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1. INTRODUCCION

La dorada,Sparus aurataes un pez actinopterigio perciforme de la familia
Sparidae cuyo cuerpo es ovoide y esta comprimigodiEnente, con el dorso arqueado,
su longitud puede llegar a tener 70 cm., peso dal& Kg. y edad que puede llegar a
11 afios. El rostro y la frente son convexos yesicamas. La mandibula superior es
ligeramente mas larga que la inferior, con dieptastiagudos, presenta 4 6 6 colmillos
en la parte anterior de cada mandibula, dientesrsa mas aplanados y molariformes
gue se disponen en 4 ¢ 5 filas en la mandibularsupe3 6 4 en la inferior. Los labios
son carnosos y gruesos. El opérculo y el preopgranh lisos. Tiene una Unica aleta
dorsal formada por 11 radios espinosos y 13-14doksinlas aletas pectorales tienen 1
radio espinoso y 5 blandos, estando la aleta cafudmtemente ahorquillada. Su
coloracion es azulada con brillo metalico, flanptesteados y el vientre es blanco o
blanquecino, presenta una franja dorada muy patgmeine ambos ojos por la frente y
otras mas difusas que recorren la parte superlarjdénasta el preopérculo y desde el
origen de la linea lateral a lo alto de la nucaacarizandose por una marca oscura al
inicio de la linea lateral y otra de color negradeada de rojo en la parte alta del

opérculo. La aleta caudal presenta un reborde riegeano y Rey, 1952).

Los jovenes frecuentan zonas litorales y lagur@stecas mientras que los
adultos prefieren aguas mas profundas, normalntnt&0 m de profundidad, aunque
pueden llegar hasta los 150 m en época de repridduc@e mueven entre las algas de
zonas rocosas 0 superficies arenosas de los bajmod e incluso estuarios. Su
alimentacion es preferentemente carnivora; solde toluscos, crustaceos y peces,
aungue en ocasiones también come algas y plantdesvenarinas (Carbajo Vasco,
2005). Se encuentra ampliamente distribuida enog@éralelos 57° N y 43° S desde las
Islas Britanicas a Cabo Verde, incluyendo el MardMégraneo, Mar Negro y Mar

Menor.



Es una especie hermafrodita que presenta inversgxual protandrica;
comportdndose como machos hasta, aproximadamestéek afos, edad a la cual la
mayoria se convierten en hembras, aunque apara e@ad influye el tamafio. Los
machos no invertidos pueden hacerlo mas adelabikenocontinuar como machos todo
su ciclo vital. Presentan fertilizacion externa giroteccion de las puestas que se
realizan de octubre a diciembre en las zonas c{idarbajo Vasco, 2005).

Los adultos acostumbran a vivir en pequefos grugoszonas profundas.
Llegada la época de reproduccion (entre otofioienme) abandonan al resto del banco.
Las mayores capturas en redes se vienen producena@b Ultimo trimestre del afio,
coincidiendo con la dltima fase de la puesta. Etaqauesta se generan alrededor de un
millon de huevos. En los criaderos industrialeshae llegado a producir puestas
durante todo el afio, alterando el fotoperigda temperatura (Carbajo Vasco, 2005).

Aunque hoy en dia sigue llegando a los puertosysesg esparoles una cierta
cantidad de dorada silvestre capturada por losobalte pesca extractiva, su volumen
permanece relativamente constante, mientras qderta de crianza supone ya mas
del 95% del total. En el afio 2008 la Comunidad Nekna ha encabezado, con el 40%
del total, la produccion de dorada de acuicultur&spara, seguida por Murcia (23%),
Canarias (20%), Andalucia (10%) y Catalufia (7%).stBea especialmente el
incremento de la produccion en un 84% en la Red®rMurcia, Unica Comunidad
donde puede mantener su produccion en 2010, yaayaeel resto de comunidades se
prevé un descenso en un 1,5%.

No solo se comercializan doradas adultas, tambi@noduccién de alevines de
esta especie, aunque su produccion sufrié unacegatudel 29,8% en 2008 respecto de
2007 (Informe de APROMAR, 2009).

Dada la importancia econémica de esta especie @mtnuestra Comunidad
Auténoma como en el mundo es conveniente un esffisimogico, endocrino y
ontogénico pormenorizado. El estudio del desarrdiéb pancreas endocrino €h
aurata es importante ya que las hormonas pancreaticam estacionadas con la
alimentacion y con el desarrollo del aparato digestTambién tienen influencia en
hormonas segregadas por otros 6rganos.

El pancreas endocrino en teledsteos esta compgesgralmente por uno o
unos pocos islotes grandes llamados islotes patespo cuerpos de Brockmann,

acompafnados por islotes mas pequefios y aisladdalasc agrupadas.



En adultos deS. aurata el pancreas endocrino consiste en uno o dosesslot
ovales principales de desigual tamafio que varitie @ty 3 mm de diametro y que se
localizan sobre la parte superior de la vejigatoatay alrededor del ciego pildrico.
También existen numerosos islotes accesorios ma@isefjles embebidos en el tejido
exocrino. El islote principal esta envuelto por dina capsula conectiva y rodeado por
una delgada capa de tejido exocrino, en estogssfmnetran septos de tejido conectivo
gue contienen células acinares (Abad et al., 19D887).

Se han localizado con técnicas inmunocitoquimicaatroe tipos celulares
utilizando sueros contra insulina (INS) de mamifeghucagéon (GLU) porcino,
somatostatina (SS) y polipéptido pancreatico (R)células descritas contienen INS,
SS-14, SS-25, GLU y PP. Las células con GLU tambéatcionan con suero anti-
péptido inhibidor gastrico (GIP). Cuando los suermdi-GIP y anti-GLU fueron
saturados con GLU, no se observé inmunotincionpaAet al., 1986, 1988, 1990,
1992). Cada tipo de célula endocrina se encuergtdbdiida en una zona especifica del
islote. Las células con GLU se encuentran en |deper del islote, donde también se
encuentran células con SS, describiéndose vapos thorfologicos (Abad et al., 1990,
1992). Las células con PP se encuentran en etigplahcipal agrupadas en un area
limitada y poco profunda. En los islotes mas peqsefien los islotes accesorios las
células PP son mas numerosas, estando localizadé&sdp el area externa (Abad et al.,
1986, 1988).

En los islotes pequefios, se ha encontrado una steesia completa entre
células con PP y células con GLU. En los islotésrimedios, el numero de células
endocrinas que muestra esta coexistencia es \argbislote a islote, encontrandose
islotes con completa a casi ninguna coexistenai@see Ultimo caso, se ha observado
mas células con GLU que células con PP. En eleighoincipal, al contrario de los
islotes pequefios y medianos, no se ha encontrakistencia entre células con GLU y
células PP, siendo mas numerosas las células con(&tad et al., 1988).

Son escasos los estudios que se han realizade lsobntogénesis del pancreas
endocrino en teledsteos, centrandose sobre totdoagticacion de técnicas histoldgicas
convencionales y técnicas histoquimicas (Bels&®4;1Rombout et al., 1979), técnicas
inmunocitoquimicas (Beccaria et al., 1990; Bervedral., 1995; Garcia Hernandez y
Agulleiro, 1992; Guyot et al., 1998; Kurokawa et 2000; Morrison et al., 2001, 2004;
Pack et al., 1996; Rombout y Taverne-Thiele, 198R)idacionin situ para detectar

algunas hormonas pancredticas (Devos et al., 280@2pkawa y Suzuki, 2002;
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Milewsky et al., 1998), e inmunocitoquimica e hilagionin situ para estudiar la
expresion de las hormonas pancreaticas y facterés tdanscripcion involucrados en el
desarrollo del pancreas (Argenton et al., 1999;0Akkse et al., 2002; Biemar et al.,
2001). También se han llevado a cabo algunos iestua nivel microscopico
electrénico (Agulleiro et al., 1994; Beccaria ket 8990; Garcia Hernandez et al., 1994;
Guyot et al., 1998).

Anteriores a este trabajo, sé6lo se han realizadcedtudios parciales en relaciéon
con las células endocrinas pancreaticas de d@adarata uno sobre células con INS,
SS, y GLU desde la eclosion hasta los 30 dias ¢§aete et al., 1993) y el otro en
células con INS desde eclosion hasta 24 dias (Gatyadt, 1998). Estos trabajos se han
realizado en algunas etapas puntuales y con aldnoma®nas, pero nunca durante todo
el desarrollo, por lo que no existe un estudio gémaco completo.

El objetivo de este trabajo es estudiar el dedarddl pancreas endocrino de
esta especie de pez desde la eclosion a las fasesilgs, usando técnicas
inmunocitoquimicas de microscopia 6ptica y eledt@nprestando especial atencién a
la disposicion de los distintos tipos de céluladoeninas diferentes y su secuencia de

aparicion, también a la posible coexistencia déntigs hormonas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTOLOGIA DEL PANCREAS ENDOCRINO DE TELEOSTEOS

Se han manejado diferentes términos para refeairggncreas endocrino de
peces, como tejido del islote, 6rgano del islogiptés de Langerhans, cuerpos de
Brockmann e islote principal (Youson y Al-Mahrouli999; Youson et al., 2006).
“Organo del islote” se utiliza como el homoélogo eadno pancreatico de una especie
de pez, independientemente de la distribucion aderma. “Islote principal” es una
gran acumulacion de tejido endocrino rodeado pardeigada capa de tejido exocrino.
“Cuerpo de Brockmann” es una mayor concentracidisldees pancreéticos, algunos de
los cuales pueden ser islotes principales que @geatran entre las visceras del pez. Si
un cuerpo de Brockmann contiene un unico islotacgal, entonces los términos se
pueden utilizar como sinénimos (Youson y Al-Mahmipul©99).

Los peces 0seos presentan un pancreas exocrirso diuacinos serosos que se
extiende entre los conductos biliares, vasos saegai abdominales, tracto
gastrointestinal, vejiga natatoria e higado. Cotreeiones intrahepaticas de tejido
exocrino son comunes entre los teledsteos (Eppleny, 1987). El tejido del islote se
puede encontrar en cualquier lugar dentro de eatesas, excepto en lugares
intrahepaticos, pero se encuentra comunmente ctsaderproximo a la zona donde los
conductos biliares extrahepaticos penetran entestino, en la union del estomago,
intestino y ciego intestinal (Epple y Brinn, 198Ypuson y Al-Mahrouki, 1999)
(Esquema 1).

El tejido endocrino del islote, muy vascularizadsta formado por agrupaciones
de células glandulares endocrinas, que se encuesgpmradas del acino exocrino por
pequefias cantidades de tejido conectivo, aunqueraerente no estan confinadas en
una cépsula verdadera. Los agregados endocrirtigesdigeramente con hematoxilina
y eosina, comparados con las células acinarescuakes tienen grandes granulos
acidofilos. Los islotes son de tamafo variable y d¢&lulas se agrupan formando
cordones o lobulos.

En adultos deS. aurata el pancreas endocrino consiste en uno o dotesslo
ovales principales de desigual tamafio que varitie @ty 3 mm de diametro y que se
localizan sobre la parte superior de la vejigatoaty alrededor del ciego pilérico
(Abad et al., 1986, 1987). También existen numerdslotes accesorios mas pequefos

embebidos en el tejido exocrino. El islote printipsta envuelto por una fina capsula
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conectiva y rodeado por una delgada capa de tejdorino, en estos islotes penetran

septos de tejido conectivo acompafiados de célaiaaras (Abad et al., 1986, 1987).

Esquema 1.Pancreas de actinopterigio, en la mayor part@sigiupos, el pancreas es bastante
difuso y a menudo se mezcla con tejido del hig&aola mayoria de los taxones, el tejido del islote
aparece como una 6 dos acumulaciones mas graadesdths islotes principales, ademas de numerosos
islotes “accesorios” mas pequefibk. higado;PE, pancreas exocrind; tejido del islote}V, vesicula

biliar; B, conducto biliarTI, tracto intestinal (Epple y Brinn, 1987).
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2.2 HORMONAS PANCREATICAS

INSULINA

La insulina (INS) se sintetiza en las célulasi@los islotes pancreaticos como
un precursor, la preproinsulina, que tras dos dnes proteoliticas, terminaran
formando un péptido de INS funcional, contenidogeanulos de secrecién que son
liberados al flujo sanguineo por exocitosis denii@mos (Chan y Steiner, 2000; Nelson
y Sheridan, 2006).

Las células con INS son las mas numerosas quacsemran en los islotes
pancreaticos de peces y principalmente se ubicdaseregiones centrales (Youson et
al., 2006). También se puede encontrar INS enreboe de salmoénidos, aunque se cree
que esta INS debe ser producida en el islote yolirmsportada al cerebro via flujo de
sangre o el fluido cerebroespinal (Plisetskaya gu2y, 1993).

La molécula de INS esta formada por dos cadenatddmes (A y B) que
presentan puentes disulfuro intercatenarios, lar@@ consta aproximadamente de 21
aminodcidos y la cadena B de 30 (Duguay y Mommk@®4) (Tablas 1a, b). Mediante
analisis de rayos X se sabe que la estructuraalmstde la cadena A presenta dos
segmentos e-hélice y la cadena B puede adoptar dos conformasidalistintas, el
estado T y el estado R, en ambos estados, estaacBdmuestra una conformacifin
extendida. Se han observado variaciones en lastudeg de las cadenas A y B
(Conlon, 2001).

Ademas de las cisteinas que son invariantes, dblaminoacidos (GlyAl,
lleA2, ValA3, TyrAl9, LeuB6, GlyB8, LeuB1l, ValB12GlyB23 y PheB24) se
conservan durante toda la evolucion de los vertielsracinco de ellos se piensa que
interactlan directamente con el receptor y lossatheco son importantes para mantener
la conformacion de la unién con el receptor (Conk001). Se han descrito multiples
formas moleculares de INS en especies de mamifenfibjos y peces teledsteos. Para
explicar tal heterogeneidad estructural se han yastp dos procesos diferentes,
polimorfismo de un Unico gen de INS como ocurreeepezVerasper moseyio bien
por dos genes separados no alélicos como ocurrietadmrus punctataOncorhynchus
ketg Danio rerio o Oncorhynchus mykig€aruso et al., 2008).

En peces, al igual que en otros vertebrados, l@ragrincipal de la INS es
promover un cambio metabdlico desde procesos datab@ anabdlicos. En general, el
tratamiento con INS estimula la sintesis glucoggnactiva la lipogénesis, incrementa
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la sintesis de proteina por los musculos y puetii@@ar o impedir la gluconeogénesis,
dependiendo de la situacion (Nelson y Sheridang2B@nas et al., 2000; Plisetskaya y
Duguay, 1993). En consecuencia, las inyeccioneantielNS de salmén reducen los
niveles de INS del plasma, cambiando apropiadamestprocesos metabdlicos para
incrementar la glucosa del plasma y reducir elterddo de glucégeno de higado
(Plisetskaya et al., 1988).

La INS es uno de los reguladores endocrinos masertantes del metabolismo
de lipidos en peces ya que reduce los nivelesidesagrasos de plasma y aumenta los
lipidos almacenados tanto en higado como en teydiposo (Nelson y Sheridan,
2006). La INS en higado actuaria sobre la enzineanguviliza lipidos, la triacilglicerol
lipasa (TG), regulando estados de fosforilacioppy lo tanto estados cataliticos de la
lipasa TG hepatica (Harmon et al., 1993; Harm@hgridan, 1992). Curiosamente, la
INS no afecta a la lipdlisis en los adipocitosSieaurataexcepto en peces alimentados
con una dieta de proteinas de plantas (Albalatl.et 2005). La diferencia en la
respuesta a la INS podria resultar de diferenciEsedficas en los niveles de
dosis/receptor de hormona, historia nutricionab, patrones del ciclo vital (Nelson y
Sheridan, 2006).

La secrecion de INS tanto en peces como en otiosales esta estimulada por
nutrientes y regulada por hormonas y neurotrangess@ero para la mayoria de peces,
los aminoacidos son mas efectivos como secretagpgotos carbohidratos (Duguay y
Mommsen, 1994). Se ha comprobado que incrementosgldeosa y arginina
administradas simultaneamente producen incremeefosndientes de secrecion de INS
y son mas efectivas como activadoras de la secrel@dNS que su administraciéon de
forma independiente (Hrytsenko et al., 2008).

Ademas, la INS ha demostrado ser un poderoso agestteotor del crecimiento
en peces, algo menos efectivo que las accionesrderdo de crecimiento del factor de
crecimiento semejante a insulina-1 (IGF-I) (Plaagal., 2000).



Tabla 1a. Cadena A de INS de distintos vertebrados. Comgaramn la INS humana de las

estructuras primarias de las INS de especies @®ptarigios, condrictios y agnatos (Conlon, 2001).

Human

Carp

Pacu

Flounder
Tilapia
Anglerfish

Cod

Toadfish I
Toadfish II
Sculpin

Salmon
Elephantnose
Eel

Bowfin

Gar

Paddlefish I
Paddlefish II
Sturgeon

Bichir

Ratfish
Rabbitfish
Elephantfish
Electric ray
Spiny dogfish
Spotted dogfish
Hammerhead shark
Sea lamprey
River lamprey
Geotria australis
Mordacia mordax
Atlantic hagfish

A-Chain

GIVEQ CCTSI CSLYQ
——————— HKP --IFE
------- HKP --IFD
------- HKP -NIFD
----E --HKP -TIFD
——————— HRP -NIFD
---D- --HRP -DIFD
——————— HRP -DIFD
------- HRP -DKFD
===~ =~HRP -NIRV
——————— HKP -NIFD
------- HHP -NIFD
~==== ==HKP =-IFD



Tabla 1b. Cadena B de INS de distintos vertebrados. Comigeramn la INS humana de las

estructuras primarias de las INS de especies @®ptarigios, condrictios y agnatos (Conlon, 2001).

B-Chain
Human. FVNQH LCGSH LVEAL YLVCG ERGFF YTPKT
Carp NA GAP-- —===== =D-- --=—- PT--~ -N--
Pacu NA GAP-- =-=== -=D-= —==== P§=== =N--
Flounder V VPP~~ ===A- --D-= —==—- weeme NP~
Tilapia V 6GR== —=wre s=les scene Dewwe -N-R
Anglerfish V APA-~ ===== ==D-= ===w= Dm=== =N--
Cod M APP-- —==== ==D-= =ce=- D-==- =N--
Toadfish I M APP== =cces —clee —wee- Deemee e
Toadtish II M APP-= ~==== =ale= ——e-- D--=- =NS-
Sculpin ADP== =r—m= == D= —==—- D-=-= =-N--
Coho salmon AAA-= —==== = s’ it e’ i
Elephantnose APA-= ===ee weece Jis entin . ot FN-DT
Eel AST== ===oe cmmme e SN--- FN--D
Gar A== ~—ee= m=me= ==~e—= ~K-=- -N-NK V
Bowfin AAS-~ ===== =ewme Fee-e ~§--- -N-NK S
Paddlefish I A== wmcce e mesan e oe=ifK Y
Paddlefish II A== —roee cmcee cscce ceemee - NK V
Sturgeon AR=== moens ccsen mmewe oo NK V
Bichir AA-R= cceee cocce cccas N---- ~I-SK M
Ratfish VET-R —w==e =<Dr= =fo=s meowue= -§-——P IRELEPLL
Rabbitfish VPT-R ===== ==D=-= <Fw~= «==«we -3--P IRELEPLL
Elephantfich VPT-R —==== ==D=e =Fece cccee -§-=Q I
Electric ray LpPS-- ----- —-==== =F--- PK--Y -L--A
Spiny dogfish LP§—~ ~—=== === ~-Pou= PE~-Y -L~-% XV
Spotted dogfish LPS~= «=cee - T= ~Peee QK=~Y ~V-=V
Hammerhead shark LPS-- -==== ===T- -F--- QK--Y -V--I
Sea lamprey SALTG AGGT- ---=- —-==== =V=== D==== -==SK T
River lamprey SALTG AGGT- ----- ———== =V=we D-=w- ---8SK T
G. australis SALTG SGGNY ----Y --D-- =-A--= P-==- -=STP V
M. mordax SALMG TGGT- =-==== ===== =V=-= Q-=== —== SK G
Atlantic hagfish RTTG~ ~--KD --N-- -IA-- V-- ~D-TK M
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FAMILIA DEL GLUCAGON (GLUCAGON, GLP-1Y GLP-2)

El glucagén (GLU) es un péptido que tiene genematen@9 aminoacidos y que
es producido principalmente en las células A dadiates pancreaticos y en las células
L del intestino de peces y en neuronas del cemdmamiferos (Duguay y Mommsen,
1994; Keiffer y Habener, 1999; Plisetskaya y Mommd4&©96).

El GLU se sintetiza a partir de una gran molécuégrsora, el preproglucagon,
codificada por un Unico gen que origina multiplesptxlos, estos se expresan en
diferentes tejidos a medida que las condicionesalmdéitas varien (Plisetskaya y
Mommsen, 1996) (Esquema 2). En peces, el procestmiel preproglucagén en los
islotes pancreaticos da lugar a GLU y GLP-1, mangue en el intestino forma GLP-1
y GLP-2 ademés de oxintomodulina (Irwin y Wong, 20Plisetskaya y Mommsen,
1996; Zhou e Irwin, 2004) (Tabla 2).

En animales homeotermos, el GLU es esencial pamaagtenimiento de la
homeostasis del azucar en sangre, funcion queaeat estrecha cooperacion, a modo
de antagonista, con la INS (Hazelwood, 1984; Ungérci, 1981a y b; Unger, 1983).
Los efectos metabdlicos del GLU en peces tambiérastagonistas a los de la INS ya
que el GLU promueve la produccion de glucosa aelyleleva la glucosa plasmatica
(Albalat et al., 2005; Jiang y Zhang, 2003; Plikkay®s y Mommsen, 1996). Estas
acciones parecen el resultado de la activaciomdienas especificos que involucran a
la glucogenolisis, glucolisis y gluconeogénesistdaan higado como en cerebro
(Magnoni et al., 2001; Moon, 2004). El uso de @mrpos antiglucagon para reducir
los niveles de GLU circulante provocan niveles atios de glucdégeno en higado y
también provocan hipoglucemia en salmoén (Plisessleal., 1989). Efectos similares a
los descritos se producen en mamiferos (Tan et18B5). La cantidad de GLU
circulante parece ser dependiente de la dietaedelya que elevados niveles de glucosa
impiden la secrecién de GLU (Novoa et al., 2004)efecto hiperglucémico del GLU,
sin embargo, no es uniforme ya que la glucosa @tasanno es afectada por la
concentracion de GLU en anguilas (Ince y Thorp&,7)19

El GLU generalmente moviliza los lipidos almacersagceleva los niveles de
acido graso en plasma (Sheridan, 1994). Harmoreyic&mn (1992) demostraron que la
incubacién con GLU estimulaba directamente la nmadion de lipidos hepéaticos en
trucha arco iris por estimulacion de la activida@ Tipasa. Tales acciones del GLU
sobre la movilizacion de lipidos, incluyen la se@g de acidos grasos y glicerina,

proporcionando los esqueletos carbonados que ssiteat para la gluconeogénesis,
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que también es promovida por el GLU. La lipasa tiepd G estimulada por el GLU
procede de la fosforilacion del enzima (Harmon |gt1893). Curiosamente, ayuno y
niveles de glucosa elevados estimulan la movil@@ade lipidos hepaticos (Harmon vy
Sheridan, 1992). GLU también estimula lipolisis adfipocitos de trucha arcoiriS.
mykissy S. aurata(Albalat et al., 2005a y b); sin embargo, GLU ramgee afectar a la
lipolisis en tejido adiposo ddoplias malabaricugMigliorini et al., 1992).

El GLU interactia con numerosos factores gasteso@péncreaticos (GEP),
aungue no parece tener un efecto directo sobreci@@on de INS ya que elevados
niveles de GLU han sido observados con niveles ipajps de INS (Harmon et
al., 1993; Novoa et al., 2004; Plisetskaya y MonmsE996). EI GLU estimula la
secrecion de somatostatina (SS) y este efecto depdm la concentracion de glucosa
(Eilertson et al., 1995). Ademas, el GLU estim@asintesis y expresion del factor de
crecimiento relacionado con la INS-I (IGF-1) y & faroteinas de union a IGF (IGFBPs)
(Kachra et al., 1991).

