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Into the distance, a ribbon of black,
stretched to the point of no turning back.
A flight of fancy on a windswept field;
Standing alone my senses reeled.

A fatal attraction holding me fast,

how can I escape this irresistible grasp?

Can't keep my eyes from the circling skies,
tongue-tied and twisted; just an earth-bound
misfit, L

Ice is forming on the tips of my wings.
Unheeded warnings, I thought I thought of
everything. No navigator to guide my way home,
unladened, empty and turned to stone

A soul in tension that's learning to fly.
Condition grounded but determined to try.
Can't keep my eyes from the circling skies,
tongue-tied and twisted; just an earth-bound
misfit, 1

Above the planet on a wing and a prayer.

My grubby halo, a vapour trail in the empty air,
across the clouds I see my shadow fly,

out of the corner of my watering eye.

A dream unthreatened by the morning light.
Could blow this soul right through the roof of the
night.

There's no sensation to compare with this.
Suspended animation, a state of bliss.

Can't keep my eyes from the circling skies,
tongue-tied and twisted just an earth-bound
misfit, I

Pink Floyd (Learning To Fly, 1987).
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En| este trabajo se analizaron los mecanismos involucrados en el aumento en
deridad de corriente de Ha' de células B en respuesta a NGF. Ademis, ase
analizé la influencia de la corriente de Na' en la actividad eléctrica de las

células B y se identificé una fuente de NGF pancredtico, a la que pudieran
estar expuestas las células B in vivo. Nuestros resultados muastran (ue el
aUmento en densidad de corriente es dependiente de la sintesis de proteinas y
RNAmM. Ademds, el NGF induce un aumento cercano a 2 veces en el nivel de RNAmM

para la subunidad a de canal de spdio tipo III. En conjunto, estos resultados
sdgieren gue el aumento de la densidad de corriente de Na' de las células B en
respuesta a NGF, se debe al aumento en la sintesis de canales de Na'. Tamblén
démostramos que la corriente de sodio contribuye significativamente al disparo
dé potenciales de accién de células B de rata, ya gue los potenciales de accién
sobrepasan el nivel de OmV y songsedsibles a tetrodotoxina ('I'TX). Las células
ttatadas con NGF son mas sensibles a la TTX, lo que se podria deber a que la
cbrriente de Na' de estas células representa una fraccidén mayor de la corriente
tptal. Por ultimo, demostramos que las células B producen y secretan NGF., Esta
skcrecién de NGF depende de la concentracién extracelular de glucosa y puade

sbr inducida mediante la despolarizacién de la membrana plasmatica de las
células 0, de manera similar a 14 secrecién de insulina. La secreciédn de NGF

ppr parte de las células b sugie?e la existencia de mecaniswmos de regulacidn
autocrina/paracrina en el islote pancreatico, ya que el NGF regula la .
fiisiclogia de las mismas células que lo producen. Ademds, el NGF pancreéticos
también podria tener efectos endocrinos, al alcanzar la circulacién sistémlca,

lo que podria explicar la disminucién del NGF circulante en paclentes
diabéticos. i
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n the present study, we characterized the mechanisms involved in the increasing of f-ccll Na*
urrent in response to NGF. We also assessed the role played by Na* current in f-cell electrical
ctivity. Finally, we identified a pancreatic source of NGF, to which 8-cells could be exposed in
ivo. OQur data show that protein and mRNA synthesis is required for NGF to increase f3-cell Na*
urrent. Moreover, NGF treatment also increased steady state levels of type IH Na* channel o
sEbunit mRNA. Taken together, our observations suggest that NGF increases 8-cell Na* current

Q 5 o 0 =

through the increase in the synthesis of $-cell Na* channels. Na* current plays an importani role
the electrical activity, both from control and NGF-treated rat B-cells. In our recording system,
¢ action potentials from rat & cells show overshooting. This trait suggests that Na* currents
re participating actively in rat $-cell ﬁrmg Mareover, rat 8 cell electrical activity is sensitive to
ftrodotoxln (TTX). The action potentials from NGF-treated cells are more gensitive to 1his toxin
nd this could be due to the increased Na* currents in these cells, since Na* current could
represent a larger fraction of total depolarizing current in NGF-treated cells than in conitrol ones,
ur results demonstrate that B-cells are capab]e to synthesize and secrete NGF. NGF is secreted
from & cells in a glucose-dependent manner Moreover, B-cell membrane depolarizalion also
induces NGF secretion, These data suggests that NGF and insulin  could be secreted through
imilar systems of exocytosis. Since 8 cells secrete NGF, it could be proposed an
afutocrine/paracrine regulation loop in the pancreatic islet. If pancreatic NGF could be secreled
tb the systemic circulation, it could also have endocrine functions. This endocritie role cold be
related to the decreases in NGF serum levels observed in diabetic patients. Our results suggests
that NGF could be one of the most 1mp01;tant modulators of pancreatic &-cell physiology. If NGF
skcretion is defective, it could affect 8-céll function, decreasing insulin secretion and leading to
ti_'lc development of diabetes mellitus. .
l
i

