepanciaencontradaentrela detritiaciónde [2-3H]-glucosay [5-3H]-glucosaen los
islotes, como una “canalización’de las hexosas-6-fosfatode un enzimaa otro en las
primerasetapasde la glicolisis.

La existenciade heterogeneidaden lasmitocondriasde los islotespodríaayudar
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a entenderquela oxidaciónde la glutaminay leucinaestánopuestamenteacopladasa
la fosforilaciónoxidativa. La oxidaciónde leucinaestábien acopladaa la fosforilación
oxidativa,peroesincapazde afectarla detritiaciónde la [2-3H]-glucosay secomporta
comoun débil secretagogoen relacióncon su velocidadde oxidación.No sabemoscomo
estahipotéticasegregaciónfuncionalde las mitocondriasde los islotespodríaafectar,
no sólo el tipo de sustratooxidado,sino tambiénla localizaciónsubcelulary la eficacia
secretoradel incrementode ATP. La potenciaciónpor la glutainina de la secreción
inducidapor leucinasepiensaqueesel resultadodeun incrementode la oxidaciónde
glutaminacausadopor la activaciónalostéricainducida por leucina de la glutamato
deshidrogenasa(32). La leucina no incrementala velocidad de oxidación de la
glutamina, pero la glutamina desciendela producción de ‘4C0

2 a partir de [U-
‘
4C]leucina.Es posibleque la activaciónde la oxidaciónde glutaminapor leucinasea
demasiadobajacomparadocon el alto flujo metabólicode la glutaminaen los islotes.
El incrementode ATP esperadoes probablementemenorque el inducido porglucosa
paraestimularla secreciónde insulina,ajuzgarpor susrespectivasrespuestassecretoras.

En resumen,el efectoselectivode la oligomichiasobrela oxidacióndediferentes
sustratossugierela existenciade unaheterogeneidadniitocondrialen las célulasde los
islotes,Un ejemplode estaheterogeneidadfuncional,podríaserla “canalización’ del
piruvato derivadode la glicolisis hacia mitocondrias“acopladas”.Por otro lado, la
“canalización” de la glutamina hacia mitocondrias “desacopladas”,podría ser el
mecanismoresponsablede la disociaciónentreel metabolismoy la secreciónde insulina
mostradapor el aminoácido,La segregaciónfuncionalde la oxidaciónde los sustratos
en los islotes, podríaser la estrategiautilizada por las células 13 para llegar a ser
exclusivamentesensiblesa la estimulaciónporglucosa,
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CONCLUSIONES

1- La producción de lactato en los islotes estáprácticamentesaturadaa
concentracionesbajasde glucosa,lo quesugierequees el principalproductofinal de la
glicolisis catalizadaporla hexoquinasade bajo Km. La restricciónde la producciónde
lactatoaaltasconcentracionesde glucosa,es otro factor importantequeprobablemente
contribuyea la estimulaciónpreferencialdel metabolismooxidativo mitocondrialque
acompañala activaciónde la secreciónde insulinaen las células13 de losislotes,

2-El aumentodeglucosametabolizadaa unaconcentración20 mM podríatener
lugartambiénporvías alternativasa la glicolisis, puesno estotalmentejustificablepor
el incrementodel metabolismooxidativomásla producciónde lactato.Estasvíasno son
ni la rutade las pentosasfosfato,ni la salidadepiruvatoal medioextracelular.Portanto,
seríainteresanteinvestigarenun futuro si la síntesisde aminoácidospodríajustificar ese
aumentodel 50%del metabolismoglobalde la glucosaque ocurrea concentracionesde
la mismaque sonestimulantesde la secreción.

3- La actividadhexoquinasade bajo Km no estáreguladapor retroinhibición
cuandolos islotesmetabolizanglucosasolamente,La inhibición de la hexoquinasase
consigueal añadirsustratosoxidablesqueproducenATP,

4- La oxidación mitocondrial de los sustratosno garantiza la estimulaciónde la
secreciónde insulina.Esnecesarioun acoplamientoentrela oxidacióny la fosforilación
oxidativa, tal y comoindican el metabolismode la glutaminay el piruvatoqueapesar
de que seoxidan a unasvelocidadesdel mismo ordenque la de la glucosa,no están
(glutamina)o soloparcialmente(piruvato)acopladasa la fosforilaciónoxidativa,por lo
que no generanATP y por lo tantono estimulanla secreciónde insulina.

5- Esta selectividad de acoplamiento entre la oxidación del sustrato y la
fosforilaciónoxidativa,sugierela existenciade unaheterogeneidadde mitocondriasen
las célulasde los islotes. Estasegregaciónfuncional de la oxidaciónde los sustratos,
podría ser la estrategiautilizada por las células13 para llegar a ser exclusivamente
sensiblesa la estimulaciónpor glucosa.
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