En mamiferos, GLP-1 es una hormona estimulanteagti@a potenciando la
secrecion de INS de las células B pancreaticascidery 2001, 2002) de forma que la
INS actuaria bajando los niveles de glucosa samguiin embargo, en peces, la
actividad del GLP-1 es opuesta a la de mamiferasgando de forma muy similar a
como el GLU lo hace sobre el higado, incrementdosimiveles de glucosa en sangre
(Duguay y Mommsen, 1994; Plisetskaya y Mommsen 6L9Becientes analisis del
genoma del pez globbakifugu rubripesy deD. rerio han demostrado que, aunque los
receptores para el GLU y para GLP-1 y GLP-2 seirmaign antes de la divergencia
entre peces y mamiferos, los peces han perdidada GLP-1 de receptores (Irwin y
Wong, 2005). Esta caracteristica, y una duplicactit gen del receptor del
proglucagén de peces, justifican a estos autorasyplicacion de la accion comun de
GLP-1 y glucagones en peces, opuesta a sus fuscitifeeentes en mamiferos. (Irwin
y Wong, 2005; Zhou e Irwin, 2004).

Tanto el GLU como el GLP-1 reducen el apetito coars® administran
exdgenamente a ratas y seres humanos (Wood<26808),. En peces gato, GLP- 1 tiene
un efecto inhibidor sobre el consumo de comida wespde inyecciones
intracerebroventriculares e inyecciones con comaelnes altas de GLP-1
incrementan la movilidad gastrointestinal y redulzemgesta de comida haciendo que
el animal enferme (Silverstein et al., 2001). Edegaralelos también se observaron en

mamiferos (Nelson y Sheridan, 2006).
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Esquema 2.Comparacion entre preproglucagén de mamiferoseytetbdsteos (Plisetskaya,

1990c).
Glycentin
Signal
Peptide GRPP Oxyntomodulin
+4—> < > 44—
.
Mammal

Glucagon GLP-1 GLP-2

Glycentin ?

<4 >

Signal

Peptide GRPP Oxyntomodulin
4 ——> ¢—> ¢+—>

Teleost f£ish

4+—r 4—>
Glucagon GLP
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Tabla 2. Secuencias de proglucagén en peces. Los guiopessestan espacios que se han
insertado para mejorar el alineamiento. Los puintdiean espacios N 6 C-terminal en la secueniia.e
IP2 indican péptidos intermedios. Los lugares que mméémente indican procesos proteoliticos se

muestran en negrita (Zhou e Irwin, 2004).

Signal Peptide GRPP

Pufferfish 1 . +MRSSLAGILLLLGFIQNSWQ VPLLETGDSSSLAADDTLODDSRELSNM
Zebrafish 1 MKGAQYLAS-LLLLLFVHKCIC VPLQG--DSTSTETADSFLARAPGLTTM
Zebrafish 2 MVRIYAFI-GLLLLILIQSSLQ IPLODTEENGSLMSEDVLFNDPREVNTM
Pufferfish 2 MNSAYSLAG-LLLFITIQSSWQ FPEQ--DRNSMLLNENSVLTEPSELSNM
Anglerfish 1 MKRIHSLAGILLVLGLIQSSCR VLMQEADPSSSLEADSTLKDEPRELSNM
Anglerfish 2 MTSLHSLAG-LLLLMIIQSSWQ MPDQDPDRNSMLLNENSMLTEPIEPLNM
Trout 1 MEGIHSLAG-VLLLVIVQRQLA SPLOEAEDNSSLETTDPLLEDLMGVSNV
Trout 2 MFGIHSLAG-VLLLVIVQSQLA SPLQEAEDNSSLETADSLLEDLRGVPNM
Goldfish MKGAQYLAG-LLLLLEFVQNSIC VPLQ--DYHTSTETVEGLLARGQGETTA

Lo = S PRSI SRS PR A

Glucagon IP1 GLP-1
Pufferfish 1 KR HSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNN KR SGTAE KR HADGTEFTSDV
Zebrafish 1 KR HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNA KR NGGSV KR HAEGTYTSDV
Zebrafish 2 KR HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNS KR SGVPT RR HADGTYTSDV
Pufferfish 2 KR HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNS KR NGSLF RR HADGTYTSDV
Anglerfish 1 KR HSEGTFSNDYSKYLEDRKAQEFVRWLMNN KR SGVAE KR HADGTFTSDV
Anglerfish 2 KR HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNS KR NG-LF RR HADGTYTSDV
Trout 1 KR HSEGTFSNDYSKYQEERMAQDFVQWLMNS KR SGAPS KR HADGTYTSDV
Trout 2 KR QSEGTFSNYYSKYQEERMARDFLHWLMNS KR SGAPS KR HADGTYTSDV
Goldfish ~ KR HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVEWLMNS KS NGGSA KR HAEGTYTSDI
Bass .. HSQGTFTNDYTNYLEDRQAQDFIRWLMNN KR SGAAE KR HADGTFTDDA
GLP-1 IP2 GLP-2

Pufferfish 1 SSYLKDQAIKDFVARLKAGQV RR ESETNRRVEAFN RR HVDGTFTSDVNKV
Zebrafish 1  SSYLQDQAAQRFVARLKSGQP KQ DVANNKGANMAQ RR HVDGSFTSDVNKV
Zebrafish 2 SSYLODOAAKEFVSWLKTGRG RR E....ovvvvivn v tiiiiiinnnnn
Pufferfish 2 STYLODQAAKEFVSWLKTGPG RR E.....oiiiit thr thiiiii s
Anglerfish 1 SSYLKDQAIKDFVDRLKAGQV RR E........... e e e e
Anglerfish 2 SSYLODQAAKDFVSWLKAGRG RR E........... 40 DOGCD000000CSs
Trout 1 STYLODQAAKDFVSWLKSGRA RR ESAEESRNGPMS RR HVDGSFETSDVNKV
Trout 2 STYLODQAAKDFVSWLKSGPA RR ESAEESMNGPMS RR HVDGSEFTSDVNKV

Goldfish SSFLRDQAAQNFVAWLKSGQP K
Bass SSDFYDQAIKDFVAKLKSGQOD RR EPETDRRREAFS RR HVEGSFTSDIN. .

O
=

GLP-2
Pufferfish 1 LDSMAAKEYLLWVMASKPSGERK KR QADQ
Zebrafish 1 LDSTAAKEYLQWVMNSKASGTSG KR GGNQ
Zebrafish 2 ..ottt
Pufferfish 2 ...,
Anglerfish 1 ...,
Anglerfish 2 ... .. . i, 06 Dao0
Trout 1 LDSLAAKEYLLWVMTSKTSGKSN KR QEDH
Trout 2 LDSLAAKEYLLWVMTSKTSGKSN KR QEDH
Goldfish  ..iiiiiiiiii i
IEEISER s s s s s e g o g n g s
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SOMATOSTATINAS

Las somatostatinas (SSs) son un grupo de horm@am&ligcas estructuralmente
diversas que presentan numerosos efectos sobrbat&ta@o, crecimiento, y desarrollo
de peces y vertebrados en general.

Las SSs se producen en las células D de los isp@esreaticos ademas de
encontrarse en células de tejidos diferentes, yraldo la zona gastrointestinal. Se
encuentran a menudo colocalizadas con otros réctales como colecistoquinina,
neuropeptido-Y y acidg-aminobutirico en la misma célula (Nelson y Sherjd2005;
Patel, 1999).

Peces y anfibios poseen multiples genes de SS ajududar a varias formas
moleculares. Cada uno de los genes de SS codificarecursor distinto, preproSS
(PPSS) (PPSS-I, PPSS-Il y PPSS-III), que por éstigioteolitica, producen péptidos
de longitudes diferentes (Nelson y Sheridan, 2@beridan et al., 2000). Es de destacar
que el péptido de 14 aminoéacidos, SS-14, aparegebien conservado en la filogenia,
caracterizandose en casi todos vertebrados estisdibdsta la fecha (Sheridan et
al., 2000). Formas variables de SS que contieneri, [Gly'Y] en la secuencia de SS-14
se han aislado de numerosas especies de telefdtdesn y Sheridan, 2005) (Tabla 3).

La PPSS-I da lugar a la SS-14 invariante y a unadade SS extendida por el
extremo N-terminal, de 28 aminoacidos denominad2& &demas de otros péptidos
qgue varian en longitud. El precursor PPSS-II comtietros péptidos y otra variante de
SS-14. En los salménidos, hay dos genes que cadifRPSS-II (ambos contienen
[Tyr’, GIy*-SS-14 en el extremo C-terminal) de los cualespseden obtener
potencialmente SSs de diferente longitud (Mooral.et1995 y 1999). Varias especies
de peces, comGarassius auratuysD. rerio, T. rubripeso Acipenser sturiptienen una
tercera prosomatostatina (PPSS-IIl) que contien#]3S-14 en el extremo C-terminal
(Devos et al., 2002; Lin et al., 1999a, 2000;) (daby 5).

Las SSs tienen muchos efectos directos e indireetosel metabolismo
intermediario y en el comportamiento alimenticio. general, impiden el consumo de
comida y promueven procesos catabélicos (por egmpbvilizacién de los lipidos y
carbohidratos almacenados) (Sheridan y Kittils@®©42 Volkov et al., 2005). Las SSs
también pueden ayudar a coordinar el metabolismo procesos de crecimiento y
reproductivos (Sheridan y Kittilson, 2004).

El efecto regulador de la secrecion de la SS s@bteaccion por el cual esta

familia de hormonas recibe su nombre, se debe aaqti@an en varios niveles del
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sistema GH — IGF-1. Inhiben la produccion y almaoeiento de GH pituitario y actdan
de forma extrapituitaria reduciendo la sensibilidh&H, asi como por inhibicién de la
produccion, secrecion y sensibilidad a IGF-1, aenga todas las formas de SS son
equipotentes en esta accion (Sheridan y Hageme2€i#0) y esta es solamente una de
un enorme numero de acciones fisioloégicas que pdsseSSs. En mamiferos, se sabe
gue las SSs inhiben algunos factores pituitarimduyendo la inhibicion a la hormona
estimulante del tiroides (TSH), la adenocorticoitap(ACTH) y la prolactina (PRL)
(Patel, 1999). Las SSs inhiben otras hormonas daniNS, GLU, y PP del pancreas
endocrino y también actian sobre el pancreas exncdn la secrecion de bicarbonato
y enzimas digestivas (Klein y Sheridan, 2008; PRat&P99; Sheridan et
al., 2000). Ademas, reducen la secrecién de timxinyodotironina y calcitonina del
tiroides; y reduce las secreciones de renina ystddona renales y suprarrenales
(Barnett, 2003; Patel, 1999). Las SSs también iepith secrecion de péptidos
gastrointestinales incluyendo: secretina, ghrelifaCK, polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP), péptido inhibidor gastrico (GIP)notilina, enteroglucagon,
neurotensina, acido gastrico, factor de péptiddanseco, bilis y los fluidos colonicos
(Barnett, 2003; Broglio et al., 2003). No solo kecreciones gastrointestinales estan
afectadas por las SSs, hay otras funciones rekdasncon el tracto gastrointestinal
como la motilidad de intestino, vaciado gastriGempo de transito gastrointestinal,
contractibilidad de la vejiga, circulacidon en elestino, circulacion sanguinea del
higado y esplénica, impidiendo también la absardiitestinal de carbohidratos,
aminodcidos, calcio y triacilglicéridos (Barnet®03).

Las SSs han demostrado tener acciones neurotrgpioéstropicas, influyen en
el transporte, modulan el desarrollo funcional gutan el metabolismo. Por ejemplo,
las SSs estimulan la actividad migratoria del ca&jopl motor, modulan el
comportamiento y la cognicion (funciones del SNECphiben varios procesos motores
y sensoriales (funciones de SNP) (Barnett, 20083. [SSs también inhiben la
contractibilidad del musculo liso vascular/visceyallel masculo cardiaco, modulan la
absorcion de agua y electrolitos (N&I) en mamiferos y peces (Bern et al., 1985;
Davis y Shuttleworth, 1985; Patel, 1999). Ademahjben células inmunes activadas
(linfocitos, monocitos, y macrofagos) (Patel, 1989)nhiben la diferenciacién de las
células de cartilago y hueso (Weiss et al., 198&ifptcomo la proliferacion de células

cultivadas de la mucosa intestinal (Stange etl884). Las SSs también juegan un
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papel fundamental en la movilizacion de lipidos adenados y en las reservas de
carbohidratos (Sheridan y Kittilson, 2004).

La inhibicién in vivo e in vitro de secrecibn de GH por las SSs ha sido
demostrada en varios peces teledsteos, incluyéndmratus Mollienesia latipinna
Oreochromis niloticus Scophthalmus maximu®. mykissy Oncorhynchus kisutch
(Batten y Wigham, 1984; Cook y Peter, 1984; Lowlet1990; Oyama et al., 1981,
Rivas et al., 1986; Rousseau et al., 2001; SwestiNgKeown, 1987). El tratamiento
deO. mykison SS-14 no afectd el consumo de alimentos gehlga en plasma IGF-I
e INS, en asociacion con el retraso de crecimi€dery et al., 2001). Ya que los
niveles de ARNm de GH pituitaria no se ven afectagmrece que las SSs actlan
principalmente sobre la secrecion de GH (Lin y ReB901, Very y Sheridan,
2002). Las SSs también pueden tener acciones dieéravel pituitario. Por ejemplo, la
incorporacién de sulfato™$] al cartilago de la branquia, que es estimulamoGH y
IGF-1 (Duan et al., 1998; 2010), fue inhibido pd8-$4 in vivo e in vitro (Very et
al., 2001). Ademas, SS-14 y SS-25-II redujeronghero de receptores hepaticos de
GH enO. mykisgn vivo ein vitro y la SS-14in vitro redujo la cantidad de ARNm de
IGF-I hepético (Very y Sheridan, 2002).

Esta claro que la relaciéon entre la estructurafunaion de las SSs existe y que
las varias SS isomorfas pueden poseer diferenéesosffisioldgicos. La inyeccion de
SS-25-11, pero no de SS-14, én mykisgeduce los niveles de INS en plasma, en tanto
que, inyecciones de ambos deprimen por igual lsles de GLU en plasma (Eilertson
y Sheridan, 1993). EG. auratus,SS-14 y SS-28 de mamiferos fueron equipotentes en
la inhibicion de la secrecién de GH de la pitudgamientras que SS-25-11'y SS-221de
punctatano tuvieron efecto sobre la secrecion de GH (Mamthet al., 1987, 1989;
Oyama et al., 1981). Recientemente, Yunker et(aD03) demostraron que en el
cerebro deC. auratus la SS-28-II fue un inhibidor més potente de la @l diferentes
SSs-14 y que las distintas isoformas pueden ejsiceacciones activando diferentes
vias celulares. Estudios previos sobre la absord®magua e iones en el intestino de
anguilas europeas mostraron efectos variados dalisaimtas isoformas de SS de
anguila. La SS-14-Il aumento el flujo i6nico enrgkstino mas que la SS-14, y la SS-
25-11 activé el flujo i6nico de Nay CI' y el flujo de agua a través de la superficie
intestinal (Uesaka et al., 1994).
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Tabla 3. Aminoacidos pertenecientes a prosomatostatinadl -§, para 4 especies de
osteoglosomorfosademas de un ciprinido y del pez dorado, deduddals secuencia de nucleétidos
(Youson et al., 2006).

Elephantnose I *PRERHAGCKNFFWKTFTSC 114
Knifefish I £ NPRNE P 114
White sucker I L e ST 69
Goldfish I SR R 114
Elephantnose II JENR R —— Y——G-——- 115
Knifefish II Preeeceen=== U, F—— 116
Butterflyfish II P Y - S 118
Arawana II P-—q-====== ¥Y==0O==== 115
White sucker II (T T EE——— ) N 120
Goldfish II PT-V-—E===—- Y-=G-==- 120
S5T-14

Tabla 4. Secuencias de aminoacidos de las formas variame@agiante de la SS-14 (zona
oscurecida) y las formas extendidas (25 — 28 amidod) como se deducen de sus PPSS-I y PPSS-Il en

osteoglosomorfagYouson et al., 2006).

SST-I
Elephantnose I AAGPALA**PRERKAGCKNFFWKTFTSC 26
Knifefish I e P K 26
White sucker I e ¢ S 26
Goldfish I B i - et 26
SST-IT

Elephantnose II  SVE*PNNLPPRERKAGCKNFYWKGFTSC 27
Knifefish II meD¥ e Y---F--- 27
Butterflyfish II ---*-G-V——————————— Y-—-F——- 27
Arawana II e Tl P et Y-—-F--- 27
White sucker II ~A-NT-Q-Y-———m——— Y-—-F——- 28
Goldfish II ~A-SS-Q--T-V--E=====¥=ccF-=~ 28

SST-14
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Tabla 5. Comparacién entre las estructuras primarias déduo&pderivados de
la prosomatostatina- Il, aislada de los cuerpo8rbekmann de peces teledsteos. (*)
Indica una deleccion de residuos introducida paeximizar la similitud de la

secuencia. (Conlon et al., 1997).

10 20
Anglerfish SVDSTNNLPP RERKAGCKNF YWKGFTSC [61,62)

Sculpin ==ePPe=]-], m——cmccccn cccceaa- [44, 63)
Flounder g 1 2 e e - (44]
Salmon e s T T Tp—— [45)
Trout —=GNP----= ————em—m S [16]
Eel —==¥F N OO m-mmeeme—— - P--- [46]
Goldfish ceE=S=H==A =ccecccacce cccee———- (64]
Tilapia ~ADQP-SI-~ -====eeeee ——o- L--- [47]
Catfish DNTV TSKPLN-M-Y F--SRTA- [67]
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FAMILIA DEL NEUROPEPTIDO TIROSINA

Los miembros de la familia del neuropéptido tirasi(NPY) incluyen el
neuropéptido tirosina (NPY), el polipéptido pardtieo (PP) y el péptido tirosina-
tirosina (PYY). Como con muchas otras hormonas neaticas, los miembros de esta
familia estan estrechamente relacionados con ldaeign del consumo de energia y el
balance energético.

Esta familia de péptidos es filogenéticamente aatig la forma de surgir de
cada péptido parece resultar de una serie de dopites de genes (Cerda-Reverter y
Larhammar, 2000).

El primer péptido de esta familia que se descufué el NPY en 1982 por
Tatemoto y su equipo. Un poco mas tarde, en 1888rews et al., encuentran el
primer miembro de esta familia en peces, en comaeatLophius americanyseste
péptido se conoce como anglerfish peptide Y (aB¥)el afio siguiente, Kimmel et al.,
1986, aislan y caracterizan un péptido del pancdsmassalmén con un 83% de
homologia con el NPY porcino. Larhammar en 1996ifit®d este péptido de salmoén
como un miembro de la superfamilia NPY llamado PYPéro hasta 1992 no se
determiné la secuencia de aminoacidos del NPY féeedites peces com@. auratus
Torpedo marmorata(Blomqgvist et al., 1992)Gadus morhuaO. mykiss (Jensen y
Conlon, 1992),Scyliorhinus caniculgConlon et al., 1992). Sin embargo, aunque es
bastante considerable la conservacion de la seeuelst NPY a lo largo de la
evolucion (Larhammar, 1996), los estudios inmumagitmicos para la localizacion del
NPY en peces, se llevaron a cabo utilizando ampasecontra NPY de mamiferos
(Silverstein y Plisetskaya, 2000) (Tabla 6).

El NPY parece tener un origen exclusivamente nalnmmentras que el PYY se
distribuye tanto en intestino y pancreas como ot neuronales. EI PP no se
encuentra en peces y aparentemente es el resdigadoa duplicacion de genes en un
tetrapodo primitivo (Jensen y Conlon, 1992; Larhamr996).

Una caracteristica fundamental de los péptidosstiefamilia es que posee una
secuencia de aminoacidos altamente conservadaeayoete el correcto plegado en la
conformacion polipéptido pancreatica (pliegue PBluridell et al., 1981; Cerda-
Reverter y Larhammar, 2000; Larhammar, 1996). Estaservacion de la estructura

parece critica para que estos péptidos puedamdtd@r con los receptores apropiados
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cuando se liberan en las terminaciones nerviosasnolas células del tracto
gastrointestinal.

Se sabe que en mamiferos el PP es liberado enestapal consumo de
alimentos y que es responsable de la inhibicionlade secreciones gastricas y
pancreaticas. Utilizando PP de salmones y escalpgnise demostré que la
administracion de PP induce a alimentarse y eleyadsion sanguinea de una manera
dosis dependiente, lo que sugiere actividades didé similares para el péptido en
mamiferos y peces (Balasubramaniam et al., 1992)19

El neuropéptido Y es un péptido de 36 aminoacaltsnente conservado en
todos los vertebrados estudiados (Tabla 7). YouysoRotter (1993) demostraron la
presencia de NPY en los islotes pancreaticos deesjpscies de lamprgbthyomyzon
gageiy Petromyzon maringslo que fue importante para entender la evoludéh
péptido. La existencia de NPY, sin embargo, nossénhitado al pancreas: NPY se ha
identificado en el tracto gastrointestinal y enmoeas del sistema nervioso central y
periférico de muchas especies de peces (Nelsoenydah, 2006).

Se han realizado muchos estudios de los efectd$Ri¢lIsobre la ingesta (Vona-
Davies y McFadden, 2007), pero existe poca inforémacsobre los cambios
relacionados con el NPY sobre la digestion y ldizattion de energia. Cuando se
administrain vivo, el NPY demuestra ser un fuerte estimulador delsemo de
alimentos en vertebrados de clases muy diferehaséware et al., 2000). Segun los
estudios de Volkoff et al., (2005, 2009), el NPYeémas potente factor estimulador de
la ingesta de alimentos. E@. auratus las inyecciones de NPY incrementaron el
consumo de comida cuando se administraba intracem@tricular pero no cuando se
inyectaba intraperitonealmente, lo que sugiereajstio de accién, al igual que GLP-
1, es el cerebro (Lopez-Patifio et al., 1999). Estgsltados fueron corroborados por
Narnaware et al.,, (2000), que demostraron que Igg&cciones de receptores
antagonistas de NPY reducian significativamentecaisumo de alimentos e@.
auratus Los salmones de la espec@ncorhynchus tshawytschenantenidos sin
alimento durante largos periodos de tiempo mostralaanbios en neuronas NPY, lo
que nos indica el papel importante de éstos pépteto el balance de energia y
regulacion de la alimentacién (Silverstein et H898). Bernier et al., (2004) sugirieron
posibles interacciones con los niveles de cortisosuero, que aumentarian durante los
periodos de estrés la expresion del NPY en eldéfalo y el consumo de comida €n

auratus
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Volkov y Peter (2000) demostraron que las inyeasote lipopolisacaridos, un
componente bacteriano que estimula la respuestanitemnia, enC. auratusreducia la
ingesta de alimentos asi como la expresion de NNostrando una conexion entre
los sistemas inmunitario y neuroendocrino. Estaspuestas fisiolégicas que van
asociadas a cambios en el apetito, podrian delzersedulaciones de la expresion
génica y la accién de hormonas reguladoras coner@atemostrarse €h auratus G.
morhuay enL. americanugVolkoff et al., 2009). EI NPY también afecta aplatencia
cardiovascular y produce la contraccion de musksbointestinal erG. morhualo que
podria tener efectos indirectos sobre el metabolidenpeces (Shahbazi et al., 2002). El
NPY también inhibe directamente la liberacion deeBSos islotes pancreaticos Qe
mykiss(Eilertson et al., 1995).

El PYY se produce principalmente en el tracto gastiestinal de mamiferos y
en peces y también en el sistema nervioso (Larhamd®06). Ademas, se ha
demostrado que el PYY disminuye el apetito en meno$f (Batterham et
al., 2002). Existe poca informacién sobre los efeanhetabdlicos de PYY en peces,
pero al igual que el PP, el PYY en mamiferos impaiebién las secreciones gastricas
y pancreaticas (Conlon, 2002) (Tabla 7 y 8).

Un péptido aislado en los islotes pancreaticos idershs clases de peces
muestra una secuencia mas cercana al NPY y al PY& ajf PP de mamiferos,
denominandose péptido tirosina de pez (péptidoPY p(Cerda-Reverter y Larhammarr,
2000) (Tabla 9). La expresion en células neurordde®Y se ha descrito en numerosas
especies (Cerda-Reverter et al., 2000; Kurokawazulgd, 2002; Noe et al., 1989). La
funcién de este péptido tiene que ser mejor esladia peces, pero el PY en mamiferos
regula el consumo de alimento y la presion sanguite manera similar a las acciones

de otros péptidos en esta familia (Balasubramaetaah, 1992) (Tabla 9).
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Tabla 6. Alineamiento de las secuencias de NPY. Los guiamtisan aminoacidos idénticos a

los de la secuencia de arriba, que es la secudedizida de un gnatéstomo ancestral (Cerda-Re\adrter

al., 2000).