|
|
|
!
i
'

i
o
|
i




iNDICE

RESUMEN.....coreeicecrsnssennessans essssorisrsaseansnsssernssersane ceerarsressessesererssssases 3
ABSTRACT .............. seesassesacsnansases errtcssasesstessnsssrssennsssseranessnansaressrrssanease B
ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS. ........... veressssssresssessrnsssssssnnsssasssssavane 5
L. INTRODUCCION ......coeirurirennsranessanssaneesasssns veessasesiesensstnesrtossansrarsssecs 6
1. ONTOGENIA DEL ISLOTE PANCREATICO.......c.ccovvteereeriiirrrecenee e 7
1.1) Organizacion estructural del islote pancreatico................ccecvvvnnee 7

1.2) Desarrollo embrionario del islote pancreatico...........ccccceoeeeeienenn. 15

1.3) Mecanismos involucrados en el compromiso de diferenciacion
PANCTEATICA ...ctvtmnrireeiiiuiieeriissiassrrrrsriesrieseerneerttteseeeataisernaesenesraransessnns 20

1.4) Desarrollo del islote pancreatico...........ccciviviviiiiniiiiiiniiniiiinnnnna, 25

2. REGULACION DE LA SECRECION DE INSULINA........cccoviniiiiinnen. 36
2.1) Sintesis y almacenamiento de insulina..............cooooiiiininn e 36

A) Transcripcion del gene de insulina..........ccocovoeiiiiiiiiiiiinn, 37

B) Regulacion de la transcripcion del RNAm de insulina. ............... 42

C) Traduccion del RNAm de insulina..........ccccoeivieiniiiniiiinninnnnn. 45

D) Transito postraduccional de la insulina......................... 46

2.2) Regulacion del acoplamiento entre el estimulo y la secrecion de
TASULIIIAL oo iitiiiii ettt e et et e s ane s e et et e s ans s entaatn e ebaansanranenss S0

A) Metabolismo de la glucosa en lascélulas . ......................... 51

B) Papel del calcio y las cinasas de proteinas en la regulacion de la
exocitosis de INSUlina. ........occvviviiiiiiiiiic 55

2.3} Actividad eléctrica de las células . .............oooiiii. 59

A) Canales de K* sensibles a ATP (K*{ATP))..........ovviiiiiiiiinnn, 66

B) Canales de CaZ.........ccooiuvviiiiiiiiiniiiiii s 71

C) Canales de Na*. ......cocoviiiniiiiiiiiiiii e 75

3. EFECTOS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO NEURONAL SOBRE LA
CELULA R PANCREATICA. ....coitiiiiiiiiiiicii ettt 81

3.1) El factor de crecimiento neuronal (NGF)..........ccccooiiiiiiinnnanin.. 82



A) Estructura del NGF......ooviiiiiiiniiiiiiiiiieiiiiiiieininessenssnsiaranns 83

B) Receptores a NGF. ....cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieren e 84

3.2) Regulacion del fenotipo de las células 5 por NGF. ............o.. 90

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.......ccccoreunresennees arresaneenes cervesssnressrnness 96
III. MATERIAL Y METODOS.....ccccooesnrsrssnns crasresersessrnas essseseneseoas srevenne 99
1. MATERIAL. ... et et e eer e eeane 99
2. METODOS ..ottt ettt e e e se et e s e s e e st a s s e anaeeaaeeans 100
2.1) Cultivode células B.........ccooeiriiiiiiiini e 100
2.2) Registro electrofisiologico. .......cooooiviiiiiiiiiiiiii e 101
2.3) RT-PCR para medicién de RNAM. .........cccooiimiiiiiiniiiie e, 103
2.4) INMUNOCILOQUIMICA. L.veuiviiiiiiniiirnirarinecene et rreentearerressinsrarsens 104
2.5} Deteccion de secrecién de NGF por células &...................... R 105
2.6} Bioensayo con células PC12............cooiiviiiniiiiii. 105
2.7) Analisis estadistico...........cccoiiiiiiiiiii 106

IV. RESULTADOS ......... seesstecrnsassins sesersssrsaners sesessnissisns sesesseersssnrasense 107
1. PAPEL DE LA SINTESIS PROTEICA EN EL AUMENTO DE DENSIDAD
DE CORRIENTE DE Na* DE CELULAS B. ....veiooviceirei it 107
2. PAPEL DE LA TRANSCRIPCION DE RNAm EN EL AUMENTO EN
DENSIDAD DE CORRIENTE DE NA*. ... i 111
3. EFECTOS DEL NGF SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE CELULAS

B DE RAT A ittt it ettt et s et nen e e e ananrenas 117
4. PARTICIPACION DE LOS CANALES DE SODIO EN LA ACTIVIDAD
ELECTRICA DE CELULAS R DE RATA. .....ooovviieieiiiriieee et eeees e, 123
5. IDENTIFICACION DE UNA FUENTE PANCREATICA DE NGF. ........ 127
V. DISCUSION ....cccovurennmrnnennsnianssssasnneneas rreesssnesiaesneresaassssaesnenses 135
V1. BIBLIOGRAF{A.........cocctrennrieririrnnnnrnnns vereeesenns crsssnsnecsssassssassssasess 150

VII. APENDIC% [ XY L PR RN RN RN RS R SRR FYEE YT Y ) PEABSAEBBEIPNIGPRINIFRIONRRB RSB IIIN I NS 178



RESUMEN

El factor de crecimiento neurcnal (NGF) es un regulador importante de la célula B
pancreatica. El tratamiento durante 5-7 dias con este factor induce el crecimiento de
neuritas vy el aumento en la densidad de corriente de sodio en células £ de rata. Estas
corrientes de sodio aumentadas presentan caracteristicas similares a las corrientes de
células B testigo, lo que sugiere que el NGF aumenta el nimero de canales de sodio
activables en la membrana de las células tratadas.

En este trabajo se analizaron los mecanismos involucrados en el aumento en densidad de
corriente de sodio de células $ en respuesta a NGF. Ademas, se analizd la influencia de la
corriente de sodio en la actividad eléctrica de las células B y se identificé una fuente de
NGF pancredtico, a la que pudieran estar expuestas las células B in vivo.

Nuestros resultados muestran que el aumento en densidad de corriente de sodic en las
células  es dependiente de la sintesis de proteinas y RNAm. Ademads, el NGF induce un
aumento cercano a 2 veces en el nivel de RNAm para la subunidad o de canal de sodio
tipo lll. En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento de la densidad de
corriente de sodio de las células B en respuesta a NGF, se debe al aumento en la sintesis
de canales de sodio.

También demostramos que la corriente de sodio contribuye significativamente durante el
disparo de potenciales de acci6tn de células 8 de rata; ya que a diferencia del raton, las
células 8 de rata presentan disparos que sobrepasan el nivel de OmV. Ademdas estos
potenciales de accion disparos son sensibles a tetrodotoxina (TTX), tanto los de células
testigo como las tratadas con NGF. $in embrago, las células tratadas son mas sensibles a
la accién de la toxina, lo que se podria deber a que la corriente de sodio de estas células
representa una fraccién mayor de la corriente total.

Por ultimo, demostramos que las células 8 preducen y secretan NGF. La secreciéon de
NGF por parte de las células 8§ depende de la concentracion extracelular de glucosa y
puede ser inducida mediante la despolarizacion de la membrana plasmatica de las células
3, de manera similar a la secrecion de insulina. Sin embargo, la insulina y el NGF no se
encuentran almacenados en los mismos granulos de secrecidn, ya que un potenciador de
la secrecion de insulina, el AMP ciclico, es capaz de inhibir la secrecion de NGF en las
células B.

La secrecion de NGF por parte de las células B sugiere la existencia de mecanismos de
regulacién autocrina/paracrina en el islote pancreatico, ya que el NGF regula la fisiologia
de las mismas células que lo producen, Ademas, el NGF pancreaticos también podria
tener efectos endocrinos, al alcanzar la circulaciéon sistémica, lo que podria explicar la
disminucion del NGF circulante en pacientes diabéticos.

Nuestros resultados sugieren que el NGF podria ser uno de los moduladores mas
importantes de la célula 8. La disminucién de la secrecion de esta factor podria llevar a
desajustes en la funcién de la célula 8 que podrian culminar en la disminucion de la
secrecion de insulina y, con esto, ¢l desarrollo de la diabetes mellitus.




ABSTRACT

Nerve growth factor (NGF) is an important modulator of pancreatic B-cell physiology.
Exposure to this factor induces neurite-development in 8-cell cultures after 5-7 days.
NGF also increases insulin secretion and #-cell sodium current, Since sodium currents
from NGF-treated- and control i-cells show similar biophysical traits, the increase in
sodium current density could be due to an increase in the number of active sodium
channels in #-cell membrane.

In the present study, we characterized the mechanisms involved in the increasing of 8-cell
sodium current in response to NGF. We also assessed the role played by sodium current
in R-cell electrical activity. Finally, we identified a pancreatic source of NGF, to which $-
celis could be exposed in vivo,

Qur data show that protein and mRNA synthesis is required for NGF to increase f-cell
sodium current. Moreover, NGF treatment also increased steady state levels of type III
sodium channel ¢ subunit mRNA. Taken together, our observations suggest that NGF
increases f-cell sodium current through the increase in the synthesis of $-ceil sodium
channels.