Ancestral gnathostome

Human (Homo sapiens)

Monkey (Macaca mulatta)

Rat (Rattus norvegicus)

Rabbit (Oryctolagus caniculus)

Pig (Sus scrofa)

Cow (Bos taurus)

Sheep (Ovis aries)

Guinea pig (Cavia porcellus)
Chicken (Gallus gallus)

Alligator (Alligator mississipiensis)
Desert tortoise (Gopherus agassizii)
European green frog (Rana ridibunda)
Common frog (Rana temporaria)

Clawed toad (Xencpus laevis)

Clawed toad (Xenopus laevis)
Caecilian (Thyphlonectes natans)
Sea baas (Dicentrarchus labrax)
Goldfish (Carassius auratus)
Atlantic Cod (Gadus morhua)

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
Elcctric ray (Torpedo marmorata)
Dogfish (Scyliorhinus canicula)

River lamprey (Lampetra fluviatilis)

Constant NPY

20 30 36
! 1 ! 1 i
¥PSKPDNPGEDAPAEDLAKYYSALRHY INLITRQRY

F-N---5---
_P_KP. PG..AP....A.Y..A.RHYINLITRQRY
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Tabla 7. Alineamiento de las secuencias de PYY. Sélo sestrare las posiciones que difieren
de la secuencia de arriba, que es la secuencizidadie un gnatéstomo ancestral. La secuencia RYY d

pollo es una aminoacido mas larga por el extremo@niCerda-Reverter et al., 2000).

1 10 20 30 36

! 4 I L) !
Ancestral gnathostome YPPKPENPGEDAPPEELAKYYSALRHYINLITRQRY
Human (Homo sapiens) ~el---A----- §5----NR--A8----L--V-----
Rat (Rattus norvegicus) --A---A----- §+=n=SR=~AS====L=~V-----
Mouse (Mus musculus) --A---A----- §----SR--AS----L--V-----
Pig (Sus scrofa) --A---A----- §----SR--AS----L--V-----
Cow (Bosg taurus) --A--Qk---H-5-D--NR--TS----L--V----F
Guinea Pig (Cavia porcellus) -«8--~A--8--8----- R--AS----L--V--u--
Chicken (Gallus gallus) A------ S--DA-8---I-Q-F--------- V-----
Phyton (Phyton morulus) = ====-- S§~--N-T--=----~ IAD------- V--=--
Desert tortoise (Gopherus agassizii) — ----=---- DN-S8---M---P--------- V-----
Tree frog (Phyllomedusa bicoler) = -=--=-=- 8«ww-- S---MN--LT---==~=== Veonw-
Buropean green frog (Rana ridibunda)  ------------ S---MN--LT-------- V-----
Sea bass (Dicentrarchus labrax) ceA--A8-RDG------mmmmmcmmmmm—aemaaan
Rainbow trout (Oncorhynchus mykigs)  ----------=-=-=------ .
Coho Salmon (Oncorhynchus kistch)  — -----ececeeccomeoooo- Pommmmmme e
Eel (Anguilla rostrata) @ —----------- §---Qe-==Tommmmmmmmmm -
Bowfin (Amia calva) @ 0@ @memmmemmmeme—ooeo----  ; T
Gar (Lepisosteus spatula) = = = = =  -=-=ss=ss=mmeesme—ooo-o-o-ooo-o-o-o--o-
Bichir (Polypterus senegalis = = = ~--=---------ce-cccceceemme oo
Ray (Raja rhipa) @ @ mmemeeea- D-~A--eerceecccscscsssssas.
Spiny dogfish (Squalus acanthias) -----------=c-----sememmommooooooo--
Common dogfish (Scyliorhinus canicula) --------------c-ccecmmmmcmommnenene
Sea lamprey (Geotria australis) M----D--5Q--8----8--M8-V-N--u-uec-u=
Sea lamprey {(Petromyzon marinus) M----D--5P--8----8--ML-V-N-~--~-----
River lamprey I{Lampetra fluviatilig) M----D--88--§----8--ML-V-N----o-oo--
River lamprey 11 (Lampetra fluviatilig) F----D---DN-S--OM-R-KA-V------------ i
Constant PYY .P.KP..P,..A.P.....Y....R.Y.NL.TRQR.
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Tabla 8. Secuencias deducidas de la familia NPY ancestpal puntos marcan diferencias entre
ancestros de NPY y de PYY. La marca tipo diamagf@ls la identificaciéon del ancestro PP con el

ancestro PYY en la posicién diagnéstico Pro-14{aarmar, 1996).

A 1 10 20 30 36

| | | | |

NPY gnathostome  VPSKPDNPGEDAPREDLAKYYSALAHYINHLITRQRY
[ ] » L

PYY gnathostonme YPPKPENPGEDAPPEELAKYYSALRHY INL1TRQRY

&«

PP tetrapod APKEPKEPGDDATPERLHQYYROLKQY I HHXTRPRY
B 1 10 20 30 36

| | | | | Constant
HPY constant P.KP..PG..AP.,..A.Y..A.RHYINLITRQRY 22
PYY constant P.KP..P..,A.P..... Y., ,R.Y . HL.TRQR. 15
PP  conatant N A T TS AL 1 7

Tabla 9. Alineamiento de las secuencias de PY. Los guiordisan aminoacidos idénticos a los
de la secuencia de arriba, que es la secuenciaidadie un gnatéstomo ancestral (Cerda-Revertdr, et
2000).

1 10 20 30 36

1 I 1 [ 1
Acantomorpha YPPKPESPGSNASPEDWAKYHAAVRHYVNLITRQRY
Sea bass (Dicentrarchus labrax) = ===ec-ceccccccccnmcccccncenenanra-ro--
Tilapia (Oreochromis nilotica) = = = ---------- D-------m-memmmameammmm oo
Daddy sculpin (Cottus gcorpius) ---Q-----G------ Seeee mmmmmmoe
Anglerfish (Lophius americanus) = ------= T-=-==-===m= 8-Q---------------
Constant PY YPP.PE.PG. .ASPEDWA.Y.AAVRHYVNLITRQRY
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2.3 ORGANIZACION DE LAS CELULAS ENDOCRINAS PANCREAT ICAS

Hay cuatro tipos principales de células en el Gogadel islote de peces, pero no
todos los peces poseen todos estos tipos celulares.

Las células que reaccionan con suero contra IN@selenominado células B o
By en peces se distribuyen generalmente en el ¢datrto de los islotes principales
como de los islotes secundarios (Youson y Al-Makiol999). Esta disposicion de las
células de INS las encontramos en los islotedDddabrax (Lozano et al., 1991b;
Agulleiro et al., 1993) y eB. auratugAbad et al., 1986, 1992).

En Scophthalmus maximuss células B se localizaron en cordones disttisu
por todo el islote al igual que énugil auratusy Mugil saliens(Berwert et al., 1995;
Lozano y Agulleiro, 1986). EOreochromis niloticuslas células B se encuentran
distribuidas en agrupaciones celulares tanto erislete principal como en los
secundarios (Morrison et al. 2004; Yang et al., 299

Las células productoras de SS se llaman célulasé.ha demostrado la
existencia de dos tipos de células D, las D1 y @& tienen diferente distribucion,
estructura e inmunorreactividad especifica (Abadlet1992; Agulleiro et al., 1993;
Lozano y Agulleiro, 1986; Lozano et al., 1991a yNozaki et al., 1988; Youson et al.,
2006). Las células D2 se localizan cerca de laregentral junto a las células B y son
inmunorreactivas a SS-14 y las células D1 son imomeactivas a SS-25, localizandose
en la periferia del islote, entre las células pobdas de GLU (Abad et al., 1992;
Berwert et al., 1995; Nozaki et al., 1988; Plisatgket al., 1986; 1989; Youson et al.,
2006).

Esta disposicion de células D1 y D2 se encuetdrdap en el islote principal
como en los secundarios, en ejemplares adult& derata(Abad et al., 1986; 1992),
D. labrax (Agulleiro et al., 1993; Lozano et al., 19910), niloticus (Morrison et al.,
2004; Yang et al., 1999M. auratusy M. saliens(Lozano y Agulleiro, 1986) y en
larvas deD. labrax (Agulleiro et al., 1994; Garcia Hernandez y Aguie1992; Garcia
Herndndez et al., 1994) y d@. niloticus(Morrison et al., 2004) .

Las células D2 no se reconocen morfolégica ni inmeitaquimicamente en
osteoglosomorfos (Youson y Al-Mahrouki, 1999), pepoesentan unas células
denominadas DX, con estructura, granulos e inmeaotividad a SS-34 de lamprea.
Sin embargo, los granulos de las células D1 de tmeoglosomorfos
inmunorreaccionan tanto con SS-14 como con SS-8640h et al., 2006).
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Las células productoras de SSs largas, se locaizda periferia de los islotes y
rodean a las células productoras de SS-14 e INSri@da et al., 2004; Yang et al.,
1999).

En teledsteos, la proporcion de células productdea$S es mas alta que en
mamiferos, donde son relativamente escasas (10%n d&éghop y Polak, 1997); en
peces, esta proporcion sube a 23,1% para la SS22896 para la SS-14 (Yang et al.,
1999).

Las células productoras de GLU, llamadas célulasoAtienen varios patrones
de localizacion. Se pueden localizar distribuidascerdones de células aisladas por
todo el islote principal mientras que en los igateas pequefos se localizan sélo en la
periferia como erM. auratusy M. saliens(Lozano y Agulleiro, 1986). ErD. labrax
sélo en la periferia de los islotes mas grandesj@imninas pocas células se encuentran
dispersas entre las células B (Agulleiro et al93tBecaria et al., 1990; Lozano et al.,
1991a). EnAmbloplites rupestrse localizan en la periferia de los islotes, eséhslas
fueron ademas inmunotefidas con anti-GLP de salpgbo anti-GLU también tifio
algunas células de la zona central del islote (¥oug Al-Mahrouki, 1999). En
ejemplares adultos d& auratalas células inmunorreactivas a GLU se encuentnda e
periferia del islote adentrandose en él a travdssiseptos de tejido conectivo (Abad et
al., 1986, 1988).

Las células inmunorreactivas de la familia del N$¥rlocalizan generalmente
en la regién periférica de los islotes pancreati¢tsuson et al., 2006). E€ottus
scorpiusy en O. niloticus las células inmunorreactivas a PYY se introducerelen
interior del islote hasta su centro siguiendo legtes de tejido conectivo (Stephan y
Falkmer, 1980; Yang et al., 1999). Bnaurata asi como em. labrax las células se
agrupan en un area superficial del islote principal los islotes mas pequefios, las
células son mas numerosas ocupando toda el aeraaxtLozano et al., 1991a; Abad et
al., 1986). ErM. auratusy enM. saliensestas células son escasas 0 ausentes en el islote
principal y en muchos de los islotes mas pequebozafo y Agulleiro, 1986). Esta
diferente proporcioén en islote principal y secuimamno se da e@®. niloticusdonde
parecen ser similares (Morrison et al., 2004; Yeingl., 1999).

Se ha demostrado colocalizacion de péptidos denéia del NPY con el GLU
enD. labrax en células de los islotes intermedios y pequefiosgho et al., 1991a). En
adultos deS. aurata la coexistencia completa de inmunorreactividead€d U y PP se

ha demostrado solamente en los islotes secundagsras que células con PP se
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agrupan en areas limitadas de la periferia del tasl@rincipal (Abad et
al., 1987, 1988). No se ha encontrado coexistateimmmunorreactividad a GLU y PP
en los islotes principal y secundario 8emaximugBerwert et al., 1995) y de GLU y
PYY en larvas d©. niloticus(Morrison et al., 2004).
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2.4 ONTOGENIA DEL PANCREAS ENDOCRINO

El desarrollo del pancreas endocrino de teledsseoba estudiado mediante
técnicas de inmunocitoquimica microscopico optigasMahrouki y Youson, 1998;
Beccaria et al., 1990; Belsare, 1974; Berwert et #995; Garcia Hernandez y
Agulleiro, 1992; Garcia Hernandez et al., 1994; @&ust al., 1998; Kurokawa et al.,
2000; Lozano et al., 1991a y b; Morrison et alQ2®004; Pack et al., 1996; Rombout
et al., 1979; Rombout y Taverne-Thiele, 1982), itgasn de inmunocitoquimica
microscopico electronicas (Abad et al. 1988; Agudlet al., 1993; 1994; Al-Mahrouki
y Youson, 1999; Beccaria et al., 1990; Garcia Heitea et al., 1994; Guyot et al.,
1998), por hibridaciémn situ (Devos et al., 2002; Kurokawa et al., 2002; Milkwst
al., 1998), y por inmunocitoquimica e hibridaciarsitu para estudiar la expresion de
las hormonas pancreaticas y factores de la trgasén involucrada en el desarrollo del
pancreas (Argenton et al., 1999; Assouline eR@0R2; Biemar et al., 2001).

El pancreas endocrino de telebsteos aparece pric@mno una agrupacion
celular (Berwert et al., 1995; Guyot et al., 1968omo una masa de células con forma
de cordodn incluida en la pared dorsal del digestimrior durante etapas del desarrollo
muy tempranas, como ocurre en larvas recién ecladas deD. labrax (Garcia
Hernandez y Agulleiro, 1992Raralichthys olivaceugKurokawa et al., 2000) o de 1
dia después de la eclosibn comoSnmaximugBerwert et al., 1995). Estas células
endocrinas contienen INS y SS-25@nlabrax (Garcia Hernandez y Agulleiro 1992) o
s6lo células con INS eB. maximugBerwert et al., 1995) . olivaceugKurokawa et
al., 2000).

La masa inicial de células endocrinas se separdiges$tivo y migra a la zona
ventral para formar un pequefio islote (Garcia Hetea y Agulleiro, 1992; Guyot et
al., 1998; Kurokawa et al., 2000). Exarias batrachusel primer islote incluye células
con INS (Falkmer, 1961) y se observa por primera ¥elias después de la eclosion
(Belsare, 1974). EB. conchoniuslas células inmunorreactivas a INS, GLU y SS se
observan inmediatamente después de la aparicidslaiel, mientras que las células con
PP aparecen un mes después de la fertilizacion §Batmet al., 1979; Rombout y
Taverne-Thiele, 1982). ED. labraxlas células pancreéticas centrales contienen INS y
SS-14, y las periféricas con SS-25 se ven enakisle dos a cinco dias después de la
eclosion. Cuatro dias mas tarde estas células estfeadas por células con GLU
mientras unas pocas ceélulas con NPY/PYY/PP/GLUemgar en unas pequenas areas

periféricas del islote después de un mes (Garciadndez y Agulleiro, 1992). De
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forma similar, er5. maximus$as células con INS aparecen entre 1 y 4 diasudsgje la
eclosion, las células con SS-14 y GLU aparecenusssde 5 6 6 dias después de la
eclosion, y las células periféricas con PP apareeendias mas tarde completando el
islote (Berwert et al.,, 1995), mientras que en stbté deP. olivaceusno hay
inmunorreactividad a ningun péptido de la famigh NPY (Kurokawa et al., 2000). En
O. niloticus se ha descrito un islote de células con INS atdda eclosion (Morrison et
al., 20001) y también en la eclosion (Morrison ket 2004). Un dia después de la
eclosion este islote contiene células con INS, &yaria localizadas centralmente y
células con SS-14, SS-25 y GLU distribuidas pooteldslote, mientras que unas pocas
células eran PYY positivas (Morrison et al., 2004).

Las siguientes etapas del desarrollo del pancmdmscano estan marcadas por:
un incremento del tamafio del primer islote queoswierte en el islote principal, y por
la aparicion e incremento en numero y tamafio desawuéslotes (Belsare, 1974,
Berwert et al., 1995; Garcia Hernandez y Agulleit®92; Kurokawa et al., 2000;
Kurokawa y Suzuki, 2002; Milewski et al., 1998; Meon et al., 2004; Pack et al.,
1996).

En P. olivaceuslos islotes accesorios pequefios e intermediogegra 30 dias
después de la eclosion. Estos difieren del islotecipal por la presencia de células
periféricas que expresan inmunorreactividad a ARMMPP y PY (Kurokawa et al.,
2000; Kurokawa y Suzuki, 2002). B1 maximuscuatro dias después de la eclosion se
localizan pequefios islotes con células con INS ceenencuentran en el primer islote
en esa etapa (Berwert et al., 1995). Estos pequsfiies también contienen células
con SS-14 a los 5 0 6 dias y células con GLU &Ild&as, mientras que a los doce dias
aparecen algunas células que contienen PYY (Bereted., 1995). Alguno de los
islotes pequefios son del tipo principal, con céldan SS-14 entremezcladas con
células con INS, mientras que otros son islotesrgtarios, con células con SS-14 en la
periferia.

En D. labrax las células de los islotes primordiales contieid® y SS-25 y
aparecen primero cercanas a los conductos pamueéGarcia Hernandez y Agulleiro,
1992). Posteriormente, se observan islotes pequatiaseas que rodean los conductos
pancreaticos, asi como células endocrinas aislgdagrupadas de todos los tipos
celulares. Los tipos y la distribucion son simitaee los del islote principal pero las
células estan rodeadas por una delgada capa dascglie muestran coexistencia de

inmunorreactividad a PP/PYY/NPY y GLU, pero no t#uque solamente tengan
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inmunorreactividad a GLU. Estas células con coerisa se encuentran también entre
las células epiteliales de los conductos pancat{Garcia Hernandez y Agulleiro,
1992). Conforme va progresando el desarrollo seeimenta el nUmero y tamafio de
estos islotes, dando lugar a islotes secundariasc{&Hernandez y Agulleiro, 1992),
los cuales, en adultos, han sido clasificados m Iti(con una distribucion similar al
islote principal) y Il (con una distribucion simila los islotes pequefios descritos
anteriormente) (Lozano et al., 1991a). El islotegpal, que deriva del primer islote
que aparece en el digestivo, parece fusionarséosopequeiios islotes y/o con células
aisladas y agrupadas que en primer lugar se emaneptéximas a los conductos
pancreaticos en las larvas (Garcia Hernandez yléigul 1992). En adultos dB.
labrax, el islote principal contiene células endocrinag e disponen en amplios
cordones rodeados por una delgada capa de cékdesras mientras los otros islotes
estan formados por células endocrinas homogéneandisitibuidas (Lozano et al.,
1991a, b).

Aunque se han sugerido algunas relaciones fun@sraitre células con SS-25
y GLU y entre células con SS-14 e INS basadas edisposicion en los islotes de
teleosteos (Abad et al., 1992; Lozano et al., 198Mdzaki et al., 1988), las células con
SS-25 aparecen en las larvasRlelabrax antes de ser identificadas las células con
GLU. Asi, otras funciones podrian ser atribuidaS%25 en etapas tempranas del
desarrollo (Garcia Hernandez y Agulleiro, 1992)edacomo la inhibicion de la
secrecion de INS que ha sido demostrada en salosmdultos (Plisetskaya et al.,
1986; Sheridan et al., 1987).

En D. labrax el origen directo desde el digestivo de las eéluel pancreas
endocrino ha sido confirmado por microscopia edeita puesto que las células
endocrinas del cordon primordial son contiguas keaencélulas de revestimiento del
digestivo y no hay una lamina basal entre ellasrdf@@aHernandez et al., 1994).
Ademas, células indiferenciadas, activas mitétigamesin ningun granulo secretorio (u
ocasional) se han encontrado en el epitelio delstiigp cercano al cordon primordial y
rodeando los primeros islotes después de su sépardel digestivo. Estas células
parecen acompafar a las células endocrinas en gaaidn desde el digestivo para
formar el revestimiento pancreatico. Por otro ladbjncremento en el niumero de
células endocrinas en los islotes no puede séwuatd Unicamente a la division celular,

puesto que las figuras de mitosis no son frecué@ascia Hernandez et al., 1994)
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EnD. rerio, se ha demostrado por hibridaciénsitu que el gen de la INS es el
primer gen de hormonas que se expresa. Dos hilBlaerales de células parecen
aproximarse a la linea media en el endodermo dalsaante la mitad de la
somitogénesis (Biemar et al., 2001) pero convedygante el final de la somitogénesis
para formar una lamina de una célula de espesers@o contiene células que expresan
SS (Argenton et al., 1999; Biemar et al., 200Dsteriormente, las células se agregan
en una agrupacion o islote endocrino final que témbpresenta células que expresan
GLU (Biemar et al., 2001). A las 24 horas despwetadertilizacion (hpf) se forma un
presunto islote que contiene células que expresahrédeando a un grupo central de
células que expresan INS y SS (Biemar et al., 2@itye las 24 y las 48 hpf, la tincién
por doble inmunofluorescencia revela la aparicion el islote de células
inmunorreactivas a INS y a SS-14, y células inmgamtivas a solo INS o GLU
(Argenton et al., 1999). Un islote formado por tadiucon INS y SS rodeado por células
con GLU y PP se encuentra dorsalmente al digestiterior, embebido por tejido
exocrino, cinco o seis dias después de la fectitima(Biemar et al., 2001). Ademas, se
han demostrado en el desarrollo tempranddeerio la expresiéon de dos diferentes
precursores de SS, PPSS-I, precursor de la conlse8&-14, y PPSS-II, precursora de
las variantes de SS-14 (TyiGly'9), la primera se expresa mas tarde (24 hpf) que la
altima (17 hpf) (Devos et al., 2002). PPSS-II eprEcursor predominante de SS, la
mayoria de células que expresan PPSS-I tambiéespPPSS-II.

En embriones deOryzias latipes las células que expresan INS han sido
localizadas primero en la pared dorsal del epigili@stivo, mas tarde forman un grupo
qgue emigra al lado derecho del embrion; posterintenson detectados en la zona
ventral y claramente separados del digestivo (Assmat al., 2002). En adultos jévenes
de O. latipes soOlo hay un islote en el tejido exocrino; estaetieme un grupo de células
con INS rodeadas por células con GLU (las unicambpas utilizadas) (Assouline et
al., 2002).
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2.5 ULTRAESTRUCTURA DE LAS CELULAS ENDOCRINAS

Los estudios sobre ultraestructura de las célulde@inas durante la ontogenia
de peces sbélo se han realizado con detal®. éambrax En esta especie, el citoplasma se
diferencia progresivamente presentando una disndinuen el nimero de ribosomas
libres, un desarrollo gradual de organulos y unemento en el nimero y tamafio de los
granulos de secrecion (Garcia Hernandez et al4)1@9hda tipo de célula endocrina
tiene granulos de secrecion caracteristicos debdromento de su aparicidbn que
permiten correlacionar el mismo tipo de célula enid@ en estados mas avanzados del
desarrollo y en adultos, para lo cual se han atlz técnicas inmunocitoquimicas
microscépico Opticas (Abad et al., 1986, 1988, 199892; Garcia Hernandez y
Agulleiro, 1992; Garcia Hernandez et al, 1994; lmzeet al.,, 1991a y b)) y
microscopico electrénicas (Abad et al., 1986, 19880, 1992; Agulleiro et al., 1993;
1994; Al-Mahrouki y Youson, 1999; Garcia Hernanagzal., 1994; Lozano et al.,
1991a, b; Lozano y Agulleiro, 1986).

En las células con INS, los granulos secretoreseptan el contenido central
muy denso, separado de la membrana limitante pestracho halo claro, € aurata
tienen un diametro uniforme de 410 nm (Abad etl&l86). EnD. labrax los granulos
secretores tienen un didmetro de 622 nm y el cadegranular no estan muy bien
definido, siendo central o excéntrico, a veces @mé& de barra, como también se
encuentra ei®steoglossum. bicirrhosynen esta especie, el contenido granular puede
ser también esférico, oval, rectangular o triangulal diametro varia de 154 a 338 nm
(Agulleiro et al. 1993; Al-Mahrouki y Youson, 199%n M. auratusy M. saliens el
diametro de los granulos de secrecion es de 90QLozano y Agulleiro, 1986). En
Pantodon buchholzNoptopterus chitalyy Gnathonemus petersél diametro esta entre
93 y 338 nm y en su interior hay una matriz eséénchexagonal (Al-Mahrouki y
Youson, 1999).

Los granulos de secrecion de las células con St®@8n de moderada a baja
electronodensidad en todas las especies estudiad&, auratamiden 410 nm de
diametro (Abad et al., 1990). Enh labrax M. auratusy M. salienshay ademas otros
con un contenido central oscuro, el diametr@®efabrax esta entre 583 y 637 nm y en
M. auratusy M. salienslos granulos llegan a 1000 nm de diametro (Agulet al.,
1993; Lozano y Agulleiro, 1986). En los osteoglosdios P. buchholziN. chitalg G.
petersiiy en O. bicirrhosum SS-25 y SS-14 se colocalizan en la misma céluéh y

diametro de los granulos es de 72 y 320 nm (Al-Makiry Youson, 1999).
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Las células con SS-14 tienen granulos secretorggdé@neos con contenido
electronodenso medio o alto de forma esférica,i@hetro varia en las diferentes
espacies, erS. auratason de 220nm, erD. labrax de 467 a 486 nm, en los
osteoglosomorfo®. buchholziN. chitala G. petersiiy O. bicirrhosumde 1400 nm
(Abad et al., 1990; Agulleiro et al., 1993; Al-Malki y Youson, 1999; Lozano y
Agulleiro, 1986).

Las células con SS-28 en S. aurata tienen gragolosina matriz ligeramente
electronodensa y un pequefio contenido central deadh electronodensidad, su
diametro es de 220nm (Abad et al., 1990).

En osteoglosomorfos se encuentran células con S§t@presentan granulos
muy electronodensos alargados o con forma de lagrim 69 a 240 nm de diametro
(Al-Mahrouki y Youson, 1999).

Las células con GLU tienen unos granulos de semrede mediana o alta
electronodensidad y un contenido electronodensoimpdico, frecuentemente
poliédrico, los mas frecuentes son los hexagongbesp también se encuentran
octogonales o tetragonales. &nauratason de 325 nm de diametro (Abad et al. 1988).
En D. labrax hay dos tipos de granulos, los mas numerososntienaliametro de 504
nm y otros de 389 nm y un contenido de medianaacetdéctronodensidad (Agulleiro et
al., 1993). EnM. auratusy M. salienstienen un didmetro de 1000 nm (Lozano y
Agulleiro, 1986). ErP. buchholziN. chitala G. petersiiy O. bicirrhosumel diametro
de los granulos con GLU se encuentra entre 93 yn88% el contenido granular es oval
o circular (Al-Mahrouki y Youson, 1999).

Las células con PP tienen granulos redondeadosalesowon un contenido
esférico muy electronodenso separado de la membnaitente por un halo claro, €a
aurata presentan granulos secretores de 315 nm de d@negtrislotes intermedios y
pequefios se ha demostrado coexistencia en céluldd’8 (Abad et al., 1988). Bm.
auratusy M. saliensson de 600 nm de diametro (Lozano y Agulleiro, 6)9& 0s
granulos con NPY eb. labraxtienen un diametro de 323 nm de diametro y codteni
homogéneo de mediana electronodensidad y un esthedh claro, menos frecuentes se
encuentran otros de diametro 266 nm y contenidoeldgada electronodensidad
(Agulleiro et al., 1993). EP. buchholziN. chitalg G. petersiiy O. bicirrhosumel
diametro de los granulos de PYY fue de 48 a 200ynum contenido granular de
electronodensidad elevada, por doble inmunotins@ddemuestra la no coexistencia en
estas células de GLU y PYY (Al-Mahrouki y YousoA99).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.10Obtencion de muestras

Se han estudiado 150 ejemplaresSgarus auratacon edades comprendidas
entre la eclosion y 114 dias después de la eclopi@venientes del Centro
Oceanografico de Murcia (IEO). La recogida de nmassiuvo lugar entre los meses de
febrero y mayo del afio 2000 en el Centro Oceaniografe Murcia (IEO), donde
estaban desarrollandose a una temperatura de 18;1@fa salinidad del 42 %0, 80 %
de saturacion de oxigeno, pH de 7.7 y un fotoperimamal, la eclosion se produjo 2
dias después de la fertilizacion. Las larvas seestaron desde el dia 4 después de la
eclosion con rotiferoBfachionus plicatili$, a una concentracién de 5-20 rotiferos ml
!y fitoplancton; desde el dia 20, con naupliosAtéemiasp. a una concentracién de 1-

5 nauplios nit y desde el dia 40 la dieta se completé con megdinaideArtemiasp.

3.2. Procesado de muestras para microscopia Optica

Las muestras fueron fijadas por inmersion durddtboras en liquido fijador de
Bouin, e incluidas en Paraplast Plus (Sherwoodn&ierial fue seccionado aun y
una de cada cinco o diez secciones obtenidas, diepeilo de la edad de la larva, fue
tefiida siguiendo el método de tincidbn convenciatelhematoxilina-eosina o con la
técnica inmunocitoquimica indirecta peroxidasagmrtxidasa (PAP) (Sternberger,
1986). Tras haber establecido nueve etapas deradésasignificativas durante el
desarrollo del sistema endocrino pancreatico deddeada, considerando algunos
cambios morfolégicos, y la primera aparicion de umarreactividad a las distintas
hormonas pancreaticas (Tabla 1), se realizaroesgdriados de muestras de cada una
de dichas etapas: ejemplares recientemente eciakienl dia, 2 dias, de 4 a 9 dias, de
12 y 16 dias, de 17 a 23 dias, de 24 y 25 dia80de 44 dias y de 51 a 114 dias, los
cuales fueron procesados mediante la técnica PA® goble fluorescencia (Wang y
Larsson, 1985)
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Tabla 1.
Primer antisuero

Antisuero contra Fuente Caodigo Dilucioén de
n° trabajo

PAP IF
Insulina de bonitoDr. J. Planas, Barcelona, EspaBR-6 1:1000 1:500
(bINS)
Somatostatina-14
sintética (SS-14)  Amersham InternationaRPN 1:500 1: 250

Inglaterra 1612

Somatostatina-25 deDra. E. M. Plisetskaya 3324 1:500 1: 250
salmoén (SS-25)
Somatostatina-28 Dr. O. Tramu, Talence, Francia 7 1:500 1: 250
(1-12) (SS-28)
Glucagén  porcinoAmersham InternationaRPN 1:500 1: 250
(GLU) Inglaterra 1602
Péptido similar al Hammersmith Hospital 1642 1:500 -
glucagon-1 (1-19) Londres, UK
(GLP-1)
Péptido similaral Hammersmith Hospital 1650 1:250- -
glucagén-2 (GLP-2)Londres, UK 1: 2000
Péptido tirosina-Hammersmith Hospital 1710 1:500 1: 250
tirosina (PYY) Londres, UK
Neuropéptido Y Dr. O. Tramu, Talence, Francia 12 1:250 1:100
(NPY)

Nota: Todos los sueros fueron obtenidos en conejPAP, Peroxidasa-antiperoxidasa. IF,

Inmunofluorescencia.

Inmunocitoquimica (Peroxidasa-antiperoxidasa PAP)

Después de ser desparafinadas y rehidratadasgedasorses se lavaron en tampoén
fosfato salino 0,1 M (pH 7.2-7.4) (PBS) y se inawlpadurante 24 horas a 4° C con el
primer antisuero correspondiente diluido en PB®I@4), posteriormente se lavaron 3

veces, durante 5 minutos en PBS y se incubaromtduiahora a temperatura ambiente
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con el segundo antisuero de cerdo anti-conejo (Petk® A/S, Dinamarca), diluido en
PBS a una concentracion de 1:20, durante un tiesopgprendido entre 30 minutos y 1
hora. Después de lavar nuevamente con PBS, lastnamiese trataron durante 30
minutos a 1 hora a temperatura ambiente con el leponperoxidasa-antiperoxidasa de
conejo (Dakopatts A/S, Dinamarca), diluido en PB8na concentracion de 1:100.
Después de lavar con PBS vy, seguidamente, cordtaimiRIS-CIH (pH 7.6) 0.05M, la
actividad peroxidasa se visualiz6 utilizando 8jaminobenzidina tetrahidroclorhidrico
(DAB) diluida al 0.05% en tampon TRIS-CIH que @ia un 0.01% de 4,

durante 15 min.

Doble inmunofluorescencia

Las secciones fueron incubadas durante 24 hora€acdn el primer antisuero,
citado en la tabla 1, posteriormente lavadas endB&te 15 minutos e incubadas con
el segundo antisuero de cerdo anti-conejo conjugada tetrametilrodamina
isotiocianato (TRICT) (Dakopatts A/S) diluido en B la concentracion 1:20. Las
secciones se lavaron en PBS, se deshidrataronaenl.etse aclararon en xileno, se
secaron al aire y se trataron con vapores de parafdehido durante 1h a 60° C, de
esta manera fueron bloqueados los sitios de uniesl de inmunoglobulina. Las
secciones se lavaron en PBS vy, después se vohaeirmcubar durante 24 horas a 4°C
con otro primer antisuero. Las secciones se lavdooante 15 minutos y seguidamente
incubadas con el segundo antisuero de cerdo amgj@aonjugado con fluoresceina
isotiocianato (FITC) (Dakopatts A/S) diluido en P88 concentracion de 1:40.

Especificidad de las inmunorreacciones

Los detalles del antisuero primario utilizado y tesultados de las pruebas de
preabsorcién se muestran en las Tablas 1 y 2, aidsgmente. La especificidad de la
inmunotincion se determind omitiendo el primer sudiro y por la incubacion paralela
con antisuero preabsorbido con 1@§ml de los péptidos relacionados durante 24 h a
4° C, previamente a su utilizaciéon. El tejido paatico deS. aurataadulta se utilizé

como control positivo.
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Tabla 2.
Preabsorciones

Preabsorcion con

Antisuero INS SS-25 §SS-28 SS-14 GLU GLP-1  NPY PYY

bovina (1-14) humano (1-19) sintético sintético
porcina bovino porcino porcino
porcino
bINS - + + +
SS-25 + - + +
SS-28  (1-  + + - +
12)
SS-14 + - + -
GLU - + + +
GLP-1 (1- - - + +
19)
NPY + + - -
PYY + + + .

(+), (-) indican si persiste o no la inmunorréadad después de la preabsorcion

3.3 Procesado de muestras para microscopia eleatadn

Las muestras se fijaron en una mezcla de gldemédo al 1% vy
paraformaldehido al 2% en tampon cacodilato 0.1M [R2-7.4) durante 3-4 horas, a
una temperatura de 4° C y posteriormente se lavamonna solucion de sacarosa al
0.35% en tampon cacodilato 0.1 M (pH 7.2-7.4).tdPae las muestras se fijaron
posteriormente con una solucion de tetroxido dei@siil% en tampdn cacodilato de 2
a 3 horas, a una temperatura de 4° C. Seguidanlastenuestras se mantuvieron
durante 2 horas a una temperatura de 4° C, erolu@d de acetato de uranilo al 4,8%
en tampon veronal (pH 7.2-7.4). A continuacion secediéo a la deshidratacion
mediante concentraciones crecientes de etanolayimpregnacion en una mezcla de
resinas epoxi (Luft, 1961), utilizando 6xido degiteno como liquido intermediario.

Se obtuvieron secciones semifinas y ultrafinadademuestras procesadas de
todas las edades objeto de estudio con un ultratoioo Reitcher-Jung. Las secciones
semifinas se tifieron con azul de toluidina y sdézaton para localizar la zona de

pancreas objeto de estudio.
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Microscopia electronica convencional.
Las secciones ultrafinas obtenidas se recogierbresiejillas de cobre y se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato denpl (Reynolds, 1963).

Inmunoglobulina-oro (IgG-oro).

Esta técnica se ha realizado tanto en secciongsgidie postfijado con tetroxido
de osmio como en secciones fijadas solamente edargldehido y paraformaldehido.
Se ha aplicado el método, con algunas modificasiode van Bergen en Henegouwen
y Leunissen (1986). Las secciones ultrafinas, rieesgsobre rejillas de niquel, se
trataron durante 45 minutos con metaperyodataedditurado si la muestra se postfijo
con tetroxido de osmio, o durante 10 minutos cadxdo de hidrégeno al 10% si no
habia sido postfijada con tetroxido de osmio. Aticaracion, las rejillas se lavaron con
agua destilada, seguidamente con PBS con gliciB&-@tcina, 50 mM) durante 10
minutos, y posteriormente 3 veces (5 minutos ca ®on una solucion de albumina
bovina (BSA) al 0.5% y gelatina al 0.2% diluidas PBS (PBG). Posteriormente se
incubaron con el primer antisuero (Tabla 1) dilueto PBG durante 24 horas en una
camara humeda a 4° C, seguidamente se lavaron B@h yP se incubaron con
inmunoglobulina-oro (IlgG-oro) de cabra anti-congf®10, Jansen Pharmaceutica,
Beerse, Bélgica) diluida 1:25 durante 1 hora a tgatpra ambiente. Las rejillas se
lavaron seguidamente con PBS (6 x 5 minutos), PBBwg (2 x 3 minutos) y agua
destilada (4 x 5 minutos).

Las rejillas se contrastaron con acetato de wgmitrato de plomo.

Las imagenes se obtuvieron sobre placas fotogsifiealizadas con un

microscopio electrénico Zeiss EM 10C.

3.4. Digitalizacion de imagenes

Las imagenes fotograficas para microscopia OpteEaolstuvieron con una
camara digital Cools Snap Photometrics y procesadasel programa de la camara
Cool Snap version 1.2, se guardaron en formato alBRa resolucion de 600 dpi.

Para la obtencion de imagenes fotograficas paraostopia electronica, las
placas fotogréaficas se escanearon con una resoldeid200 dpi con un escaner Epson
Perfection 4180 PHOTO, para después disminuir solueién a 600dpi. Tanto las
imagenes para microscopia Optica como electrorecenaquetaron con el programa
Adobe Photoshop Elements 2.0 y Adobe Photoshopvé&in 9.0.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO MICROSCOPICO OPTICO

Los cambios mas importantes relacionados con laicijpa y organizacion
durante el desarrollo de las células pancreaticdsaeinas deS. auratase resumen en
la Tabla 3. Se ha demostrado la existencia deasettdn inmunorreactividad semejante
a INS, SS-14, SS-25, SS-28 (1-12), GLU, GLP-1 (L-peptido tirosina-tirosina y
neuropéptido tirosina. La preabsorcion del antiswentra INS, SS-25, SS-28, GLU o
PYY por su péptido correspondiente inhibi6 la inmtimcién, como ocurrié cuando se
realizo la preabsorcion del antisuero SS-14 col468-SS-25, GLP-1 (1-19) con GLP-
1 0 GLU, y NPY con NPY o PYY (Tabla 2). No se obgeinmunorreaccion cuando se
utilizé el antisuero de GLP-2. Estas pruebas deahm@rcibn mostraron que los
antisueros de INS, SS-25, SS-28, GLU reaccionaspedaficamente con los péptidos
respectivos, mientras anti-SS-14 no discrimindeei®6-14 y SS-25, ni el anti-NPY
entre PYY y NPY o anti-GLP-1 entre GLU y GLP-1.
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Tabla 1. Aparicion y organizacion celular durante el desiéo del pancreas endocrino 8parus

aurata
+ inmunoreactividad
Edad Organizacion celular INS/ | INS | SS-25| SS-28| SS-14| GLU/ PYY INS/ INS/ GLU/ GLU/
SS-25 (1-12) GLP-1 SS-25/ | SS-25/ | GLP-1 (1-19)/| GLP-1 (1-19)/
(1-19) SS-28 SS-14 NPY PYY/NPY
Eclosién || Corddn primordial +
1 dia Un islote primordial +
2 dias | Un islote Unico + +
4-9dias | Un islote Gnico + + +
12y 16 | Un islote tnico + + + +
dias
17-23 | Un islote Unico + + + + +
dias Fibras nerviosas +
24y 25 | Un islote grande + + + + +
dias Un islote pequefio + + + + +
Células aisladas y agrupa| + + +
Fibras nerviosas +
30-44 | Un islote grande + + + + +
dias 2-4 islotes pequefios + + + + + +
Fibras nerviosas +
51-114 | Un islote principal y
dias algunos intermedios + + + + + +
Algunos islotes
intermedios e islotes
pequefios + + + + +

Fibras nerviosas
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Larvas recientemente eclosionadas (1.32 mm de lotgi)
En larvas recientemente eclosionadas, se obsensutamente células que
mostraban colocalizacion de INS y SS-25 (INS/SS425)cuales se disponen formando

un corddn (cordon primordial) junto al epitelio deka dorsal de la region anterior del

intestino indiferenciado (Figs. 1a-e).

Fig. 1. Secciones longitudinales de larvas recientemesitsienadas d&. aurata Seccion del
cordén primordial, junto al intestino primitivo @&nior (I), donde se observan células endocrinas con
inmunorreactividadla. Células con insulina (INS) (fluorescencia-FITCh. Células con somatostatina-
25 (SS-25) (fluorescencia-TRITC)lc. Las fotografias de doble inmunofluorescencia nmaast
coexistencia de ambos péptidey.(1d y e Secciones consecutivas longitudinales tefiidadactécnica
PAP indican los mismos resultados. Saco viteling.(&c x700;d-e x1000.
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Larvas de 1 dia (1.56 mm de longitud)

Las células con INS/SS-25 se disponen en un ipkgeefio, redondeado (islote
primordial), rodeado por células indiferenciadad&pnas al digestivo indiferenciado, y
la region posterior del saco vitelino (Figs. 28y b

_INST
92 Ntk

Fig. 2. Secciones longitudinales consecutivas de larvad déa. En el islote primordial se

observa coexistencia d2a. Células con insulina (INSRb. Células con somatostatina-25 (SS-25). Las

flechas sefialan perfiles celulares idénticos Técnica PAP. x1000.

Larvas de 2 dias (1.73 mm de longitud)
Mostraron un islote Unico, mas grande que el istbservado en larvas de 1 dia.

No se ha mostrado coexistencia a inmunorreactieslatt INS y SS-25. Las células
con INS y con SS-25 se localizaron en el centronyla periferia del islote,
respectivamente. (Figs. 3ay b).

e Aﬂa i 3 l'\'s‘:—’.._'~ 7 < “. g o -
Fig. 3. Secciones consecutivas del islote Unico en lathea® dias8a. Células con insulina (INS)
en el interior3b. Células con somatostatina-25 (SS-25) en el extéfé&cnica PAP. x1100.
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Larvas de 4 a 9 dias (2 a 2. 6 mm de longitud)

En esta etapa se identifican por primera vez cglota inmunorreactividad a
SS-28 las cuales se sitlan en la region interibiisttete Unico donde se encuentran
también células con INS vy las células con SS-2lbaaizan en el area periférica del
islote (Figs. 4a-c). Este islote se encuentra maolgeor células del pancreas exocrino
indiferenciado y se localiza entre el intestinoeaot y el higado, cerca del saco

vitelino. A partir de los 8 dias, este islote sealza proximo a la vejiga natatoria.

b o L ) e Y
R o S » o
‘? ,.."_’-“_':s- |
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Fig. 4. Secciones consecutivas longitudinales de larvad déas. El islote Gnico estaba rodeado
por células pancreéticas exocrinas (CEx) indifdegtas.4a. Células con insulina (INS#b. Células con

somatostatina-28 (SS-28g. Células con somatostatina-25 (SS-25). Técnica PAROO.
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Larvas de 12 a 16 dias (2.8 a 3.1 mm de longitud)

El islote Unico se localiza dorsalmente bajo lageepatatoria y el riidn, entre el
intestino anterior y el bazo (Fig. 5a). Est4 conspuee células con INS y con SS-28
en el area central (Figs. 5a y b) y células con25%n la periferia (Fig. 5c).
Inmunorreactividades tanto a GLU y a GLP-1 se emitae por vez primera

colocalizadas en las células endocrinas proxintas eélulas con SS-25 (Figs. 5d y e).

Fig. 5. Secciones longitudinales consecutivas del isloiedlien larvas de 12 digsa. Células
inmunorreactivas a insulina (INS), bazo (B), intestanterior (la), rifion (R), vejiga natatoria (V5.
Células inmunorreactivas a somatostatina-28 (SS&8)Células inmunorreactivas a somatostatina-25
(SS-25).5d. Células inmunorreactivas a glucagén (GLRH. Células inmunorreactivas a péptido similar

al glucagén-1 (GLP-1). La coexistencia en la inntogactividad de GLU y GLP-1 esta sefiala cai (
Técnica PAP. x1100.
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Larvas de 17 a 23 dias (3.2 a 4.6 mm de longitud)

El islote Unico contiene células con INS y con 88 la regién central (Figs.
6a y b) y células con SS-25 y células con GLU/GLénR1a periferia (Figs. 6¢c y €), asi
como células con SS-14 en la region externa y diapepor todo el area interna (Fig.

6d). En la region central del islote también seehaontrado fibras nerviosas que

muestran inmunorreactividad a PYY (Fig. 6f).

L Y
s SN 3

Fig. 6. Seccions onsecutivas del islote unic de ladead7 diasba. Células con insulina
(INS). 6b. Células con somatostatina-28 (SS-ZR). Células con somatostatina-25 (SS-Z&). Células

con somatostatina-14 (SS-147)(¢). 6e. GLU (¢).6f. Obsérvese que las fibras nerviosas muestran
inmunofluorescencia —TRICT a PY¥). 6a-e.Técnica PAP. x500.
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Larvas de 24 y 25 dias (4.7 a 4.9 mm de longitud)

Presentan un gran islote similar, en cuanto ag@nay composicion celular, al
islote Unico descrito en las etapas anterioress(Hg-e). Ademas, aparecen algunos
islotes pequefios y células aisladas o agrupadakapa ventral del pancreas exocrino
junto a los conductos pancreaticos. Estos islodggigfios mostraron los mismos tipos
celulares y una disposicion celular similar al slgrande (Figs. 8a-d). Las células
aisladas y las agrupadas mostraron coexistencianagnorreactividad a INS y SS-25
(Figs. 9a-c), INS, SS-25 y SS-28 (Figs. 9d-f) eunorreactividades a INS, SS 25y SS-
14 (Figs. 9g-i).

(INS). 7b. Células con somatostatina-28 (SS-2&). Células con somatostatina-25 (SS-2&). Células
con somatostatina-14 (SS-14g. Células con glucagén (GLU). Técnica PAP. x1000.
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composicién celular que el islote gran@a. Células inmunorreactivas a insulina (IN8h. Células
inmunorreactivas a somatostatina-25 (SS-3g). Células inmunorreactivas a glucagéon (GL8y.

Células inmunorreactivas a somatostatina-28 (SS&#)ducto pancreatico (Cp). Técnica PAP. x1000.
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INS/SS-25
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i células agrupadas

Fig.Ké. Células agrupada en larvas de 24 dias. Una &eiceion de Ia
muestra la coexistencia de inmunorreactividade8aainsulina (INS) (fluorescencia-FITC) ¢§. 9b.
Somatostatina-25 (SS-25) (fluorescencia-TRITZ). @c. Fotografia de doble fluorescencia mostrando
coexistencia completa de INS y SS-25.(Secciones consecutivas inmunotefiidas con PARrano®
coexistencia de inmunorreactividade®d:y gINS (¢)(Y). 9e y h.SS-25 ¢)(Y). 9f. SS-28 ¢). 9i. SS-
14(v). x1200.
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Larvas de 30 a 44 dias (5 a 9 mm de longitud)

El islote grande aumenta de tamafio y adopta umaaferiangular. Las células
con INS y con SS-14/SS-28 se observan en la regidtral (Figs. 10a y b), las células
con SS-25 y GLU/GLP-1 se localizan en la perifdftégs. 10c-f). También se han
detectado fibras nerviosas inmunorreactivas a Ff¥esta etapa, no hay coexistencia
de inmunorreactividades a INS y SS y mientras disge el numero de células
agrupadas y aumenta el nimero de pequefios islotss.slotes pequefios estan
compuestos de células con INS y de células coR85&n el area central (Figs. 11a y
c), de células con SS-25 en la periferia (Fig. 1fthje células SS-14 (que no se
muestran) y con GLU/GLP-1 en las areas periféricantral (Fig. 11d). Coexistencia a
inmunorreactividades de GLU/GLP-1 y NPY se obsemarunas pocas células de la

periferia de algunos islotes pequefios (Figs. 1éd y
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Fig. 10. Secciones Iongitudiﬁales consecutivas de islossadg en
Células con insulina (INSLOb. Células con somatostatina-28 (SS-2&)c. Células con somatostatina-
25 (SS-25)10d. Células con somatostatina-14 (SS-14)e. Células con glucagon (GLU)Of. Células
con péptido similar al glucagon-1 (GLP-1). Las liiles sefialan el perfil de las mismas células (
Técnica PAP. x400.
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Fig. 11. Secciones longitudinales consecutivas de un igletpiefio en larvas de 37 diasa.

Células con insulina (INS)L1b. Células con somatostatina-25 (SS-2B)c. Células con somatostatina-
28 (SS-28)11d. Células con glucagon (GLU)1e.Células con neuropéptido tirosina (NPY). Las feech

sefialan el perfil de las mismas céluka$. (Técnica PAP. x1000.