Sodium current plays an important role in the electrical activity, both fromn control and
NGF-treated rat B8-cells. In our recording systemn, the action potentials from rat £ cells
show overshooting, as opposed to the action potential of murine 8-cells. This trait
suggests that sodium currents are participating actively in rat $-cell firing. Moreover, rat
& cell electrical activity is sensitive to tetrodotoxin (TTX]. The action potentials from NGF-
treated cells are more sensitive to this toxin and this could be due to the increased
sodium’ currents in these cells, since sodium current could represent a larger fraction of
total depolarizing current in NGF-treated cells than in control ones.

Our results demonstrate that $-cells are capable to synthesize and secrete NGF. NGF is
secreted from R cells in a glucose-dependent manner. Moreover, $-cell membrane
depolarization also induces NGF secretion. These data suggests that NGF and insulin
could be secreted through similar systems of exocytosis. However, these proteins are not
stored in the same granules, since an insulin secretion enhancer, cyclic AMP, inhibits -
cell NGF secretion.

Since % celis secrete NGF, it could be proposed an autocrine/paracrine regulation loop in
the pancreatic islet. If pancreatic NGF could be secreted to the systemic circulation, it
could also have endocrine functions. This endocrine role cold be related to the decreases
in NGF serum levels observed in diabetic patients.

Our results suggests that NGF could be one of the most important modulators of
pancreatic -cell physiology. If NGF secretion is defective, it could affect $-cell function,
decreasing insulin secretion and leading to the development of diabetes mellitus.




ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS

AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico).

CAM: Molécula de adhesion celular.

dbAMPc: Dibutirato de AMP ciclico.

GABA: Acido y-amino butirico.

MAPK: Cinasa de proteinas activada por mitogenos.

NCAM: Molécula de adhesion neuronal.

NGF: Factor de crecimiento neuronal.

PDX1: Pancreatic and Duodenal homeoboX gene-1.

PKA: Cinasa de proteinas A.

PKC: Cinasa de proteinas C.

RT-PCR: Reaccién en cadena de polimerasa acoplada a transcripcién
reversa.

TrkA: Cinasa de tirosinas A (receptor de alta afinidad por NGF).
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I. INTRODUCCION

Durante la embriogénesis del mamifero, las células 8 de los islotes
pancreaticos se desarrollan a partir de la capa endodérmica; sin embargo,
estas células presentan caracteristicas consideradas propias de tejidos
derivados del neuroectodermo, entre las que destacan: la expresion de
moléculas de adhesion neuronal (N-CAM}!, la capacidad de extender
procesos parecidos a neuritas que expresan neurofilamentos? y proteina
taul y la expresion del receptor al factor de crecimiento neuronal (NGF)3:4,

lo que las hace a los efectos de este factor tréficol3.

Ademas de estos marcadores bioquimicos, las células 8 presentan una
actividad eléctrica caracteristica®, indispensable para la secrecion de
insulina®. Esta actividad eléctrica depende de la expresion de canales y
corrientes i6nicas de sodio, calcio y potasio, entre otras. En varios tipos
celulares, la expresion de canales idnicos y la preservacion de la actividad
eléctrica dependen de los efectos de diversos factores de crecimiento?. En
el caso de las células 5, trabajos de nuestro laboratoric han demostrado
que el NGF induce un aumento en la densidad de la corriente de sodio

sensible a tetrodotoxina?®.



En este trabajo se estudiaran los mecanismos responsables del aumento
en la densidad de corriente de sodio inducido por NGF en células
pancreaticas. Asi mismo, se analizara el efecto que pudiera tener este
aumento en la actividad eléctrica de las células £, lo cual podria estar
relacionado con una potenciacion de la secreciéon de insulina. Estos
resultados, en conjunto con otros que han sido obtenido en nuestro
laboratorio, demostrarian que el NGF es un modulador muy importante de
la fisiologia de las células 5. Por esta razon, también se plantea identificar
una posible fuente pancreatica de NGF, al cual pudieran estar expuestas

las células 8 in vivo.

1. ONTOGENIA DEL ISLOTE PANCREATICO

1.1) Organizacion estructural del islote pancredtico

El pancreas de los mamiferos es una glandula de funcién mixta, tanto
exocrina como endocrina, compuesta por tres compartimentos celulares: el
sistema epitelial ductal, las células acinares y los islotes pancreaticos. El
sistema epitelial ductal se encuentra extensamente ramificado y es
responsable de conducir y descargar las secreciones de proenzimas
digestivas pancreaticas hacia el duodeno. Ademas, las células del ducto
producen y secretan iones bicarbonato, que neutralizan las secreciones

acidas que llegan al duodeno desde el estdmago®.