Larvas de 51 dias a juveniles de 114 dias (9.13&8 mm de longitud)

Desde 51 dias en adelante se encuentra un isloteipat, varios islotes
intermedios y numerosos islotes pequefios (Figshl3al islote principal se localiza
junto a la vesicula biliar, mientras que el restolats islotes aparecen dispersos en el
seno del pancreas exocrino. Se observa por privezranmunoreactividad a PYY en
larvas de 51 dias. No se observaron células quetreneinmunorreactividad sélo a
NPY o0 a PYY. El islote principal muestra los misntip®s celulares y fibras nerviosas
como en etapas precedentes (Figs. 12a-h) ademasmdgocas células en una pequeia
area periférica en la que la inmunorreactividadr® Be encuentra colocalizada con las
inmunorreactividades a NPY, GLU y GLP-1 (Figs. I9eAlgunos islotes intermedios
mostraron la misma disposicion y composicion que ednislote principal. La
coexistencia total de las inmunorreactividades aJGGLP-1, PYY y NPY fue
observada en la region externa de los islotesni@gios restantes e islotes pequefios
(Figs. 13e-h), en los cuales no fueron observaddalas que mostrasen sélo

inmunorreactividades a GLU/GLP-1.
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Fig. 12. Secciones longitudinales consecutivas de un igboiecipal de larvas de 51 dias

B e

mostrando células inmunorreactivd2a. Células con insulina (INSL2b. Células con somatostatina-28
(SS-28).12c. Células con somatostatina-25 (SS-2B)d. Células con con somatostatina-14 (SS-14).
Detalle de la periferia del islote grande mostrandexistencia de inmunorreactividad a GLU/GLP-1 y
NPY. 12e.Células inmunorreactivas al péptido similar alcglgon-1 (GLP-1)12f. Células con glucagén
(GLU). 12g. Células con péptido tirosina-tirosina (PYXRh. Células con neuropéptido tirosina (NPY).
Fibras nerviosas PYY inmunotefiidas)( Las flechas sefialan contornos celulares idén{h Técnica
PAP.a-d x600;e-h x400.
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Fig. 13. Secciones consecutivas de un islote pequefio @spétimen juvenil de dorada de 105
dias. 13a. Células con insulina (INS)L3b. Células con somatostatina-28 (SS-2B3c. Células con
somatostatina-25 (SS-25013d. Células con somatostatina-14 (SS-14). Se obseavacompleta
coexistencia de inmunorreactividad entt@e. Células con glucagén (GLUL3f. Células con pétido
similar al glucagon-1 (GLP-113g. Células con neuropéptido tirosina (NPYRh. Células con péptido

tirosina-tirosina (PYY). Técnica PAP. x600.
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4.2 ESTUDIO MICROSCOPICO ELECTRONICO
El estudio microscépico electronico confirma losuleados obtenidos en el
estudio microscopico Optico, en cuanto al momewrt@plaricion y distribucion de los

diferentes tipos de células endocrinas en losaslpancreaticos.

Larvas recientemente eclosionadas

Debajo del epitelio de la zona media de la paredgalalel tracto digestivo,
aparece un cordon de células (corddn primordiaipéalo por células indiferenciadas y

células endocrinas que se caracterizan por presgataulos de secrecion (Fig.1).

Células indiferenciadas

Las células indiferenciadas son de forma ovoid&#@angular y de aspecto mas
electronodenso que las células endocrinas debidopaesencia de gran cantidad de
ribosomas libres y polirribosomas (Fig. 1). El macles grande, ovoideo con ligeras
indentaciones, eucromatinico con pequefios grumbetdeocromatina adyacentes a la
envoltura nuclear y contiene 1 6 2 nucléolos (Figs: 2). Se observan abundantes
mitocondrias redondeadas, filamentosas y ramifeadan matriz clara y crestas
tubulares, cisternas estrechas y cortas de retendoplasmico rugoso (rer) dispersas
por todo el citoplasma (Figs. 1 y 2), asi como @mglejo de Golgi, en cuyas
proximidades se encuentran vesiculas cubiertaspasienultivesiculares y vesiculas
redondeadas con contenido de mediana electroridddngue pueden corresponder a
endosomas (Fig. 3a). En algunas células, apammpos basales, localizados junto a
la membrana plasmatica (Figs. 3 y 3b) y estructdeasunion. Se pueden observar
figuras de mitosis (Fig. 2).

Células endocrinas

Las secciones de células endocrinas localizadds @arte basal del corddn
primordial (Figs. 1 y 4)son de forma piriforme o triangular (Fig. 4). Laggcupan la
posicion central del cordon primordiabn redondeadas (Fig. 5). Se caracterizan por
presentar un nucleo eucromatinico ovoideo, de contondulado y con indentaciones

gue en algunos casos pueden ser muy profundasiyaléolo excéntrico (Figs. 4 y 5).
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Fig.1. Vista general de células del cordon primord enciadas (Cl) ¢ cleo
(N) eucromatinico y un gran nucléolo (nu), numesosiosomas, algunas cisternas de reticulo
endoplasmético rugoso (rer) y mitocondrias (m)u@ééndocrina (CE) alargada, mas clara, con ciatern

alargadas de reticulo endoplasmico rugoso (remadib y pequefios granulos de secrecldnx6200.
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Fig. 2. iferen

mitocondrias (m), complejo de Golgi (G) y cisterrmsladas de reticulo endoplasmatico rugoso (rer).

Células indiferenciadas en mitosis (M). x8000.
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Fig. 3. Detalles de células indiferenciadas donde se puagesciar numerosos ribosomas, un

corpusculo basal (cb), complejo de Golgi (G), casrmultivesiculares (cmv), y vesiculas cubiertas. (v
3a. Complejo de Golgi (G) y endosoma (8. Corpusculo basal (cb3.x13200;a x16000;c x33440.

En el citoplasma existen abundantes polirribosomésotibulos, mitocondrias
redondeadas o filamentosas con crestas tubularemtsiz clara, las cuales estan
dispersas en el citoplasma o agrupadas en la perdelular (Figs. 4 y 5), algunas de
ellas presentan una constriccion central y posibigense encuentran en proceso de
division (Fig. 7c). El reticulo endoplasmico esténfiado por largas cisternas aisladas y
dilatadas con contorno festoneado, localizadas gxeliferia celular o dispersas por el

citoplasma (Figs. 4,5y 7).
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Fig. 4. Células endocrinas (CE) adyacentes a célulaseimdi€iadas (Cl). Obsérvense las
cisternas dilatadas y aisladas de reticulo endagitso rugoso (rer), ndcleo (N) y nucléolo (nupg Hos

tipos de granulos de secrecion, unos con un caltdigieramente electronodenso, poco condensado, que

puede ocupar todo el granulo o estar desplazada faeriferia ) y otros con un contenido muy
electronodenso central y un halo clabd. €6200.
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Mitocondrias agrupadas, algunas de ellas en divigkigs. 5, 6, 7 y 7a),
complejo de Golgi muy desarrollado, con numerossi®raas en cuyos extremos se
observa un material homogéneo medianamente eledi&aso; en sus proximidades se
localizan vesiculas cubiertas (Fig. 6). Se obserismsomas secundarios con un
contenido heterogéneo (Fig. 6). Se pueden localdmarsificaciones semejantes a
desmosomas uniendo dos células vecinas, asi comgosu basales y cilios
intracitoplasmicos (Figs. 6a y b). También se okmetubulos estrechos, medianamente
electronodensos, algo sinuosos, que estan relalwenantre si y que se podrian
corresponder con endosomas, asi como cuerpos esidtiNares con material granular
similar a los centros densos de los granulos deecéa (Fig. 7b) proximos a la
membrana plasmatica y microtubulos.

Estas células presentan dos tipos de pequefioslagataisecrecion (Figs. 4-7).
El primer tipo tiene un contenido ligeramente elmwbdenso, poco condensado, que
puede ocupar todo el granulo o estar desplazada laperiferia (Figs. 4, 6 y 7) y un
tamafio entre 182 y 286 nm. Al utilizar la técnia IgG-oro con anti-SS-25, estos
granulos quedan inmunomarcados en el contenido @lectronodenso del granulo, ya
sea central o excéntrico (Fig. 7&l segundo tipo de granulos se localizan en la
periferia de la célula o en las proximidades dehgiejo de Golgi, tienen un contenido
muy electronodenso central y un halo claro; su femwscila entre 151 y 190 nm (Figs.
4,5, 6,7, 7ay 7b). Al utilizar la técnica de lg@® se comprueba que contienen INS y
que el inmunomarcado queda en el contenido elemdigrso central (Fig. 7d).

Las células endocrinas de esta etapa contienatotoipos de granulos, aunque
en cada célula predomina un tipo u otro (Figs.73.y

Frecuentemente se encuentran secciones transgerdgale prolongaciones
celulares ocupadas completamente por granulosalecsan semejantes a los descritos

anteriormente, predominando los claros (Fig. 6b).
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con indentaciones profundas y nucléolos (nu), miskeapiladas de reticulo endoplasmatico rugosp (re
festoneadas y dilatadas y mitocondrias (m). Obsérliapresencia de numerosos granulos de secrecién
de contenido central muy electronodenbp x4136.
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sosoma (Ii).}gestacan' ios
extremos dilatados y con material electronodensta®wisternas del complejo de Golgi (G) y granulos
de secrecidn en sus proximidades),(asi como granulos de contenido ligeramente relectienso
préximos al nicleoy(). 6a. Detalle de una célula endocrina con cuerpos naditulares (cmv), reticulo
endoplasmético rugoso (rer) y estructuras de uaitre células vecinas similares a desmosomasl{d).
Prolongacion celular (pc) ocupada por granuloseteegion rodeada por una célula endocrina con un
corpusculo basal (cb) y un cilio intracelul@x11200;a x20625;b x14320.
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Fig. 7. Células endocrinas con abundantes mitocondrias ¢islernas aisladas, dilatadas y
apiladas de reticulo endoplasmatico rugoso (reigsytipos de granulos de secrecidn en la mismaagélu
unos con un contenido muy electronodenso centnally claro ¢) y otros con un contenido ligeramente
electronodenso, poco condensado, que puede o@gmaek granulo o estar desplazado hacia la pexiferi
(€). 7a. Mitocondrias (m), algunas con una estrangulaci®)(que podria indicar divisiéi’b. Cuerpo
multivesicular (cmv) con un material muy electroansio similar al contenido granular y dos granuks d
secrecion proximos a él y microtibulos (mt). Seiedlen sinuosos tlbulos estrechos relacionados shtr
que forman los endosomas (x12300;a x14200;b x16000.
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écnica 1gG-oro) (SS-25), en los
que se muestran granulos de secrecion con su @mterarcado con particulas de ose)(y otros no
marcadosy). 7d. Detalle de una célula endocrina inmunorreactiifd% (técnica IgG-oro) (INS), en los

que se muestran granulos de secrecion con su amterarcado con particulas de of9 § otros no
marcados+). 7cy d x16000.
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Larvas de 1 dia

En esta etapa las células endocrinas pancreatimasari una pequefa
agrupacion (islote primordial), rodeado por célutaferenciadas (Fig. 8).

Las células indiferenciadas presentan caractexsssamilares a las de la etapa
anterior: nacleo central ovoideo y eucromatinicm eam gran nucléolo, numerosos
ribosomas y grandes mitocondrias, presentan @smimas (Fig. 8). Se observan en esta
etapa células en division.

Las células endocrinas son de dos tipos que esférerttiados por su
electronodensidad, que se debe al nUmero de rilassaon abundantes polirribosomas
en las células de mayor electronodensidad y massescen las de menos
electronodensidad, siendo otros organulos y lastge granulos de secrecién similares
aungue en diferente numero (Figs. 8 y 9).

Los dos tipos celulares poseen un gran ndcleo aemdr contorno irregular y
envoltura nuclear dilatada, algunos en forma deo8,un nucléolo excéntrico (Fig. 9).
Se observan cortas cisternas de rer aisladasatadiils pero de manera irregular,
dispersas y a veces ramificadas (Figs. 8, 9 y Aigndes mitocondrias redondeadas o
filamentosas con crestas transversales, pudiéref@smtrar agrupadas y proximas a la
envoltura nuclear y rodeadas y en relacion corertias de rer (Figs. 9 y 10). El
complejo de Golgi esta formado por varios dictioasnton cisternas estrechas y
apiladas a veces muy replegadas sobre si misnasl(®i en sus proximidades existen
lisosomas (Figs. 9, 10a y 10b), numerosas vesicudabiertas y cuerpos
multivesiculares, en el interior de los cuales $seova un material electrodenso
semejante al contenido de algunos granulos deciécré-igs. 10 y 11c). También se
pueden encontrar endosomas alargados que contigmematerial homogéneo de
mediana electronodensidad, junto a la membrananplasa (Fig. 11), cuerpos basales
(Fig. 10 y 10c) y en ocasiones alguna estructurar giFig. 10c). Entre dos células
adyacentes se han observado estructuras de uniddesmosoma (Fig. 10c).
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nciadas (Cl), algunas se encuentran en
mitosis (M), destacan las mitocondrias (m) y Iaeligosomas (cli). Células endocrinas densas (Cd) y
células endocrinas claras (Cc). Observandose,sedds tipos celulares reticulo endoplasmatico mgos
(rer), mitocondrias (m) y granulos de secrecibn En las células claras se observa ademas congsejo

Golgi (G) y lisosomas (li). x6925.
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En ambos tipos celulares existen dos tipos de tpénie secrecion (Figs. 9, 10a
y 11a-e), unos con un contenido finamente grarddanediana electronodensidad y un
tamafio que oscila entre 141 a 174 nm (Figs. 9 ¥, Estos granulos quedan marcados
con la técnica de IgG-oro para anti-SS-25, depuditse las particulas de oro en el
contenido del granulo, sea central o excéntricg.(EDe), y otros con un centro muy
electronodenso rodeado por un estrecho halo cl&d § 167 nm) (Figs. 9, 10ay 11b)
gue quedan marcados con oro aplicando la técnicag@eoro para anti-INS,
depositandose el oro en el contenido central (Fdd). Tanto unos como otros tienden a
agruparse, aunque se pueden encontrar los dosdggsanulos en todas las células
(Figs. 10d-e). La distribucion de estos granulosetgecion es diferente; en las células
mas electronodensas son mas abundantes los graleukecrecion con un contenido
granular de electronodensidad media y en las c2bldamenor electronodensidad los
granulos mas abundantes son los mas electronodextsesios por un halo claro (Figs.
9y 1lla).

La envoltura de algunos granulos de secrecibnaemga a veces en forma de

gancho (Figs. 11c-e).

66



SR NEL 1N BAN
a de S y nucléolo

Fig. 9. Células endocrinas claras (Cc) y densas (Cd) ¢etea (N) e

(nu) excéntrico, mitocondrias (m), reticulo endspiatico rugoso (rer), un lisosoma (li) y dos tipos

n for
diferentes de granulos de secrecion, los que tianesontenido central fuertemente electronodet¥y (

los que tienen un contenido de electronodensidga damedia; central o excéntrice>] y que se

encuentran en la misma célula. x8250.
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Fig. 10. Detalle de una célula endocrina clara con nuchp iidentado, mitocondrias (m),

complejo de Golgi (G), corpUsculo basal (cb), cosrpultivesiculares (cmv) y vesiculas cubiertag.(vc

10a. Célula clara con lisosomas (I)0b. Célula densa con citolisosomas (cliic. Cuerpo basal (cb) y

cilio intracitoplasmico (ci), ademas de estructutasunion tipo desmosoma (d) entre células osclifas.
x14000;a x12500;b x 16000;c x20000.
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" Fig. 10d. Detalle de
que se muestran granulos de secrecion con su amterarcado con particulas de or9 § otros no

una célula endocrina
marcados ). 10e.Detalle de una célula endocrina inmunorreacti&Sa25 (técnica IgG-oro) (SS-25),
en la que se muestran granulos de secrecion coonsenido marcado con particulas de o# y otros

no marcadosy). x22000.
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PR
F|g 11 Detalle de una celula endocrlna clara donde seiepuwbservar un endosoma (e),

mitocondrias (m), cuerpos multivesiculares (cni}a. Nétese que los dos tipos de granulos que se
encuentran en esta etapa estan en la misma cébglade contenido densol) y los de baja
electronodensidad). 11b. Granulos de secrecién de elevada electronodenéidadvesiculas cortas y
dilatadas del reticulo endoplasmatico rugoso (rétc. Cuerpo multivesicular (cmv) y granulo de
secrecion cuya envoltura se prolonga en forma dehga &) 11d-11e.Granulos de secrecién con
envoltura prolongada en forma de ganch9 ¥ (V). 11 x21600;a x22400;b x14400;c x36800;d
x38800;e x41000.

70



Larvas de 2 dias

En esta etapa se presenta un islote Unico y el @oempe exocrino del pancreas
gue se ha diferenciado esta formado por céluladrefemdensas de contorno ovoideo,
que poseen un nucleo también ovoideo con un grateaia, mitocondrias grandes,
filamentosas con crestas transversales, abundantéommado por cortas cisternas
dispersas por el citoplasma y un complejo de Gelgicuyas proximidades se observan
granulos de zimdgeno de diferente tamafio y elegkd#éronodensidad (Fig. 12).

En cuanto al componente endocrino, se pueden glistidos tipos de células
que se identifican tanto por las caracteristicasudegranulos de secrecion como porque
guedan inmunomarcadas con la técnica IgG-oro cathdas con INS y SS-25. Estas
células comienzan a tener una disposicién defaigin el islote. Las células endocrinas
con SS-25 se localizan preferentemente en la pardel islote, contiguas a la porcion
exocrina del pancreas y las células endocrinasiN@ndispuestas en el interior del
islote (Fig. 13).

Las células endocrinas con INS son redondeadas oideas, con nucleo
eucromatinico indentado y un nucléolo (Fig. 13). Eh citoplasma destacan
mitocondrias redondeadas o alargadas con credvatates, algunas en proceso de
division, abundante rer formado por cisternas aldag, dispersas y desigualmente
dilatadas (Figs. 14 y 15), complejo de Golgi mugateollado (Figs. 13-16), vesiculas
cubiertas en relacion con el complejo de Golgiréegpnes revestidas en contacto con
la membrana plasmatica (Figs. 14, 14a), cuerpogivaesiculares con granulos de
secrecion adheridos a su membrana (Figs. 14, 146) y lisosomas (Fig. 14c). Se
observan también cilios intracitoplasmicos y nureesomicrotubulos (Fig. 16). Los
granulos de secrecion son esféricos (entre 171 ¥ %), algunos alargados
baciliformes, posiblemente como resultado de lafude varios granulos de secrecion,
con un contenido central muy electronodenso (Rigsl7) que aparecen marcados por
la técnica IgG-oro (Fig. 17a).

Las células endocrinas con SS-25 son de contoangaalo con nucleo ovoideo,
eucromatinico y nucléolo excéntrico (Fig. 18). @rcitoplasma destacan numerosos
polirribosomas asi como largas cisternas algoatikd irregularmente, a veces apiladas,
de rer concéntricas al nucleo y proximas a la mamdbplasmatica (Figs. 18 y 18a). Las
mitocondrias son redondeadas o alargadas con siteftalares, a veces se encuentran
agrupadas (Figs. 18a y b).
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Fig. 12. Célula del pancreas exocri

no (CEXx) ) élctronodendad
elevada; nicleo (N) y nucléolo (nu), numerosossiimoas, complejo de Golgi (G) y mitocondrias (m).
x13500.

Fig. 13. Células alargadas de somatostatina-25 (SS-25¢uletendoplasmatico rugoso (rer),

granulos de secrecion de contenido ligeramentdref@menso €) y otros con un centro esférico muy
electronodensoY). Células con insulina (INS), complejo de Golg),(@eticulo endoplasmatico rugoso
(rer) y granulos de secrecién esféricos y de caitenentral muy electronodensd)( Células del
pancreas exocrino (CEx). x13787.
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El complejo de Golgi estd formado por cisternas g@s&n estrechamente
apiladas en cuyas proximidades se ubican numevesé&sulas cubiertas (Fig. 19a). Hay
cuerpos multivesiculares y en algunos se puedengéiacoun material electrodenso
semejante al de algunos granulos de secrecion 1Blg). Los granulos de secrecion
MAs numerosos poseen un contenido ligeramenteagledenso, que esta rodeado por
un estrecho halo claro. Otros més escasos contiemercentro esférico muy
electronodenso de disposicion central o excén(Rags. 18, 18a, 19a-d). El tamafio de
ambos oscila entre los 151 y los 262 nm. Con lait¢éade 1gG-oro las particulas de oro

se observan en el contenido de los granulos deaéor(Fig. 19e).
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Fig. 14. Células con insulina (INS), ‘mitocondrias (m), adguen proceso d | €),
complejo de Golgi (G), vesiculas cubiertas (vc¥ternas dilatadas de reticulo endoplasmético rugoso
(rer), cuerpos multivesiculares (cmv) con matdritdrno semejante al de los granulos de secret#m.
Depresion revestidal4b. Cuerpo multivesicular (cmv) en relacion con grasube secrecionl4c.
Lisosoma (li) con un material electronodenso simdh contenido de los grénulos de secrecib.
x16500;a x43750;b x15000;c x10000.Fig. 15. Células con insulina (INS), complejo de Golgi &h
granulos de secrecion en los extremd} (eticulo endoplasmatico rugoso (rer) y una setsuperficial

del complejo de Golgi«). x12000.
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complejo de Golgi (G), cilio intracitoplasmico (gi)microtibulos (mt). x20000.

Fig. 17. Granulos de secrecién de una células con insyliNg), algunos tienen forma
baciliforme ¢) y en otros su membrana se extiende a modo dehgafty. 17a. Granulos de INS
inmunorreactivos (técnica 1gG-oro), el oro se dépan el contenido del granulo, pero no en el .hafo
x20000;a x16000.
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Fig. 18. Células con somatostatina-25 (SS-25). Nucleo (Myoccon un nucléolo (nu)

exceéntrico, largas cisternas apiladas, algo ditstadlegularmente de reticulo endoplasmatico rugesp
paralelas al nlcleo. Obsérvese que hay granuloscootenido esférico central o excéntrico muy
electronodensoY), y granulos con contenido ligeramente electronedgodeados por un estrecho halo
claro (). 18a. Obsérvense las cisternas paralelas de reticulopésinatico rugoso (rer), granulos de
secrecion y mitocondrias (n)8b. Mitocondrias (m) agrupadas8 x11500;a x12000;b x15000.
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Fig. atostatina-25 (SS-28a. Complejo de Golgi (G),
vesiculas cubiertas (vc), granulos de secreciottreleodensosY), granulos de secrecion claro®)(
19b. Cuerpos multivesiculares (cmv) y granulos de seéreelectronodensosy] y claros ). 19c.
Granulos de secreciéh9d. Granulos de secrecion electronodendgs ¥ de electronodensidad baja)(
préximos a la membrand9e. Granulos de SS-25 inmunorreactivos (técnica lg8-a x13200;b

x17500;c x14000;d x22500;e x18000.
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Larvas de 4 dias

El islote pancreatico (islote Unico) que apareceesta etapa esta rodeado por
células del pancreas exocrino, que esta totalndagarrollado. Esta formado por tres
tipos de células endocrinas, identificadas cored¢aita IgG-oro como células con SS-
25, INS y SS-28. Las células con SS-25 e INS swilasies a las descritas en las etapas
anteriores, localizandose en el islote en la miposacion y las células con SS-28, que
aparecen en esta etapa, se disponen entre lamag€Fig. 20).

Las células con SS-28, se sitlan entre las cael&S-25 e INS y son de forma
alargada u ovoidea con prolongaciones que rodé&satlulas con INS (Figs. 20 y 21).
Destaca un nucleo grande y lobulado, que puede@graen las secciones como dos
fragmentos, con un nucléolo excéntrico (Fig. 2B8).08servan mitocondrias pequefas,
redondeadas o filamentosas y escasas, con crelstdares, cisternas cortas y dilatadas
de rer y cisternas del complejo de Golgi dilatadageces con material electronodenso
en su interior (Figs. 20 y 21). Junto a estas rriaey dispersas por el citoplasma, se
observan numerosas vesiculas cubiertas y cuerplisesiculares (Figs. 21 y 22). Son
también visibles cilios con un tallo ciliar dirigiéose a una invaginacion de las células
con INS (Fig. 22).