Las células exocrinas se encuentran organizadas en acinos, de ahi el
nombre de células acinares. En los acinos, cada célula exocrina se
encuentra polarizada, de tal forrna que los zimégenos de enzimas
digestivas son secretados hacia la luz del conducto pancreatico. Estos
zimégenos viajan por el conducto pancreatico hacia el duodeno, donde son
activados por el pH bajo que ahi predomina. El incremento en la
concentracidon de iones H* induce una proteélisis limitada, que convierte a

los zimoégenos en proteasas funcionales!O.




La funcién endocrina es llevada a cabo por los islotes pancreaticos, los
cuales se encuentran dispersos entre el tejido acinar (ver figura 1} y son
responsables de secretar hormonas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos, como la insulina y el glucagon, o en la regulacion de la
exocitosis, como la somatostatina y la amilina. Los islotes estan irrigados
profusamente por arterias que entran por el centro del islote y se ramifican
en estructuras glomerulares. De ahi la sangre pasa a vénulas colectoras,
para descargar finalmente en la vena porta, que lleva las hormonas

insulares al higado y al resto del organismo!l.
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Figura 1. Esquema de organizacién del tejido pancreatico.

El pancreas esta organizado en lobulos (1) que se comunican entre si a
través del conducto pancredtico. Estos lobulos constan de acinos de
tejido exocrino (2) y de islotes pancreaticos {3}, que se encuentran
dispersos entre los acinos y donde se encuentran localizadas las células
endocrinas pancreaticas. (Modificado de Yurina, 198519

Las hormonas pancreaticas son sintetizadas y secretadas por tipos
celulares distintos. Asi, las células o secretan glucagon y se encuentran
preferencialmente en la periferia de los islotes y representan alrededor del
10% de las células insulares. El glucagon es una hormona que se secreta
en respuesta a una disminucién en el nivel sérico de glucosa. El blanco

principal del glucagon son los hepatocitos, donde esta hormona induce la

8




degradacion de glucdgeno y la activacion de la gluconeogénesis, lo que
lleva a la producciéon de glucosa. La glucosa producida asi en el higado,
sale por difusion facilitada hacia la sangre, con lo que se recupera el valor

normal de glucemia!2,

Por su parte, la somatostatina es secretada por las células 3, que
constituyen aproximadamente el 8% de las células de los islotes!3. La
somatostatina es una hormona que inhibe la secrecion de hormonas
proteicas, como la hormona del crecimiento en la hipéfisis, por lo que se
ha propuesto que podria modular la secreciéon de insulina y glucagon, al

igual que la secrecién exocrina pancreatical®.

Las células insulares mas escasas son las células PP, que secretan
polipéptide pancreatico y representan solamente el 3% de las células
totales de los islotes. Este tipo celular sélo se encuentra en los islotes
localizados en la cabeza del pancreas, que es la region con menor densidad
de islotes pancreaticos!S. No se conoce con exactitud el papel biologico del
polipéptido pancreatico, pero se sabe que induce la secrecién gastrica de

HCl y podria ser una senal endocrina de saciedad!®.

Las células 5 representan el 80% de las células en los islotes de rata y por
lo general se encuentran en el centro del islote, como se puede ver en la
figura 2. Estas células sintetizan y secretan insulina, la principal hormona
hipoglucemiante de los mamiferos, ya que induce el ingreso de glucosa a
tejidos periféricos como musculo esquelético y tejido adiposo, entre otras

acciones.

Ademas de insulina, las células  sintetizan acido y-amino butiricol?
(GABA) y secretan amilina, un polipéptido precursor del depésito amiloide
encontrado en los islotes de pacientes afectados por diabetes mellitus tipo

1118, Se ha propuesto que la amilina funciona como un factor insular



antagonista de la insulina, ya que inhibe la secreciéon de esta hormona e

induce resistencia a ella en tejidos periféricos!®.

Célula B ¢ insulina
Célula o G glucagon
Célula 5 €» somatostatina

Figura 2. Estructura de los islotes pancreiticos de rata.

En la rata las células § constituyen ¢l 80% de las células insulares y se
encuentran localizadas principalmente hacia el centro de los isiotes. Las
células o y las células deita se encuentran distribuidas en la periferia.
Las células PP constituyen apenas el 3% de las células insulares de la
rata y no se encuentran presentes en todos los islotes. {Modificado de
Orci y Unger!d)

La organizacion de las células endocrinas pancreaticas en islotes podria
ser importante para modular la produccién de las hormonas insulares,
mediante interacciones paracrinas entre los distintos tipos celulares, o

bien, mediante interacciones célula-célula en el islote pancreatico.

La arquitectura de todo tejido depende de adhesiones intercelulares y de
adhesiones entre las células y la matriz extracelular que las rodea. En el
caso de los islotes pancreaticos, se cree que su organizacién estructural
depende en gran medida de la expresion correcta de la molécula de

adhesion celular neuronal (N-CAM),

En ratones carentes (knockout) de N-CAM, la disposicion de los distintos

tipos celulares del islote es irregular. Por ejemplo, las células o en estos
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ratones quedan distribuidas de manera aleatoria en todo el islote, en lugar
de ocupar su lugar preferencial en la periferia del mismo2°, Ademas, si se
induce el crecimiento de insulinomas en estos ratones carentes de N-CAM,
mediante la introduccién de un oncogene transgénico controlado por el
promotor de insulina (Rip1Tag2), se observa el desarrollo de metastasis
diseminadas, mientras que en ratones transgénicos RiplTag2 que si
expresan N-CAM, los insulinomas quedan restringidos al! tejido

pancreatico?1,

Sin embargo, la carencia de N-CAM no impide la formaciéon de los islotes
durante el desarrollo, lo que implica que existen otras moléculas de
adhesién involucradas en la formacion de los islotes. Algunas de estas
moléculas han sido identificadas, como la molécula de adhesion epitelial
(Ep-CAM}, responsable de adhesiones intercelulares independientes de
calcio?? y las cadherinas E y N, que forman adhesiones intercelulares

dependientes de calcio?3,

Se ha encontrado un nivel elevado de expresion de Ep-CAM en células
epiteliales de los ductos de primordios pancredticos fetales, que es un
compartimento celular de cual se cree provienen los progenitores de las
células insulares (ver la siguiente seccidon). Estas células con niveles de
expresion altos, tienden a formar actmulos parecidos a islotes; sin
embargo, en los islotes de adulto la expresion de Ep-CAM se revierte,
siendo mas baja en los islotes que en el epitelio del ducto pancreatico, lo
que podria implicar que Ep-CAM es necesaria para la formacién del islote,

mas no para mantener la estructura de un islote ya formado.

De hecho, la diferenciacion de células epiteliales del ducto hacia células
insulares esta acompaifiada por una disminucién en la expresion de Ep-

CAM; incluso, el bloqueo de la funcién de Ep-CAM con un anticuerpo
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inactivante en acumulos pancreaticos induce la transcripcion y traduccion

de los genes de insulina y glucagon?2,

La adhesién celular dependiente de calcio, a través de cadherinas,
también es muy importante para la formacion del islote, sobre todo para la
agregacién de las células £, ya que en ratones transgénicos que expresan
cadherina E defectuosa, las células 8 no se localizan en islotes
pancreaticos, sino dispersas entre el tejido acinar como células
individuales; mientras que las células o de estos ratones se agregan
selectivamente en estructuras parecidas a islotes?3, lo que sugiere que la
cadherina E regula las propiedades de adhesividad de las células £ y la

agregacion correcta de las células insulares.

Ademés de las interacciones intercelulares, se ha propuesto que la
interaccion de las células insulares con la matriz extracelular es necesaria
para la formacion de los islotes y para mantener la funcién de las células
insulares, ya que las células de islotes de rata cultivadas sobre colagenasa
I forman agregados celulares parecidos a islotes, ademas de que en las
células insulares cultivadas sobre matriz extracelular se preserva mejor su
funcion y supervivencia. Esta interaccién con la matriz extracelular
también es necesaria para mantener la adhesion de las células insulares a

la capsula de tejido conectivo que rodea al islote24,

La interaccién célula-matriz extracelular depende principalmente de las
integrinas, proteinas diméricas integrales de membrana que funcionan
como receptores a componentes de la matriz extracelular. En islotes
pancreaticos, €l 50% de los dimeros de integrinas esta representado por el
dimero alfa 3, beta 1. Anticuerpos especificos contra la subunidad beta 1
inhiben el anclaje y el crecimiento de las células insulares de rata sobre
matriz extracelular depositada por fibroblastos bovinos o por la linea

murina A-431, lo que sugiere que esta subunidad es la responsable de
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conectar la matriz extracelular a la maquinaria intracelular de las células

insulares?4.

Como se puede ver en la figura 3, las células del islote pancreatico no sélo
estan unidas unas a otras a través de moléculas de adhesién, también
existe interaccién entre ellas a través de uniones celulares comunicantes
(uniones hendidas o gap), que se cree son importantes para la secrecion de
insulina, al sincronizar las fluctuaciones en los niveles de calcio

intracelular entre las células ® de un islote=25,

Matriz extracelular

Figura 3. Interacciones intercelulares en la célula £.

Esta figura esquematiza las distintas moléculas de adhesion celular
(CAMs, cadherinas, integrinas) que son responsables de mantener la
arquitectura del islotes pancreatico. En el recuadro se observa la
organizacién de las uniones comunicantes en conexones, los cuales son
importantes para la secrecién adecuada de insulina (ver texto).