Los granulos de secrecion tienen un didmetro médid50 nm y son de dos
tipos: granulos con contenido central muy electdemso rodeado por un estrecho halo
claro y granulos con contenido de electronodendsidadia que ocupa la casi totalidad
del granulo (Figs. 21-22b). Con la técnica de Ig&-estos dos tipos de granulos de
secrecion se marcan con SS-28, depositandose fasuf@s de oro en el contenido
granular (Fig. 22b).
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Fig. 20. Vista general del islote Gnico de una larva dda%.dLas células con somatostatina-25
(SS-25) son periféricas y proximas a las céluldspdacreas exocrino (CEx), las células con insulina

(INS) se localizan en el interior y las células cammatostatina-28 (SS-28) se disponen entre las

anteriores. Notese que el complejo de Golgi (Q)etienaterial electronodenso dentro de sus cisternas.
x9000.
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els &élulas con insulina (INS),
complejo de Golgi (G) con contenido electronoderdentro de las cisternas\) y cuerpos

multivesiculares (cmv). Los granulos de secreciércantenido central muy electronodenso rodeado por

un estrecho halo claro») y granulos de contenido de electronodensidad angde ocupa la casi

totalidad del granulo®l). Obsérvese que uno de los granulos de secreaeida tina prolongacion de su
membrana en forma de ganchg.(x13200.
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Fig. 22. Células endocrinas de somatostatina-28 (SS-2&) mgllina (INS), con mitocondrias
(m), algunas cisternas dilatadas del complejo dgi®@@), cuerpos multivesiculares (cmv) y un ci{i)
con tallo ciliar al espacio intercelular que ségira una invaginacion de la célula con II82a. Granulos
de secrecién de SS-28, de electronodensidad elefrajlay de electronodensidad medi&).( 22b.
Granulos de SS-28 inmunomarcados (técnica 1gG-28123600;a x24000;b x30000.

Las células con INS se localizan en la parte imtelel islote, ocupando la parte
central de éste (Fig. 20). Son células de aspextondeado u ovalado con nucleo
ovalado con indentaciones, a veces muy profundary un nucléolo central o
excéntrico (Fig. 23). En el citoplasma encontranmigocondrias redondeadas o
filamentosas con crestas tubulares, con cisteroidascde rer localizadas préximas a la
membrana celular (Fig. 23), complejo de Golgi fodmagor cisternas dilatadas que
contienen un material electronodenso similar alodegranulos de secrecion (Figs. 23,
24 y 24a).
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cisternas aisladas de reticulo endoplasmatico ajgosmplejo de Golgi (G), corpusculo basal (cb),
cuerpos multivesiculares (cmv) con contenido sindlale los granulos de secrecién y microtabulag.(m
Los granulos de secrecion presentan contenido ifiorone, muy electronodenso y de aspecto estrellado
(). Célula con granulos de somatostatina-28 (SSxA®500.
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En sus proximidades se aprecian granulos de sénregumerosas vesiculas
cubiertas asi como cuerpos multivesiculares quetiecn parte del material
electronodenso de algunos granulos de secrecign ZBiy 24). Junto a la membrana
celular se observa un cuerpo basal (Fig. 23). TamBe observan microtabulos y
endosomas (Fig. 23). Los granulos de secrecioerniem diametro medio de 175 nm,
son de contenido central, esférico, muy electronsadeodeado por un halo claro (Figs.
20, 23-24b). En ocasiones el contenido electrorsmlese dispersa adquiriendo un
aspecto estrellado (Figs. 23 y 24). Con la téchgga-oro las particulas de oro se
depositan principalmente sobre el contenido graragacomo en el de algun endosoma
relacionado con granulos de secrecion (Fig. 24b).

Las células con SS-25 se caracterizan por teneraf@argada (Fig. 20) con
nacleo redondeado u ovalado con indentacionesroes de reticulo endoplasmico
rugoso dispersas y muy dilatadas, escasas mitdasndisladas, complejo de Golgi
formado por varias cisternas en cuyas proximidageslisponen vesiculas cubiertas
(Fig. 25), citolisosomas que contienen organuldslaes y cuerpos multivesiculares
(Fig. 25). La mayoria de los granulos de secre@aeden aparecer agrupados o
dispersos por el citoplasma y poseen un conteredmebliana electronodensidad (Figs.
20 y 25). En ocasiones pueden aparecer vacios arcescaso contenido excéntrico y
su didmetro puede llegar a los 275 nm. Otros godnde secrecidon, mas escasos,
poseen un centro muy electronodenso rodeado pa&stnacho halo claro (Figs. 20 y
25), los cuales se localizan preferentemente emrasmidades de las cisternas del
complejo de Golgi. Estos granulos de secrecidretiaim diametro medio de 200 nm.
Las particulas de oro se depositan especificansaiiee el contenido granular (Fig.
25a).
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Fig. 24. Célula con insulina (INS). Complejo de Golgi coatarial denso similar al contenido
de los granulos de secrecidw){( vesiculas cubiertas (vc) y endosomas (e), godndé secrecion con
contenido de aspecto estrellagt).(24a. Endosomas (e) y microtibulos (m2fb. Granulos de secrecion
de INS inmunomarcados con oro (técnica lgG-oro)sédese que el contenido de un endosoma se ha
marcado con la técnica anteridy).(24 x13100;a x30125;b x23000.
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Fig. 25. Célula con somatostatina-25 (SS-25). Se puedenabsen citolisosoma (cli) que
contiene érganos celulares, cuerpos multivesicsiléamv) y granulos de secrecién, los que poseen un
contenido de mediana electronodensidad que enovessipueden parecer vacios)(y otros que
presentan un centro muy electronodenso rodeadoupogstrecho halo clarol). 25b. Granulos de
secrecion de SS-25 inmunomarcados con oro (tédei¢gG-oro).25x20300;a x22000.
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Larvas de 12 dias

En esta etapa se identifica, en el islote Unico,|lgp®écnica inmunocitoquimica
ultraestructural IgG-oro, otro tipo celular, quecseresponde con las células endocrinas
GLU/GLP-1 descritas previamente con inmunocitoqo@en microscopia oOptica. Se
localizan en la region periférica junto a las c#&uton SS-25 y en contacto con el
pancreas exocrino (Fig. 26).

Ocupando la parte mas interna del islote se lanalias células con INS. Son de
forma redondeada u ovoidea y poseen un nucleo evaidn algunas escotaduras (Figs.
26, 28), escasas mitocondrias con crestas tubulaisternas dispersas de rer y
complejo de Golgi con cisternas dilatadas, en cpyasimidades se disponen algunas
vesiculas cubiertas y lisosomas (Fig. 28). Los Waade secrecion caracteristicos de
este tipo celular tienen un contenido central rdéado muy electronodenso rodeado
por un amplio halo claro; entre ellos existen otros un contenido denso e irregular
que puede parecer estrellado o formando cordoreggilares (Figs. 27a y b). El tamafio
de ambos tipos granulares oscila entre los 158 00 nm (Figs. 26-28). Las particulas
de oro se depositan sobre el material electronadgéng. 28a).

Las células de SS-28 se localizan junto a lasalobn INS y GLU (Fig. 26).
Son ovoideas, con ndcleo también ovoideo y esgagendes mitocondrias, escaso rer,
complejo de Golgi con cisternas cortas y dilatadessiculas cubiertas y cuerpos
multivesiculares (Figs. 29a y b). Los granulos éerecion son de diametro menor que
los de las células anteriores. Los mas numerosssepoun contenido central de
mediana electronodensidad que ocupa casi la tathtiél granulo; otros, mas escasos,
presentan un contenido muy electronodenso, el tardafambos tipos de granulos es
similar, entre los 145 y los 180 nm (Figs. 26, 2RaEl contenido de estos dos tipos
granulares se marca con la técnica de IgG-oro ot+68-28 (Fig. 29d). Se han podido
observar células en algunas etapas de mitosisZ8a).

Las células con SS-25 mantienen su localizaciola greriferia del islote (Fig.
26), son poco electronodensas, ovaladas o alargegiasiicleo ovoideo, a veces con
indentaciones profundas (Fig. 30a). Los organulom ®scasos: se observan
mitocondrias grandes con crestas tubulares, cestezortas de rer y complejo de Golgi

formado por cortas cisternas (Figs. 30a y b).
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Fig. 26. Células endocrin slote Unico. Célula carcafion (GLU), célula con
(INS), célula con somatostatina-28 (SS-28), c&olasomatostatina-25 (SS-25). x4410.

Fig. 27. Secciones de células con insulina (IN3Ja. Los granulos de secrecion presentan
contenido central esférico muy electronodenso magzor un amplio halo clarol). 27b. Entre los
granulos anterioresl] existen otros con un contenido denso e irreguler puede parecer estrellado o

formando cordones irregulares)(a x14000;b x17000.
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(INS) y de Golgi (G),
reticulo endoplasmatico rugoso (rer) y cuerpos imadiculares (cmv). Granulos de secrecién con
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Fig. 28. Células con insulina

contenido central muy electronoden®8a. Granulos de secrecién de INS inmunomarcados con or
(técnica IgG-0r0)28 x18000;a x14000.

Los granulos de secrecion poseen un contenido lgrande mediana
electronodensidad, con un diametro entre 165 yn200junto a los que destacan otros,
mas grandes (entre 180 y 284 nm), vacios o cors@suatenido que se condensa en el
centro o en la periferia del granulo; entre elles abservan algunos granulos de
contenido central muy electronodenso (Figs. 26;c30&| contenido de todos estos
granulos se marca con la técnica de IgG-oro (Fid).3

Las células con GLU/GLP-1 son alargadas con praloioges que se
introducen entre las células vecinas. Poseen ufemieicromatinico, mitocondrias
grandes y escasas con crestas tubulares, ciswigpessas de rer, complejo de Golgi
formado por cortas cisternas localizadas juntdialeo, asi como lisosomas (Figs. 26 y
31). Los granulos de secrecion tienen un conteglielctronodenso central o excéntrico.
Su didmetro oscila entre los 180 y los 245 nm (RBds32a). Con la técnica lgG-oro el

contenido granular se marca con los anticuerposa@LU y GLP-1 (Figs. 32b y c).
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Fig 29. Células con somatostatina-28 (SS-Z®a. Se observan mitocondrias (m), complejo de
Golgi (G) y reticulo endoplasmatico rugoso (rerptéée la presencia de dos tipos de granulos de
secrecion, los que poseen un contenido centralediama electronodensidad que ocupa casi la tothlida
del granulo ¢) y otros con un contenido muy electronodens®). (29b. Detalle de los cuerpos
multivesiculares (cmv) y granulos de secreciomgtedmodensos—$) y de mediana electronodensiddd). (
29c. Célula en proceso de divisio29d. El contenido de todos los granulos de secrecioedgu
inmunomarcado con oro (técnica IgG-o@x11200;b x17600;c x9600;d x24000.
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Fig. 30. Células con somatostatina-25 (SS-230a. Nucleo con indentaciones profundas.
Granulos de secrecion: de contenido granular delamadelectronodensidad') otros vacios o con
escaso contenido que se condensa en el centrdagpeniferia del granuloN) y entre ellos se observan
algunos granulos de contenido central muy electtenso ¢). 30b. Granulos de secrecion, obsérvese el
poco desarrollo del complejo de GolgDc. Granulos de secrecién de una célula con somatws2h
(SS-25) en contacto con otra de somatostatina-232€3, en ella se sefialan los diferentes tipos de
granulos. 30d. El contenido interior del granulo de SS-25, ya sesmtral o excéntrico, queda
inmunomarcado con oro (técnica de 1gG-0e0§9600;b x17680;c x12600;d x15000.
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nto a lakilas del périi:;é'és exocrino (CEx) y
células con somatostatina-25 (SS-25). Obsérveselagugranulos de secrecidn tienen un contenido
electronodenso central 0 excéntrico y un halo cbet®440.

Fig. 32. Célula con glucagdén (GLU) adyacente a una célola somatostatina-28 (SS-28).
Obsérvese la diferencia de tamafio de los granwo&ld) frente a los de SS-282a. Granulos de
secrecion de GLU32b y c. El contenido granular de GLU y GLP-1 queda inmuamrado con oro
(técnica 1gG-0r0)32 x15120;a x19200;b x11000;c x11000.
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Larvas de 17 a 23 dias

Durante los dias 17 a 23, continda apareciendcsloteiunico con la misma
composicién celular que en las etapas anterioir®rSbargo, en esta etapa se ponen de
manifiesto por primera vez, las células inmunoitigas con anti-SS-14, asi como
algunas terminaciones nerviosas situadas entreélatas endocrinas. Las células con
SS-14 presentan la misma localizacion y las miscaaacteristicas ultraestructurales
qgue las células con SS-28 ya estudiadas y utilzdamdécnica de IgG-oro marcan sus
granulos tanto los sueros de anti-SS-14 como &&(Figs. 33a y b). Estas células
poseen las mismas caracteristicas ultraestrucsurdde las etapas anteriores, con
abundante cisternas dilatadas y dispuestas eraldkerrer, cuerpos multivesiculares,
vesiculas cubiertas y lisosomas secundarios, asb andosomas que contienen un
material denso (Figs. 34 y 34a). Se observan g¢us tile granulos, un tipo tiene un
contenido de electronodensidad media y ocupa latetidad del granulo, con un
estrecho halo claro, mientras que otro tiene ureticio mas electronodenso (Figs. 33,
34 y 34a).
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con estrangulamiento centrdl®), reticulo endoplasmatico rugoso (rer), cuerpofiimesiculares (cmv)
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Fig. 33.Cé slote Unico de larva de 1
y granulos de secrecién, unos con contenido muytreleodenso ¥) y otros de mediana
electronodensidad y un estrecho halo clard. 33a y b. Granulos de secreciéon de SS28 y SS-14
inmunomarcados (técnica IgG-oro) (larva de 17 d&8x12350;a x24000;b x24000.

Fig. 34.Granulos de secrecion en una célula con somatwstadi (SS-14) (larva de 19 dias),

electronodensosl] y de mediana electronodensidat),(endosomas (eB4a. Detalle de un endosoma
alargado en una célula de somatostatina-14 (S8eldha larva de 19 dig&! x13000;a x20400.
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Las células con SS-25 se localizan en la perifdglaslote y estan relacionadas
con las células con GLU, como ocurre en los isldeestapas anteriores (Fig. 35).

Las terminaciones nerviosas que aparecen entrelagélandocrinas se
caracterizan por presentar neurotUbulos, neurodifdos, algunas mitocondrias asi
como pequefias vesiculas de contenido electronolided 100 nm de diametro que
reaccionan contra PYY con la técnica de IgG-orggF85 y 36). Se observa inervacion
nerviosa tanto en la periferia, localizandose eoélelas de GLU y SS-25 (Fig. 35),
como en el interior de los islotes, donde se laaatintre células de INS y SS-14 (Fig.
36) y entre las células de INS y las de SS-14 sergh ademas un capilar fenestrado y
con diafragma (Fig. 36). Las células de INS, SS&8J y GLP-1 muestran granulos
de secrecion tefiidos con IgG-oro (Figs. 36b-e).
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nerviosa«f) entre cél de glucagon (GLU) y de somatoste?im (SS-

25) en larvas de 23 dias. La célula con GLU es@ayte a una célula exocrina (CEx) y su nucleo (N)

g A, » w

Fig. 35. Terminacion

.

ulas

presenta un nucléolo (nu). Obsérvense los neurlmsibneurofilamentos y las pequefias vesiculas de

contenido electronollcido de la terminacion neri@g. x11025.

95



s oy LT it e o

Fig. 36. Terminacién nerviosa() entre células de insulina (INS) y somatostatiag9S-14) en
una larva de 23 dias, en el interior de las veafcaé pueden observar pequefios granulos de sacrecio
(V). Se observa un capilar fenestrado (§6g. Los granulos de PYY quedan inmunomarcados (técnica

IgG-oro) en el interior de las terminaciones nesa®m36 x21700;a x30000.
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Fig. 36b. G'rénulos de INS inmunomarcados con oroﬂ (técniGadmp) (INS).36¢. Gréhulos de

SS-25 inmunomarcados con oro (técnica IgG-oro))S36d. Granulos de GLU inmunomarcados con
oro (técnica IgG-oro)36e. Granulos de GLP-1 inmunomarcados con oro (técradro) (GLP-1).
Todas las secciones pertenecen a una larva dead.b a24000;c x18000;d x12000;e x12000.
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Larvas de 24 a 51 dias

A los 24 dias aparece un islote grande y otro gamuel nimero de islotes
pequefios va aumentando conforme avanza el deeadell pancreas. En el islote
pequeiio se han observado células endocrinas adgacenformando parte de los
conductos pancreaticos, que estan formados porasélbajas relacionadas por
estructuras de unidn en su zona apical, la luzaiiucto aparece ocupada por material
de secrecion que también se observa entre losiespatercelulares de las células
epiteliales que forman parte del conducto (Figs4Q)/

Estas células presentan prominentes nucleos owalapandes mitocondrias
alargadas o redondeadas y cortas vesiculas aistedasr, muestran estructuras de
union apicales (Figs. 37-40).

En algunas de estas células que forman parte ddlcto se observan escasos y
pequefios granulos de secrecion (Fig. 38).

Los islotes pequefios presentan la misma compasieiular y localizacion de
los distintos tipos celulares endocrinos que eltésgrande, sin embargo, es en estos
islotes donde aparecen por primera vez a los 36 dé desarrollo unas células
alargadas, con prolongaciones, proximas a las aldel pancreas exocrino, que
presentan un nucleo ovalado, escasas mitoconédasideadas o alargadas con crestas
tubulares y cortas cisternas de rer.

Los granulos de secrecion son pequefos y escasta, un diametro medio de
98 nm, presentan un contenido de electronodensiedia que pueden contener
NPY/GLU/GLP-1 segun los estudios con microscopiicafFigs. 37-40).

En el islote grande, las células endocrinas tielaemisma localizacién y
ultraestructura que en etapas anteriores, variagldtamafio de los granulos de
secrecion, los de INS tienen un diametro medio @& rim, los de SS-25 entre 220 y
300 nm, SS-14/28 de 200nm y los de GLU/GLP-1 cordidametro entre 150 y 200
(Fig. 41).
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primera vez células muy alargadas con granulosedeopéptido tirosina (NPY), proximas a las células
del pancreas exocrino (CEx) y a células de glucg@irl)). Obsérvese la secrecion pancreatica (sp).
x5000.
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) |. 38.mpI|ac'|on de la zo&a A 'e la |g 37, nc on neurdpeptido
tirosina (NPY) con granulos de secrecion pequefescgsos y electronodensidad medig proximas a

las células de glucagon (GLU) y del pancreas erodfCEx). Obsérvese que las células que rodean al
conducto pancreatico (Ccp) presentan granulos dee@én () y se encuentran unidas mediante

estructuras de uniowj. Secrecién pancreatica (Sp). Larva de 37 did&s0&7
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(GLU) préxima a una célula exocrina (CEX) y a latulas del conducto pancreatico (Ccp) mostrando

estructuras de unién apicale®) (y grandes mitocondrias. Larva de 37 dias. x8550.
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Fig. 40. Vista general de

observan células del pancreas exocrino (CEx), alabn glucagén (GLU), células con granulos de
somatostatina-28 (SS-28) y célula con neuropépitidsina (NPY). Nétese la forma alargada de laleélu
con NPY y la presencia de células del conducto neditico (Ccp).40a. Ampliaciéon de la célula con
neuropéptido tirosina (NPY) donde se sefalan laswjos de secreciod )y la proximidad de la célula
con glucagén (GLUO0 x3465;a x9300.
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del pancreas eminade una larva de 40 dias.
Obsérvense los diferentes tamafios y electronodmhsld los granulos de los distintos tipos celulares
Célula con glucagdn (GLU), célula con granulosraaiiina (INS), célula con granulos de somatostatina
25 (SS-25), célula con granulos de somatostatingg3828). x8250.

TS
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Fig. 41. Vista general del islote grande
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Fig. 42. Los granulos de secrecién en .eI |slote grande deredtes hormonas son
inmunomarcados con oro por la técnica IgG-di2a. Célula de glucagdon inmunorreactiva (GLURb.
Célula de GLP-1 inmunorreactiva (GLP-#Rc. Célula de somatostatina-28 inmunorreactiva (SS-28)

Todas las secciones pertenecen a una larva deagoxd6000.

104



Larvas de 51 a 114 dias

A partir de los 51 dias de desarrollo, el pancreadocrino se encuentra
completamente diferenciado, manteniéndose la kaEbn y relacion directa que venia
observandose en etapas anteriores entre las céma$NS y SS-28 situadas en la
region central de los islotes (Fig. 43) y la exisgeentre las células con GLU y SS-25
dispuestas en la periferia (Figs. 44, 45, 47, 48, 5

En esta etapa, se observan por primera vez enrifaer@edel islote principal,
ademas de células con inmunorreactividad excluswsna GLU/GLP-1, escasas
células endocrinas que muestran coexistencia a GlR-1, NPY y PYY. Estas
células suelen ser de forma alargada y se presgmtimal pancreas exocrino o entre
las células con SS-25 (Figs. 44 y 47). Poseen gtemlexcéntrico eucromatinico asi
como un desarrollado complejo de Golgi, pequefiascomdrias, escasas y cortas
cisternas de rer y numerosos granulos de secr@equefos y dispersos por todo el
citoplasma con un contenido electronodenso o deamacklectronodensidad que ocupa
casi la totalidad del granulo, dejando Unicamemtestrecho halo claro de separacion
con la envoltura granular (Figs. 44 y 47). El caide granular mostro
inmunorreactividad positiva a GLU, GLP-1, NPY y PYFigs. 44a-d).

Los granulos de secrecion de las células que eamtie6lo GLU son diferentes
a los descritos, con dos tipos de granulos de 292i@ diametro, unos de contenido
central, altamente electronodenso rodeados por ontemido disperso de
electronodensidad media y un estrecho halo claotrgs, similares a las células de
coexistencia, muy electronodensos y con un halmcl@ero que tampoco reaccionan
con la técnica de 1gG-oro a otros polipéptidosadiainilia del NPY (Figs. 45-48).

Se observan las caracteristicas ultraestructypatgsas de cada uno de los tipos
celulares endocrinos descritos anteriormente penoatgunas modificaciones. Asi, es
frecuente encontrar endosomas de contenido homoggdistinta morfologia pudiendo
ser esféricos en células con INS y en forma de paszélulas con SS-28 (Figs. 43 y
49). Son numerosos los cuerpos multivesicularegs(H6a, d, e y 48b) algunos de los
cuales contienen el granulo de secrecion compleig. 46d) o bien solamente el
contenido granular (Fig. 46e). En los extremostalilas de las cisternas de la cara de
maduracién que forman el complejo de Golgi destena;asi todos los tipos celulares,
un material electronodenso semejante al que camiedgunos de los granulos de
secrecion (Figs. 43 y 45) y lisosomas secundaFims 46a).

105



. A

al de una

f

y de somatostatina-28-28) en

Fig. 43.Células de insulina (INS) el islote princip
larva de 56 dias. En la célula de SS-28 destaqadsencia de varios endosomas (e), mitocondrias
alargadas (m), corpusculo basal (cb). En la céafainsulina (INS), destaca un complejo de Golgi (G

muy dilatado que a veces contiene un material relectienso y largas cisternas paralelas de reticulo

endoplasmico rugoso (rer). x 8272.
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F|g 44. Células con coeX|éfenC|a glucagon/ neuropeptlutlsma (GLU/NPY) Junto a celulas
del pancreas exocrino (CEx) y de somatostatina®5-45), presentan granulos de secrecion muy
electronodensos que ocupan la casi totalidad deludp y de electronodensidad media. Mitocondrigs (m
reticulo endoplasmatico rugoso (rer) y complejoGidgi (G) con material muy electronegativo en sus
extremos.44a-d. Granulos de secrecién inmunomarcados con oroi¢gdgG-oro).44a. GLU. 44b.
GLP-1.44c. NPY.44d.PYY. Todas las secciones corresponden a larvés déas44 x7500;a x12460;
b x10600;c x10850;d x9.500;e x9450.

Fig. 45. Células con glucagén (GLU) en una larva de 65.d@&snulos de secrecion de
contenido de media o elevada electronodensidadaqueces se dispersa, rodeados por un halo claro.
Complejo de Golgi (G). Obsérvese una célula inwdutle somatostatina-25 (SS-25). x7040.
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Las mitocondrias disminuyen en numero en todosipos celulares endocrinos
a lo largo de esta etapa, aunque en las célulastbhse han observado algunas con
un estrangulamiento central que indicaria un pegbbceso de division (Fig. 46b).