Las uniones comunicantes estan formadas por  proteinas
transmembranales llamadas conexinas. Las conexinas se disponen en
hexameros en las membranas de dos células vecinas; cada célula procesa
su propio hexamero, que al unirse al hexamero de la célula vecinas forma
un canal de unién comunicante. En los islotes pancreaticos se han

identificado al menos 6 transcritos distintos de genes que codifican para
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conexinas; pero s6lo se-ha comprobado la expresion de dos productos
proteicos de estos genes, la conexina alfa 1 {también llamada Cx43) y la

conexina alfa 626 (Cx45).

La expresion de la conexina Cx43 contribuye al acoplamiento eléctrico
entre las células 5 y a la produccién correcta de insulina; ya que diferentes
lineas celulares que secretan insulina de manera anormal (secrecién
continua, insensibilidad a glucosa, secrecidén pobre, etc.) no expresan la
conexina Cx43 y tampoco estan acopladas. Si estas células son
transfectadas con cDNA que codifique para esta conexina, de forma que
expresen cantidades bajas de Cx43, pero suficientes para observar
acoplamiento, aumenta de manera importante la expresién del gene de

insulina y el contenido intracelular de esta hormona.

Sin embargo, si se sobrexpresa Cx43, la cantidad de insulina se mantiene
disminuida, lo que indica que existen niveles de expresiéon de la conexina
Cx43 y de acoplamiento 6ptimos para una produccién y almacenamiento

de insulina adecuados??.

Las uniones comunicantes no sélo existen entre células 8, ya que también
existen algunas que comunican a estas células con las células a. La
interaccién de las células endocrinas a través de estas uniones podria ser
necesaria para el desarrollo correcto del islote, ya que el patréon de
formaciéon de uniones comunicantes durante el desarrollo, es diferente

entre las células endocrinas y las células exocrinas 28,

De hecho las uniones comunicantes entre las células acinares, que rodean
al islote pancreatico, son distintas a las uniones entre células endocrinas;
inclusive, no existen uniones comunicantes entre las células exocrinas y
endocrinas. Esto se debe a que las células acinares expresan las conexinas

Cx26 y Cx32, las cuales no pueden formar conexones con la conexina
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Cx43, que se expresa en las células del islote. Este patron de expresién de
los genes de conexinas, y por lo tanto la falta de esta comunicacion
estrecha entre las células exocrinas y endocrinas, podria ser responsable
de una regulacion diferenciada de ambos tipos de secreciones, como se ha

observado para algunos secretagogos?°.

1.2} Desarrollo embrionario del islote pancredtico

El pancreas se forma en el embriéon a partir de dos yemas primordiales,
una ventral y otra dorsal, que geman desde el epitelio duodenal3°, La yema
dorsal gema directamente desde la pared duodenal y su aparicién antecede
a la de la yema ventral, la cual puede ser considerada como una rama
independiente de la yema hepatica®!. Conforme avanza el desarrollo, las
dos yemas se fusionan para formar el pancreas maduro, y durante esta
fusion, normalmente se pierde la conexién entre el duodeno y la yema
dorsal, por lo que la comunicacion entre el pancreas y el intestino delgado

se queda en la yema ventral, a través del conducto biliar comun3=.

La yema pancreatica ventral origina también la cabeza del pancreas,
mientras que la yema pancreatica dorsal da lugar al cuerpo y a la cola del
pancreas, que constituyen la mayor parte de la masa pancreatica y donde

existe una densidad mayor de islotes pancreaticos!s,

En la rata, los primeros signos de organogénesis pancreatica se observan
en el dia 11 de gestacién (estadio de 20 somitas), cuando el mesénquima
dorsal se condensa por encima del endodermo intestinal e induce que este
se evagine para formar la yema pancreatica dorsal (ver figura 4). Esta
yema estd formada por una monocapa de células epiteliales, cuyos apices

forman un lumen estrecho3!.
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A) Cusndo cl embrion tiene 10 dias
de gestacién (menos de 20 somites),
las céhlulas que originarén la yema
pancreatica darsal son indistinguibles
del resto de la manocapa cehular del
epitelio intestinal.

C) Con ¢l paso del Gempo, la yema
pancreatica sumenta de tamafo.
Como el sumento en el mimero de
células es mayor al crecimiento en
volumen, el primordio se segmenta.
Las cthiles endocrinas comienzan a
ser excluidas del tgjido acinar,

B) Cusndo el embrién presenta 20
somitas, ¢l primordio pancreatico
dorsal comienza a gemar desde el
epitelio intestinal anterior. Las célalas
endocrinas f(en negro) se encuentran
dispersas entre el tejido acinar.