Junto a la membrana plasmatica de varias céluldeceanas, se aprecian
corpusculos basales (Fig. 43), relacionados cars ede observan microtubulos que
discurren entre los granulos de secrecion de latasécon GLU (Fig. 46c¢).

Los granulos de secreciéon de las células con S&@pan completamente el
citoplasma, tocandose unos granulos con otroriéaja electronodensisdad, algunos
parecen vacios y otros granulos tienen contenidag @ectronodensos, el diametro
medio es de 557 nm (Figs. 44, 47 y 48a).

Con la técnica inmunocitoquimica IgG-oro, los diftes anticuerpos marcados
con las particulas de oro de 10 nm se observah@nenido granular de los distintos
tipos de células endocrinas (Figs. 44a-d y 50a-f).

Se han observado, en el islote principal, céldadocrinas en diferentes
estadios de involucién posiblemente apoptdsicos, daales se caracterizan por
presentar una matriz citoplasmatica electronodensdeo alargado, a veces indentado,
con grumos de heterocromatina y 1 6 2 nucléolosmprentes, cisternas de reticulo
endoplasmico dilatadas y numerosos granulos deaénorcon halo que ocupan todo el
volumen citoplasmatico aprisionando a los orgamukelulares (Figs. 45, 50b, 51-54).
Algunas de estas células se han inmunomarcadog&oro, como las de INS, SS-25,
PYY y SS-28 (Figs. 50b, 52a, 53a y 54a).
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Fig. 46. Detalle

(R). 46b. Mitocondria en proceso de divisior €). 46¢. Microtibulos €). 46d. Cuerpo multivesicular

con un granulo de secrecién compleY).@6e.Cuerpo multivesicular con el contenido de un gldcie
secrecion. Todas las secciones corresponden aatwvade 65 diasié x7500;a x12460;b x10600;c
x10850;d x9500;e x9450.
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de una seccion pan

Fig. 47. ista general rég":cica conhidel péﬁcreés exocrino (Ex) y
células endocrinas de una larva de 114 dias. Odssétas diferentes caracteristicas de los gramidos
secrecion de las células con glucagon (GLU) y dedélulas con glucagdn/ neuropéptido tirosina
(GLU/NPY). Obsérvese que los granulos de secredénas células con somatostatina-25 (SS-25)

ocupan la casi totalidad de la célula. x4150.
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" Fig. 48. Células con somatostatina-25 (§S:25). Nétese amigranulos de SS-25 v los de las
células con glucagén (GLU) tienen diferente tamdfova de 65 dias)48a. Los granulos mas
abundantes tienen electronodensidad media o bajantye ellos destacan unos granulos con
electronodensidad muy alta (larva de 114 dégd). Cuerpos multivesiculares (cmv) y complejo de Golgi
(G) (larva de 65 dias?8 x5000;a x9500;b x10500.
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a de 65
dias. En la célula con SS-28 destacan los endosp@lasomplejo de Golgi (G). En las de INS destacan

el endosoma (e) y un lisosoma (li). x16000
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‘L Fig. 50. Granulos de
114 dias.50a. Insulina (INS).50b. Célula involutiva de insulina (INS) con granulosnunomarcados.
50c. Somatostatina-14 (SS-14%0d. Somatostatina-28 (SS-2830e. Somatostatina-25 (SS-25%0f.
Inervacion, granulos inmunomarcados de PYY (PYa®8500;b x6550;c¢ x13545;d x13420;e x17200;

f x21300.
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R T | AR
as de glucagén (GLU) y somatdstaR5 (SS-25). Obsérvese el nlcleo
denso eucromatinico de aspecto granular, envafiuckear dilatada citoplasma con cisternas y vesscul
dilatadas. x5160.

Fig. 51.Células involutiv

Fig. 52. Célula con somatostatina-25 (SS-25) involutivé2a. Granulos de SS-25
inmunorreactivos (técnica IgG-or®2 x6560;a x15800.

Fig. 53. Célula involutiva de péptido tirosina tirosina (P)Y 53a. Granulos de PYY
inmunomarcados con la técnica IgG-d8x8200;a x23800.

Fig. 54. Célula involutiva de somatostatina (SS-28}a.Granulos de SS-28 inmunomarcados
con la técnica lgG-ord4 x9639;a x14500.
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5. DISCUSION

El presente trabajo se refiere al estudio morfotibg inmunocitoquimico de las
células endocrinas pancreaticas Qleauratadesde la eclosion hasta los 114 dias de
desarrollo. Durante este periodo van apareciendaasutipos de células endocrinas que
se van organizando de manera caracteristica.

Podemos encontrar en la literatura, cuando nosimefe al pancreas endocrino
de teledsteos adultos, diferentes términos comjidétedel islote”, “tejido insular”,
“organo del islote o insular’, “islotes de Langereg “cuerpos de Brockmann” e
“islotes principales, intermedios o0 pequefios”. Algsi revisiones del tema consideran
“6rgano del islote” el homélogo del pancreas enidocrde algunas especies de
teleosteos independientemente de si el rgancaeslgio pequefio o si esta concentrado
o diseminado. (Epple y Brinn, 1986, 1987; Falkm995; Youson y Al-Mahrouki,
1999; Youson et al., 2006). “Islote principal” sefide como la acumulacidon mayor de
tejido endocrino en el pancreas de teledsteos dodpar una delgada capa de tejido
pancreatico exocrino (Plisetskaya y Mommsen, 198fiyson y Al-Mahrouki, 1999;
Youson et al., 2006). Se denomina “cuerpo de Braokih a una concentracion de
islotes pancreaticos, algunos de los cuales puselerislotes principales, asociados con
tejido del pancreas exocrino (Epple y Brinn, 198837; Youson y Al-Mahrouki, 1999;
Youson et al.,, 2006). Sin embargo, cuerpos de Bnack e islotes principales se
suelen utilizar como sinénimos cuando el cuerpddekmann consta de un unico
islote principal (Youson y Al-Mahrouki, 1999; Youset al., 2006).

En el desarrollo de larvas de lubin®. (labrax) se denomindé “corddn
primordial” a un corddn de células endocrinas aolds por células indiferenciadas
dispuestas en la pared dorsal de la parte antigiontestino medio (desde la eclosion a
1 dia); “islote primitivo” cuando las células endoas estan agrupadas y rodeadas por
células indiferenciadas (desde los 2 a los 5 dis)te Unico” cuando el islote presenta
cuatro tipos celulares (desde los 9 a los 13 dfeddtes primordiales” cuando hay
pequefias agrupaciones de células endocrinas cacterdsticas similares a las células
de los conductos pancreaticos (a partir de los&$) dGarcia Hernandez et al., 1994).

En el presente trabajo hemos denominado “cordémaudial” (en larvas
recientemente eclosionadas) a un cordon de cé&ualdscrinas que se disponen junto al
epitelio del area dorsal de la region anterior id&stino indiferenciado y en las que

existe colocalizacion de INS y SS-25. “Islote pyrdial” (que aparece 1 dia después de
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la eclosion) es la agrupacion de células endocdaascolocalizacion INS y SS-25 que
forman un pequefio islote rodeado por células irglilgadas. “Islote Unico” (desde los
2 a los 24 dias de desarrollo), cuando en la agrpecelular endocrina no hay
colocalizacion de INS y SS-25, disponiéndose lada de INS en la parte central del
islote endocrino y las de SS-25 en la parte extegodeadas por células del pancreas
exocrino. “Islote grande” (desde los 24 a los Ek)és un gran islote similar, en cuanto
a situaciéon y composicion celular, al islote Uniescrito en las etapas anteriores;
ademas aparecen algunos ‘“islotes pequefios” yasélendocrinas aisladas o
agrupadas. De los 51 a los 114 dias de desarrellensuentran islotes de diverso
tamafio, llamados “islotes pequefios” o “islotes rintxlios” y se llama “islote
principal” al islote de mayor tamafio; en esta etaparece un nuevo tipo celular con
inmunorreactividad a GLU/GLP-1(1-19)/PYY/NPY.

Estudios con microscopio 6ptico

En teledsteos, los primeros estudios demostrdroolde origen de las células
endocrinas pancreaticas, que proceden del integtide los conductos pancreaticos
(Baron, 1934). Recientemente, algunos estudioddbarostrado que el primer islote se
desarrolla desde el intestino indiferenciado (Atgenet al., 1999; Assouline et al.,
2002; Berwert et al., 1995; Garcia Hernandez y kgol, 1992; Kurokawa et al.,
2000), como ocurre eB8. aurata(Guyot et al., 1998; presente estudio). Este astot
“islote Unico” enS. auratase diferencia posteriormente en un “gran isldies “islotes
intermedios” y “pequefios” aparecen en el &rea d#raledel pancreas exocrino
proximo al conducto pancreatico, como en otroséstems (Garcia Hernandez vy
Agulleiro, 1992; Morrison et al.,, 2004), las cehilaisladas y agrupadas aparecen
también en esa posicion.

Los “islotes principales” d&. aurata que estd rodeado por una fina capa de

tejido de exocrino y atravesado por septos deaejmhectivo que contienen células
acinares (Abad et al., 1986), no esta todaviaathfgado en las etapas estudiadas en el
presente trabajo. Este “islote principal” se poéisranar por la union del “islote grande”
y algunos “islotes intermedios” o “pequefios” con® & sugerido en ejemplares
juveniles deD. labrax (Garcia Hernandez y Agulleiro, 1992; Garcia Heezadt al.,
1994) y deO. niloticus(Morrison et al., 2004).

Los teledsteos poseen multiples genes de som@tastpe dan lugar a varias

formas moleculares. Cada uno de los genes de ssiai@ta codifica un precursor
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distinto, preprosomatostatina (PPSS) (PPSS-I, AP832PSS-IIl) que, por escision
proteolitica, producen péptidos de longitudes difees (Nelson y Sheridan, 2005;
Sheridan et al., 2000).

La INS ha sido detectada en el primordio panareatesde la eclosion en larvas
de S. aurata(Guyot et al.,, 1998). En el presente estudioSdeaurata las células
endocrinas del cordon primordial y del islote pndial encontrado en larvas
recientemente eclosionadas y de un dia después deldsion, respectivamente,
muestran la coexistencia de inmunorreactividaddbl& y SS-25. Estos resultados
sugieren la existencia de una célula precursorainopara las células que contienen
INS o SS-25.

En embriones dB. rerio de 24 y 48 h después de la fertilizacién, la Eie
doble inmunofluorescencia revel6 la presencia didainmunorreactivas tanto a INS
como a SS-14 en el islote endocrino, asi comoagiglie expresan una Unica hormona
(Argenton et al., 1999). Sin embargo, Bnlabrax, las inmunorreactividades a INS y
SS-25 0 a SS-14 no estaban colocalizadas en lataséjue forman el “cordén
primordial” y el “islote primordial” que apareciagn la eclosion y a los 25 dias,
respectivamente (Garcia Hernandez y Agulleiro, 1988 el embrion d®. rerio, el
gen de la INS es el primer gen de hormonas pamas&jue se expresa en las células
situadas dentro del endodermo dorsal, a las 1% lwda fertilizacion; las células que
expresan SS-25 se detectan mas tarde (Argentdn E929; Biemar et al., 2001; Devos
et al.,, 2002). La deteccion temprana de INS seym®dambién en larvas de otras
especies como ef. niloticus en la que aparece 1 dia después de la fertilizacio
(Morrison et al., 2001; 2004), dh labrax esta presente en larvas en eclosion (Garcia
Hernandez et al., 1994), @ conchoniusa los dos dias después de la eclosion
(Rombout et al., 1979) o éh maximun la que es la primera hormona que aparece al
primer dia después de la eclosion (Berwert e1@85).

En larvas dé. aurata inmunorreactividad anicamente a SS-25 (no coipadh
con inmunorreactividad a INS) se detecta en ladagperiféricas de todos los tipos de
islotes observados desde 2 dias después de l@dadctmsadelante, mientras que células
que expresan SS-28 (1-12) se identifican en el éagaal, proximas a las células de
INS desde los 4 dias. Ademas, el antisuero utiizemhtra SS-14 inmunorreacciona
con células de la periferia y de areas centralesoslaslotes Unicos que aparecen
después del dia 17. La coexistencia de inmunoivededes a SS-14/SS-25 y SS-
14/SS-28 indica la presencia de SS-25 y SS-28.
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Las células del area externa del isloteSdeaurataadulta también muestran
iInmunorreactividad a SS-25; no se ha detectado nomeactividad con antisuero a
SS-28 (1-14) en otros estudios de la misma espjabiad et al., 1986, 1990, 1992), a
diferencia de lo observado en larvas en la presemsstigacion. Estos resultados
divergentes podrian ser debidos a los antisueitbzadbs o a los diferentes métodos
técnicos (SS-28 (4-14) de mamifero, cédigo 723INBTAR en Abad et al., (1992) y
SS-28 (1-12) codigo 7, Dr. O. Kah, Talence, Franera el presente trabajdgn D.
labrax se emplearon dos diferentes antisueros contradS8etectandose en eclosion
inmunorreactividad a SS-14a, pero no a SS-14b, tapag posteriores, células
inmunorreactivas a SS-14a se encuentran en elexteana del islote y en el area
interna se encuentran células que inmunorreacciaan SS-14a y células con
inmunorreaccion a SS-14b (Garcia Hernandez y Aigol&992).

En los islotes de algunos teledsteos, como endsédios y D. labrax se han
demostrado células que presentan péptidos con mnmaactividad similar a SS-25, que
se localizan proximas a las células con GLU eroleazeriférica del area endocrina vy,
células con péptidos similares a SS-28 (4-14) Jlika@das en aposicion a las células con
INS, en la parte central del area endocrina desloges “principales”, “intermedios” y
“pequenos” (Lozano et al., 1991b; Nozaki et al88)9 como ocurre en las larvas 8e
aurata En larvas de5. maximuslas células con SS-14 estaban entremezcladas con
células de INS en el centro del islote mas grandentnas que se localizan
principalmente en la zona periférica de los islotés pequefios o secundarios (Berwert
et al., 1995).

En las larvas deés. aurata células endocrinas con INS y SS-25 aparecen
primero en el tracto digestivo indiferenciado ertapa de alimentacion enddégena que
corresponde a 4 dias después de la eclosion, d@ndo con el final del periodo
endotropico con apertura de la boca (Elbal e2@bD4; Guyot et al., 1998), como ocurre
enD. labrax (Garcia Herndndez y Agulleiro, 1992), mientras §$14 se detecta en
etapas de alimentacion exdgena en larvas. aeaximugBerwert et al., 1995).

En peces, la INS actia principalmente como una twamreguladora del
metabolismo (Mommsen y Plisetskaya, 1991). Se argio que la INS podria estar
implicada en el crecimiento de 6rganos y diferesiéia (Guyot et al., 1998), mientras
gue las somatostatinas participarian en la modiriadie la secrecion de GH en la
pituitaria y en la regulacion de hormonas panaraatasociadas con el desarrollo y el
metabolismo (Plisetskaya y Duguay, 1993; Sherid984; Sheridan y Kao, 1998). Se
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ha sugerido que INS y SS-25 podrian interactuaetapas tempranas del desarrollo
para regular la diferenciacién (Garcia Hernande#.£1994), como podria ocurrir &
aurata

En larvas deS. aurata las inmunorreactividades a SS-25 y SS-28 se tdgtec
antes de que sean identificadas las células cory Ghlémbargo, las células con SS-14
aparecen después de las células con GLU. Estetagsupudiera ser debido a la
aparicion de otra molécula de somatostatina de mlaygitud con una secuencia C-
terminal similar a la molécula de SS-14. Bn maximugBerwert et al., 1995), las
células con SS-14 precedian a las células con Girhboocurre en larvaB. labrax
(Garcia Hernandez y Agulleiro, 1992) y en embriodekD. rerio (Argenton et al.,
1999; Biemar et al., 2001). En larvas $leaurata la inmunorreactividad tanto a GLU
como a GLP-1 se colocalizan en células endocrin@srpas a las células con SS-25 en
el “islote Unico” y después en el “islote grandeh los “islotes intermedios” y
“pequenos”. El suero anti-GLP-1 utilizado en esteiédio no discrimina entre GLU y
GLP-1 ya que tanto el GLU como el GLP-1 anularoimtaunotinciéon con anti-GLP.
Sin embargo, el mismo antisuero GLP-1 (codigo 1&#nmersmith Hospital) que se
ha aplicado en este estudio se ha usado paraate®dP-1 en el intestino d@. mykiss
(Beorlegui et al., 1992); el test de preabsorci@émaistro la especificidad de la reaccion,
ya que la inmunotincién se produjo después de &ahmorcion con GLU. Los
resultados del presente estudio podrian deberaepeesencia de formas moleculares
similares de GLU y GLP-1 en los islotes$leaurata o al hecho de que hay un epitopo
en una simple molécula de GLP-1 que es reconoaitto {or el antisuero contra GLU
como el antisuero contra GLP-1.

La colocalizacion de inmunorreactividades a GLIGWP ha sido demostrada
en islotes pancreéaticos o en intestino de salméniglaalgunos osteoglosomorfos
utilizando GLP antisalmén (Al-Mahrouki y Youson, 98 Nozaki et al., 1988). Las
células con GLU aparecen cuando las larvaS.dmiratamuestran una reabsorcion total
del saco vitelino y solo tienen alimentacion ex@é¢galbal y Agulleiro, 1986), como
también ocurre e®. maximugBerwert et al., 1995). Sin embargo, el GLU se=cligt
antes erD. labrax en la etapa donde coexisten la alimentacion esmddy exdgena
(Garcia Hernandez y Agulleiro, 1992). La principahcion del GLU en peces, vy la
mejor conocida, es la accion glucogenolitica eadidigMommsen y Moon, 1990).

La familia de péptidos del neuropéptido Y (NPY,umpéptido tirosina)
comprende el NPY, el péptido tirosina tirosina (BY# polipéptido pancreatico (PP),
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y el péptido pancreético de pez Y (PY) que se ltam@rado en el pancreas endocrino
de algunas especies de teledsteos ddmabrax (Cerda-Reverter y Larhammar, 2000;
Conlon, 2002; Larhammar, 1996),. americanus(Balasubramaniam et al, 19890
scorpius(Conlon et al., 1986).

La presencia de péptidos de la familia NPY enlagélendocrinas durante el
desarrollo del péncreas de teledsteos se ha adtudiilizando antisueros contra PP,
PYY y NPY de mamiferos. Las células PP no se engant en embriones d. rerio
aungue parecian estar presentes en el islotevds I@Biemar et al., 2001).

En larvas dé&. auratala inmunorreactividad a PYY se detecta primerditenas
nerviosas del islote principal y, posteriormentggxastiendo con inmunorreactividades
a NPY, GLU, y GLP-1, en células de todos los tigedslotes. En larvas d2 labrax
células PP, y delgadas prolongaciones celularesbrasf nerviosas que muestran
inmunorreactividad similar a PYY, como apareceradualtos (Agulleiro et al., 1993),
fueron primero detectadas en el “islote grande” ogtgriormente, PP y PYY se
encontraron coexistiendo con GLU y NPY en célulasislotes “intermedios” y
“pequeiios” (Garcia Hernandez y Agulleiro, 1992).

En el presente estudio, PYY anul6 la inmunorreéac@ PYY y NPY, asi el
antisuero NPY utilizado parece no ser especifiebogresultados sugieren que el PYY
en fibras nerviosas y células puede tener diferestieictura molecular y que el péptido
presente en las células puede ser PY. E ebaximuslas primeras células con PP se
disponen en las areas externas del islote pringipadispersas por todos los islotes
secundarios (Berwert et al., 1995).

EnP. olivaceusse detectan células que expresan PP y PY egitmrperiférica
de los islotes pequefios, mientras que estan agsemtel islote principal (Kurokawa y
Suzuki, 2002; Kurokawa et al., 2000). En las lardagO. niloticus sélo unas pocas
células de los islotes fueron PYY positivas (Mami®t al., 2004).

En larvas de5. aurata células con GLU/GLP-1/PYY/NPY se localizan en una
pequefia area periférica en el islote grande y gunak islotes intermedios, y en la
region externa de otros islotes intermedios y enidtotes pequeiios en los cuales no
hay ninguna célula con solo inmunorreactividad daJGEsta disposicion celular es
similar a la que se describe en adultos de lubAgal(eiro et al., 1993; Lozano et al.,
1991b). Sin embargo, en adultosSleaurata a diferencia de lo observado en larvas, se
ha descrito la completa coexistencia de GLU y BlB sn los islotes secundarios,

mientras que las células con PP estaban agrupadasadimitada parte superficial del
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islote principal (Abad et al., 1987, 1988). No lzabbexistencia de GLU y PP en el
islote principal y en los secundarios en las lad&S. maximugBerwert et al., 1995) y
de GLU y PYY en las d®. niloticus(Morrison et al., 2004).

Las células aisladas y agrupadas proximas a leductos pancreaticos a partir
de los 24 dias son de los mismos tipos de célalasinorreactivas que en el cordén
primordial que aparecen en%$a aurataen la eclosion y un dia después de la eclosién,
mostrando coexistencia en las inmunorreactividad®S y a SSs. Similares resultados
se han descrito €. labrax en donde algunos grupos celulares compuestoéldias
con INS y SS-25 han sido encontrados préoximos adosluctos pancreaticos en los
que se han visto células con INS, SS-25vy PYY ¢faadernandez y Agulleiro, 1992).
En O. niloticus se observan SS-14 y GLU también en los condustoxreaticos
(Morrison et al., 2004). Estas conclusiones apdganobservaciones mas tempranas
sobre el origen de algunos islotes de teledstedesenonductos pancreaticos (Baron,
1934; Belsare, 1974), como ocurre en mamiferosriBekVeir, 2000a y b). Evidencias
MAas recientes sugieren que en las primeras sentmasda deO. niloticus la
neogénesis del islote tiene lugar desde el condpetwreatico, mientras que el
posterior incremento en el numero de islotes psedeesultado de una hiperplasia del
islote, sugiriendo que los islotes mas grandesluigar a los islotes mas pequefios por
brotes a lo largo de la vida del pez (Morrisonlgt2904).

Con respecto al origen de los diferentes tiposcélelas endocrinas, se ha
sugerido que se desarrollan independientemenigugdas celulas en las cuales GLU y
péptidos de la familia del NPY coexisten puederc@der de los conductos pancreaticos
exclusivamente; algunos tipos emigrarian para enais“gran islote” originado del
intestino (Garcia Hernandez y Agulleiro, 1992). dRuser, por lo tanto, que exista una
célula precursora comun para las células con Glpéptidos similares al NPY. Los
resultados obtenidos en este estudio apoyan estdus®n y también sugieren la
existencia de una célula precursora comun parsaséjuie contienen INS y SS-25.

Estudios con microscopio electronico
Los estudios ultraestructurales convencionalesreimocitoquimicos establecen
gue el pancreas endocrino de larvasdaurataesta formado por varios tipos celulares,
como se ha descrito en el estudio previo inmungugitaico para microscopia optica.
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Células indiferenciadas
En larvas deS. aurata se identifican células indiferenciadas tanto lecoeddn

primordial de larvas en eclosion, como en el ésfwimordial de larvas de 1 dia, siendo
muy similares a las descritas en larvadDdéabrax (Garcia Hernandez et. al., 1994).
Estas células son muy electronodensas debido auoserosos ribosomas libres y
polirribosomas, presentan mitocondrias y ciliogactlulares; en algunas células se
observan figuras de mitosis. A diferencia de looatr@do erD. labrax, son frecuentes
las mitocondrias y los citolisosomas y no se enicaengranulos de secrecion que

ocasionalmente se observaron en esa es(f@areia Hernandez et. al., 1994).

Células endocrinas con coexistencia INS y SS-25

Los estudios realizados en larvas en eclosiorSdauratacon técnicas de
microscopia electronica convencional y con lgG-@emostraron que solo hay un tipo
de células endocrinas en el cordén primordial srglee se colocalizan INS y SS-25 en
sus granulos de secrecidén, igual a lo que se retgpde manifiesto en el estudio previo
realizado con inmunocitoquimica microscopica optita estas células existen dos tipos
de granulos de secrecion, unos cuyo diametro et £86 y 286 nm con un contenido
ligeramente electronodenso, poco condensado, qeaemcupar todo el granulo o estar
desplazado hacia la periferia que contiene SS-880s con un diametro entre 151 y
190 nm que presentan un contenido muy electronodeastral y un halo claro que
contiene INS. Estos granulos son semejantes auessg encuentran en dos tipos
celulares del cordon primordial de larvas en eélosie D. labrax que presentan
diferentes granulos, en los que se ha sugeridougas tienen INS y otros SS-25
(Garcia Hernandez et al., 1994).

El islote primordial de las larvas de 1 dia Sleaurataesta formado por dos
clases de células que se diferencian por su efextemsidad, en ambos se observan dos
tipos de granulos de secrecion similares a los d¢tdpa anterior, puestos de manifiesto
con la técnica IgG-oro, siendo los que se marcaraoti-SS-25, con contenido granular
de mediana electronodensidad, mas abundantes eélldess mas electronodensas y los
granulos inmunomarcados con anti-INS, con un cantrg electronodenso rodeado por
un estrecho halo claro, mas frecuentes en lasasélulas claras. En esta etapa, las
células presentan numerosas prolongaciones enuassg acumulan granulos de
secrecion, que ya se observaron anteriormenf®. émbrax aunque en esta especie se

pueden encontrar hasta la etapa de 9 a 13 diasigGtarnandez et al., 1994).
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Células con INS

En el islote Unico deS. auratade 2 a 4 dias, la mayoria de los granulos
endocrinos de las células con INS presentan ureciit central y esférico, su tamafio
oscila entre 171 y 252 nm, algunos son bacilifa;nea la etapa de 4 dias en ocasiones
el contenido electronodenso se dispersa adquiriemd@specto estrellado. Con la
técnica 1gG-oro las particulas de oro se depogitarcipalmente sobre el contenido
granular asi como en el de algin endosoma relatwocan granulos de secrecion. En
un primer estudio realizado sobre células endogn@acreaticas de larvas 8eaurata
(Guyot et al., 1998), se detectaron granulos sme®tdesde el dia 1 después de la
eclosion, pero las células no pudieron ser ideatifas como formadoras de INS hasta el
dia 3 después de la eclosion, aplicando la téedaid&A (Guyot et al., 1998). Estos
granulos de secrecion son similares a los encargrad el presente trabajo pero difiere
en que algunos granulos tienen un contenido enaatevarilla. EnD. labrax, los
granulos de secrecion de las células considerada®m dormadoras de INS son
similares desde la etapa del cordén primordialasieak en eclosion hasta la del islote
primitivo de 5 dias (Garcia Hernandez et. al., }984oinciden con los granulos de
secrecion de células con INS 8eauratahasta los 4 dias, aunque tienen un diametro
menor.

En las células con INS de larvas$leauratade 12 dias se encuentran dos tipos
de granulos, los primeros son similares a los guensontraron en la etapa de 9 a 13
dias deD. labrax con un contenido central esférico muy osmidfilo rodegqdo un
amplio halo claro; pero a diferencia con la especierior, erS. aurataexisten otros
granulos con un contenido denso e irregular. Lascodas de oro se depositan sobre el
material electronodenso de ambos tipos. En estakedo se encuentran los granulos
descritos en etapas similares Delabrax en los que se observaba un cristaloide en
forma de barra (Garcia Hernandez et. al., 1994).

En las células con INS & aurata del islote Unico de 17 a 23 dias y del islote
grande de 24 a 114 dias y en células consideramas con INS emD. labraxde 25 a
60 dias (Agulleiro et al., 1994), los granulos @erscion son parecidos a las etapas
anteriores, pero varian en su tamafo. El tamaflsdgranulos de secrecion en los
trabajos de Guyot et al., 1998, oscila entre B3 dm y los 230 nm de diametro a los
17 dias. En la presente investigacion, oscila é2@nm a los 17 dias y los 350 nm en

las larvas de 114 dias. Bn labraxoscilaron entre 234 nm a 246 nm en las larvas2de 3
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dias. A diferencia cof. aurata se encontraron algunos granulos mas grandes@le 35
nm de media que contenian un cristaloide en forenagiija o barra, la proporcién de
este tipo de granulos se incrementd con el desataoVario (Agulleiro et al., 1994).

Los estudios de células con INS de ejemplares @gldieD. labrax S. aurata
M. auratus y M. saliens realizados mediante técnicas inmunocitoquimicag p
microscopia electrénica en el casollelabrax (Agulleiro et al., 1993) y observadas
con microscopia electronica convencional en el cis8. auratay M. auratusy M.
saliens(Abad et al., 1986; Lozano y Agulleiro, 1986),remdieron en la descripcion de
los granulos secretores de INS; la mayoria presemian centro denso y un estrecho
halo claro y unos pocos tuvieron un halo ancho gantro excéntrico o centrado que no
estaba bien definido, pero se diferencian en quesiocalmente erD. labrax se
encontraron granulos con cristaloides en formaateata veces embebidos en una fina
matriz granular y en el tamafio de los granulostah@80 nm enM. auratusy M.
saliens 879 nm erD. labraxy de 410 nm ef%. aurata(Abad et al., 1986; Agulleiro et
al., 1993; Lozano et al., 1986). Las células de S steoglosomorfos estudiadas con
técnicas inmunocitoquimicas de microscopia elemadrpresentan cisternas bien
desarrolladas de rer y del aparato de Golgi, gsamdeuolas que contienen lipidos, pero
hay una gran diferencia en cuanto al tamafio y astractura de los granulos de
secrecion entre las especies, siendo de un diaretre 93 y 337 nm eBR. buchholzi
N. chitalay G. petersij con un contenido denso en forma hexagonal oiesfésin
embargo, erD. bicirrhosum el diametro varia entre 154 y 338 nm y el conterdel
granulo puede ser redondeado, ovalado, rectanchdama triangular y barra alargada
(Al-Mahrouki y Youson, 1999).

Células con SSs

Las células con SS-25 eéh aurataque se observan a partir de los dos dias
después de la eclosion son alargadas, y no presdata prolongaciones con
acumulacion de granulos de secrecion observadas eglulas con coexistencia de INS
y SS-25. Estas células presentan dos tipos de Iggade secrecion inmunomarcados
con lgG-oro. Los mas numerosos y de mayor tamaseguoun contenido ligeramente
electronodenso rodeado por un estrecho halo aralidmetro varia desde los 200 nm
de media a los 557 en larvas de 114 dias. Eog ignico de las larvas a partir de 12
dias, este granulo puede, ademas, aparecer vaobo on escaso contenido que se

condensa en el centro o en la periferia del grayugjoe es el que se marca con IgG-oro.
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Otros, mas escasos, contienen un centro esférigoabeatronodenso de disposicion
central o excéntrica, la media de tamafio de esémrips es de 165 nm para pasar a ser
de 500 a los 114 dias. Las células con SS-75. dabrax (Agulleiro et al., 1994; Garcia
Hernandez et al., 1994) presentaron granulos seesesimilares a los descritos $n
aurata, aunque mas pequefios.

En larvas de 4 dias después de la eclosién, setdetpor primera vez células
inmunotefiidas er®. auratautilizando anti-SS-28 (1-12) tanto en inmunocitiogjga
para microscopia Optica como ultraestructural. gonulos de secrecion tienen un
diametro medio de 150 nm observandose dos tipasutrs con contenido central muy
electronodenso rodeado por un estrecho halo clagrapulos con contenido de
electronodensidad media que ocupa la casi totatieéhdranulo. El tamafio de grano se
incrementa hasta llegar a 241 nm los 114 dias.

Las células con SS-14 que se habian identificado inmunocitoquimica
microscépico Optica a los 17 dias, también se dstrare a la misma edad con
inmunocitoquimica microscépica electrénica. Somledl con dos tipos de granulos, los
que tienen un contenido de electronodensidad mgdi@upa la casi totalidad del
granulo, con un estrecho halo claro, mientras guwe tenen un contenido mas
electronodenso con una media de 115 nm, que seamaan los sueros anti-SS-14
como anti-SS-28. En las larvBs labrax, con microscopia electronica, se identificaron
las células que aparecieron en la etapa de 9 dak3cdmo células con SS-14, con
mayoria de granulos de secrecion de diametro ma@eli@87 nm y con un fino y
homogéneo material granular de media o alta eleatiensidad cercano a la membrana
granular o separado de ella por un estrecho hato;ckn larvas de mas edad se sigue
encontrando este tipo celular con granulos de s@tresimilares, aunque de mayor
tamano (Agulleiro et al., 1994; Garcia Hernandea.etL994).

En los estudios realizados en ejemplares adultdS. deiratacon microscopia
electrénica convencional (Abad et al., 1990) y @mmunocitoquimica microscopica
electronica (Abad et al., 1992), se encontrarontgh@s de células con SS en el islote
principal. Las células con SS-25 presentaron gsagdanulos secretores con un centro
de moderada a baja electronodensidad y un diamettho de 410 nm (Abad et al.,
1992) y las células con SS-14 tenian pequefios IlgAnsecretores con centro
electronodenso esférico de 220 nm de diametrol ganereas de ejemplares adultos de
S. aurata no se encontré inmunorreaccion de células co&8bad et al., 1990),

mientras que si se ha demostrado en larvas eedare investigacion. Estos resultados
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discrepantes podrian ser debidos al antisuerozadili o0 a detalles de la técnica
aplicada. En osteoglosomorfos aparecen dos tiposéhlidas de SS dispersas por el
islote, las células que inmunorreacionan con ati-8 anti-SS-25 tienen granulos
esféricos de variada electronodensidad en las iesgkcP. buchholzi, N. ChilapaG.
petersii pero enO. bicirrhosum fueron menos electronodensos, para todas lasiespe
estudiadas, el diametro de los granulos oscildeétst y 320 nm, también se localizaron
células con SS-34, cuyos granulos de secrecidorumuy electronodensos, alargados
o en forma de lagrima con una membrana limitanteace al contenido (Al-Mahrouki
y Youson, 1999).

Células con GLU, NPY, PYY

En larvas des. aurata las células con GLU que se detectan a los 12 tiéagn
granulos de secrecion con un contenido de medidetranodensidad central o
excéntrico y un halo de tamafo variable de eleottensidad baja a media, otros
presentan un centro de electronodensidad elevadahalo estrecho, el diametro de
estos granulos es muy variable, de 180 y 245 nm lareas de 114 dias es de 292nm
con la técnica de 1gG-oro sélo inmunorreaccionanami-GLU.

En larvas de 51 a 114 dias se pueden encontraggual que en los estudios
inmunocitoquimicos con microscopia Optica, célulpse presentan coexistencia
GLU/NPY/PYY. Estas células tienen granulos de seérepequefios y dispersos por
todo el citoplasma con un contenido electronodemste mediana electronodensidad
gue ocupa casi la totalidad del granulo, dejandoafmente un estrecho halo claro de
separacioén con la envoltura granular, inmunomascada oro mediante la técnica IgG-
oro y los sueros anti-GLU, anti-GLP-1, anti-NPY wtiePYY. Las pruebas de
preabsorciéon muestran que el marcado de GLP-1 aspegifico.

En larvas deD. labrax, se han identificado ultraestructuralmente laslaélde
GLU que aparecen entre los 9 y los 13 dias; laactenisticas de los granulos de
secrecion son similares a los $leaurataen larvas hasta 25 dias, excepto el tamafio, ya
que todos los granulos son pequefios, de 124 nm etidmy de mediana
electronodensidad (Garcia Hernandez et al., 199gartir de 25 dias la mayoria de los
granulos tienen un centro de muy elevada electemsidad, pero siguen presentandose
los granulos de electronodensidad media, siend@sietro de los granulos de 270 nm
a los 55 dias (Agulleiro et al., 1994).
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Las células con GLU de ejemplares adulto®dabrax S. auratay M. auratus
y M. saliens mostraron granulos de secrecion con muchas sidels en todas las
especies: redondeados con un centro electronog@fisworfico, siendo algunas veces
poliédrico, y un amplio halo claro que frecuenteteegontenia un material de
electronodensidad media; &h auratusse encontraron ocasionalmente granulos con
varios centros electronodensos pequefios y redondmsprincipal variacién se
encuentra en los tamafios de los granulos, siengoreslos déMugil sp, (1000 nm de
diametro), que los de otras especies cémtabrax (500 nm) y erS. aurata (300 nm)
(Abad et al., 1986; Agulleiro et al., 1993; LozanAgulleiro, 1986).

En osteoglosomorfos, las células que forman GLWWgnenmunomarcadas con
anti-GLU y presentan granulos de moderada elealemgidad rodeados por una
membrana limitante cercana al centro y una matraular u oval. El diametro vari
desde 93 a 385 nm (Al-Mahrouki y Youson, 1999).

En islotes pequefios & aurata se identifican las primeras células con granulos
con NPY a los 30 dias de desarrollo, son secraxséasos y de diametro medio 98 nm.
Granulos con PYY se pueden observar en larvas delid§ en las inervaciones
nerviosas, caracterizandose por ser los de menwfi@a de los encontrados en esta
etapa, con un didmetro medio de 125 nm; se puedmenar células con
GLU/NPY/PYY en el islote principal en larvas de no#s51 dias.

La aparicion de esta familia de hormonas se haitesambién erP. olivaceus
donde células con PY aparecen a los 3 dias enteli@ntestinal y a los 30 dias en los
islotes pancreaticos accesorios (Kurokawa y SuzaXi02); los estudios por
inmunocitoquimica microscopica optica en larvasDddabrax, muestran células con
inmunorreactividad similar a NPY y PYY en el intasta los 9 dias y en el estbmago a
partir de 25 dias, mientras que en los islotes rneaticos células con
inmunorreactividad similar a PP aparecen a pagtib®l dias (Agulleiro et al, 1994); en
larvas deS. maximuda inmunorreaccién a PP y NPY se produjo en ektirie a los 5
dias (Reinecke et al.,, 1997) y en el pancreas eindoa los 11 dias después de la

eclosion (Berwert et al., 1995).

Diferenciacion celular
Los granulos de secrecion de todos los tipos ddastbendocrinas pancreéticas
de S. aurataaumentan de tamafio conforme la larva se desaredl& proceso se

observa en otros teledsteos comdabrax (Agulleiro et al., 1994).
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Fases tempranas de mitosis se muestran en céhdasrmas pancreaticas 8e
aurata desde la eclosion a los 4 dias, como se aprecigapraracteristica cromatina
condensada, lo que indica que estas células seerm@n en una etapa de activa
proliferacion celular. Este rasgo también se commren larvas de hasta 13 diasDen
labrax (Garcia Hernandez et al., 1994). También es freeuencontrar hasta las etapas
mas avanzadas estudiadas, mitocondrias con ung&icoid® central que indicaria un
marcado incremento de las mismas.

Desde la eclosion a los 4 dias, las células muestraracteristicas
ultraestructurales semejantes a células indifeaeiasi, con numerosos ribosomas libres
y polirribosomas, grandes mitocondrias y cisterdasrer muy dilatadas, aisladas y
dispersas por todo el citoplasma, descritas tanmdoiéeriormente en células endocrinas
de islotes pancreéticos de larvasieabrax hasta los 25 dias (Garcia Hernandez et.
al., 1994) y en hipdfisis d&. auratahasta 2 dias (Villaplana et al., 1996).

En las etapas iniciales se encuentran grandes ondoes redondeadas u
ovaladas con crestas transversales, a veces agaupgioximas a la envoltura nuclear,
relacionadas con cisternas de reticulo endoplasynet@omplejo de Golgi.

El complejo de Golgi se encuentra muy desarrolidelsde la eclosion a los 17
dias, con numerosas cisternas, y es frecuente teacdilataciones centrales o laterales
con un material electronodenso similar al centrolate granulos de secrecion; los
mecanismos moleculares por lo que las proteinaanpper el complejo de Golgi
podrian ser por maduracion-progresion de las aase(Nakano y Luini, 2010), como
ocurre erD. labrax(Garcia Hernandez et al., 1994). A partir de [bsliBs, las cisternas
del complejo de Golgi se dilatan y las exterioresm sle aspecto muy irregular.

Préximos al complejo de Golgi se encuentran nusaerwesiculas cubiertas y
cuerpos multivesiculares, asi como endosomas farsnpdr tubulos estrechos y algo
sinuosos que se han marcado con IgG-oro y anti-éNScélulas con INS. En el
citoplasma de las células pancreéticas endocri@dardas de. labrax se observaron
también desde eclosion a 25 dias, muy desarrolladtms organulos membranosos,
aungue erD. labraxno se encuentran endosomas (Garcia Hernandez £924). La
funcion de los endosomas parece ser el transp@tenaterial que se acaba de
incorporar a la célula por endocitosis. La mayatepdel material es transferido a los
lisosomas para su degradacién, aunque en telepsteno®w ell. punctata se ha
sugerido que puede ser una funcion de almacénadeipas antigénicas (Vallejo et al.,

1992); otros autores, afirman que pueden teneapelpmportante en la defensa contra
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microorganismos patdgenos en teledsteos y otronades no vertebrados (Satake y
Sasaki, 2010). Recientes estudios bioquimicos yfaldgicos muestran que los
autofagosomas pueden fusionarse con los endosoras fprmar los llamados
anfisomas, estas estructuras representan comparbisneprelisosomiales donde
convergen la autofagia y la endocitosis, la intatat endosoma - autofagosoma es
necesaria para la maduracion de los autofagosdradsi(y Colombo, 2009).

Los citolisosomas se observan en todos los estel@volucion de las células
endocrinas pancreaticas 8e aurata ocasionalmente con organulos completos en su
interior.

En casi todas las etapas del desarroliéSdauratase han encontrado en las
células endocrinas pancreéticas, cuerpos multweses, considerados como una clase
especial de endosomas tardios, intermediarios lparaternalizacion de nutrientes,
ligandos y receptores a través del sistema endolisial (Fader y Colombo, 2009) que
presentan material electronodenso similar al catede los granulos de secrecion.
Estos cuerpos multivesiculares también se encuenga células endocrinas
pancreaticas de. labrax (Agulleiro et al., 1993).

Se encuentran centriolos, estructuras ciliarefigsdntracitoplasmicos en larvas
de S. aurata desde la eclosion hasta las Ultimas etapas edasgligEstos cilios
intracitoplasmicos también se describen en cékma®crinas pancreaticas Delabrax
(Agulleiro et al., 1994; Garcia Hernandez et #@94) y en las células endocrinas de la
hipdfisis deS. aurata(Villaplana et al., 1996). Los cilios intracitoplaicos parecen
producirse de la inhibicion de la emigracién dedogpusculos basales (Hagiwara et al.,
2000). Los axonemas intracelulares se han desfretuentemente en las células
epidérmicas de algunos invertebrados (Cifrian.etl8B2; Drobysheva, 2010).

Entre células adyacentes se encuentran estructarasion tipo desmosoma en
todas las etapas estudiadas, pero son especialtf@ngtivas las estructuras de unién
apicales en células endocrinas de los islotes paticos secundarios de lanf&saurata
entre los 24 a los 51 dias.

En la Ultimas etapas larvarias, desde 51 dias efar#d, se han observado
células involutivas, también encontradasDeriabrax (Agulleiro et al., 1994; Garcia
Herndndez et al., 1994), que indican muerte celalducida en respuesta a una gran
variedad de procesos fisiologicos (Wyllie, 2010 iavolucion celular parece estar
implicada en la renovacion celular en muchos tsjiddultos sanos y es responsable de

la eliminacioén localizada de las células durantdeslarrollo embrionario normal (Kerr
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et al., 1972). Los granulos de secrecion de esfhsdas pancreéaticas endocrinas
involutivas deS. aurata aparecen inmunomarcados con IgG-oro, utilizands@eros
contra los tipos de hormonas estudiados.

Relacion del pancreas endocrino y el aparato digegd

Se pueden relacionar etapas de desarrollo debtidigestivo con etapas de
desarrollo pancreatico en larvas $ieaurata Desde eclosion hasta larvas de 1 dia, la
alimentacion es totalmente enddgena; el tractostige consiste en un tubo recto
indiferenciado localizado en la parte dorsal dedosaitelino (Elbal et al., 2004).
Respecto al pancreas endocrino corresponderidasdadonde las células endocrinas
pancreaticas presentan coexistencia INS/SS-25.

De 2 a 3 dias después de la eclosiéon, se abrenal aimenticio en la parte
posterior para formar el ano y se pueden distintyas regiones digestivas: esoéfago,
presunto estomago e intestino (Elbal et al., 20@4). el desarrollo del pancreas
corresponderia a la diferenciacion del pancreasraxm

De los 4 a los 7 dias, se abre la boca y hay deexia de alimentacion
endogena y exdgena, desapareciendo el saco vi(@lbal et al., 2004), en cuanto al
desarrollo pancreatico corresponderia a la fasdedaparecen células con SS-28.

De 8 a 59 dias, la alimentacién es totalmente exajgen el presuntivo
estbmago se observan pliegues mucosos con algimnas €onectivas PAS-positivas;
en el intestino se pudieron observar a los 23 @issasas células caliciformes, que se
incrementan hasta los 48 dias (Elbal et al., 200ddrresponden con fases del pancreas
endocrino en las que aparecen nuevas hormonas Ghbloy se pasa de un islote
anico, a un islote grande y algunos pequefios.

De 60 a 69 dias surgen las glandulas gastricagjfeencian cuatro ciegos
piléricos entre estdbmago e intestino y se produtecrecimiento del tracto
gastrointestinal (Elbal et al., 2004). Se relaciooa la fase pancreatica donde existe un
islote principal y algunos islotes intermedios yjpefios, encontrandose células con
coexistencia de GLU/PYY/NPY.
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10.

11.

6. CONCLUSIONES

Las células endocrinas pancreaticas de la dor&darus aurata se organizan
durante la ontogénesis en un “cordon primordiaf’,‘iglote primordial”, un “islote
grande”, e “islotes intermedios” y “pequefios”.

Con microscopia electronica convencional y técnigamunocitoquimicas de
microscopia oOptica y electronica, se identificatulas con INS, SS-14, SS-25, SS-
28 (1-12), GLU, NPY y PYY.

Se demuestra coexistencia de INS y diferentes sstadéihas en células aisladas y
agrupadas proximas al conducto pancreatico mediatéenicas de
inmunocitoquimica microscopico opticas.

Cada inmunorreactividad a un péptido aparece desdelosién en adelante segun
un modelo establecido, siendo INS y SS-25 los pomeue se detectan y los
similares a NPY los ultimos.

La disposicion de las células endocrinas en loseslse mantiene a lo largo de todo
el desarrollo, localizandose INS, SS-14 y SS-282)len la zona interna, SS-25,
GLU y NPY en el area periférica.

Las células con SS-14 y SS-28 (1-12) tienen caiatitas ultrestructurales
semejantes.

En el transcurso de la ontogenia, aparecen nusl@®es y células endocrinas en
relacién con los conductos pancreéticos.

El nimero de granulos de secrecion y su tamarfo rdamesn todas las células
endocrinas desde las primeras etapas de desahadia las ultimas, siendo la
poblacion de granulos de secrecion de cada tipdacgheterogénea respecto a su
ultraestructura.

Las células en las que INS y SS-25 coexisten eardbn y en el islote primordiales
tienen dos tipos de granulos de secrecion, queaseam con la técnica IgG-oro,
unos con anti-INS y otros con anti-SS-25.

En la dltima etapa estudiada se encuentran cékdas GLU y células con
coexistencia de GLU, GLP-1, NPY y PYY estas Ultinpassentan ademas de los
granulos de secrecion similares a los de las cétda GLU, otros de ultraestructura
caracteristica.

Se sugiere que las células con INS y somatostatineederian de una célula

precursora comun cuyo origen es el intestino imeifeiado, mientras que las
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

células con GLU y péptidos similares al NPY podrneioceder de células de los
conductos pancreaticos.

Todos los tipos de células endocrinas presentaorégmelas correspondientes a via
de secrecidn regulada.

En las primeras etapas ontogenéticas, las cisteimaer estan aisladas o asociadas
longitudinalmente en todos los tipos celulares enidos. Posteriormente aparecen
apiladas.

En todas las etapas de desarrollo se observars eglldas citolisosomas y cuerpos
multivesiculares con materiales electronodensodasis a los de los granulos de
secrecion que podrian indicar un reajuste en léapmin de granulos de secrecion.
En las primeras etapas del desarrollo se encueoétatas endocrinas en mitosis lo
que indica hiperplasia.

En la ultima etapa del desarrollo se observan &glimvolutivas de todos los tipos
celulares, posiblemente apoptésicas, lo que puwtiear un inicio de homeostasis
celular.

Hay relacion entre las diferentes etapas del dwkadel aparato digestivo y la
aparicion de hormonas pancreaticas. Asi, el traligestivo indiferenciado se
corresponde a células con coexistencia de INS 25 % apertura de la boca con la
aparicion de células con SS-28 (1-12); el desaradll estbmago con deteccion de
células con GLU y el desarrollo de glandulas géatricon células en las que
coexisten GLU y GLU/PYY/NPY.
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