D} E! crecimiente del primordio
pencredtico hacia el mesénquima da
higar a la esttuctura caracteristica de
interdigitaciones de los ductos
pancredticos. Las células endocrinas
comienzan a former actirmilos, que
sutnentaréan de tamsfio y ariginarén
los islotes.

Figura 4. Desarrollo embrionario del pancreas.

En esta figura se esquematiza el desarrollo embrionario del pancreas de la
rata, entre €l dia 10 de gestacion, cuando ¢l embrion presenta menos de 20
somitas, y el dia 15 de gestaciéon, cuando el embriéon presenta de 28 a 30
sormnitas. {Modificada de Pictet y Rutter3?)



La yema dorsal aumenta de tamafio conforme avanza el tiempo. Este
aumento se debe tanto al aumento en el numero de células, como al
aumento del tamario de éstas. Las células mesenquimales que rodean a la
yema dorsal, principalmente las de la notocorda, parecen proporcionar

senales indispensables para el desarrollo del pancreas3!,

Hacia el estadio de 24 somitas se nota una constriccion en las yema
pancreatica, que la separa en dos l6bulos: uno anterior y otro posterior.
Conforme avanza el tiempo estos l6bulos crecen, debido principalmente al
aumento en el numero celular y a la apariciéon de los primeros islotes, lo
que hace que la superficie de los lobulos se vuelva cada vez mas irregular.
El crecimiento de los l6bulos se ve acomparnado por la ramificacién del
lumen del ducto pancreatico, el cual es poco visible al principio, dado que

existe un gran numero de células epiteliales en un espacio muy reducido.

En los dias siguientes, los l6bulos de las yemas pancreaticas crecen y se
expanden entre €l mesénquima, con lo que el lumen del ducto se ensancha
y para el dia 15 de gestacién ya es totalmente evidente, y alcanza su mayor
tamario entre los dias 16 y 17 de gestacién. El aumento de tamarfo de las
yemas pancreaticas también las acerca lo suficiente como para fusionarse
en el momento en que el lumen del ducto se ensancha. La fusién de las
yemas pancreaticas y la aparicién del lumen del ducto marca el fin de la

organogénesis pancreaticasl.

El desarrollo de la estructura del tejido acinar se ve acomparnado por la
diferenciacion de las células exocrinas. Desde el dia 13 de gestacién es
posible identificar la expresion de RNAm para carboxipeptidasa, mientras
que el RNAm para amilasa se puede detectar desde el dia 14; sin embargo,
las primeras células que contienen granulos de zimégeno no se detectan
sino hasta el dia 15-16 de gestacion, cuando la produccion de enzimas

pancreaticas aurnenta exponencialmente33,
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El momento preciso de la aparicién de las células endocrinas pancreaticas
ha sido debatido durante largo tiempo, ya que dependiendo de la técnica
que se utilice para determinar la expresion de marcadores endocrinos, se
han propuesto dos patrones temporales distintos para la apariciéon de cada

uno de los tipos celulares.

Al utilizar anticuerpos contra hormonas insulares3* ¢ hibridacion in situ33,
se observa que la primera hormona en ser expresada es el glucagon el cual
se expresa entre 0.5 y 1 dia después de la evaginacién de la yema
pancreatica dorsal. La expresion de insulina se puede detectar un dia
después de la de glucagon; mientras que la expresién de somatostatina se
detecta hasta el dia 16 de gestacién, inclusive, la expresion de enzimas
exocrinas pancreaticas antecede a la expresion de somatostatina. La
ultima hormona en ser detectada con estos métodos es el polipéptido

pancreatico, el cual es posible detectarlo sélo hasta el nacimiento.

Sin embargo, si se combina la técnica de microdisecciébn con la
amplificacion de reacciébn de polimerasa en cadena acoplada a
transcripcion reversa {RT-PCR), se ha encontrado que la primera hormona
pancreatica en ser expresada es la somatostatina, la cual se expresa a lo
largo de todo el epitelio intestinal anterior desde el estadio de 8 somitas en
el embrién de ratén3s (7.5 dias de gestacidon). La localizacion de esta
hormona a lo largo de todo el epitelio anterior concuerda con la presencia
de células endocrinas secretoras de somatostatina en el intestino del

animal adulto®6.

Este mismo estudio demuestra que la transcripcion de los RNAm de
glucagon e insulina inicia simultaneamente a partir del estadio de 20
somitas del embridn de ratén (8.5-9 dias de gestacion); es decir de 10 a 12
horas antes que suceda la condensacion del mesénquima que marca el

inicio de la gemaciéon de la yema pancreatica dorsal, cuando el embrién
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cuenta ya con 25 somitas. La localizacién de los transcritos para glucagon
e insulina esta restringida a la pared dorsal del duodeno, en la zona que
dard lugar precisamente al primordio pancreatico. Esta expresion
temprana implicaria que existe un compromiso hacia la diferenciacion de

células endocrinas previo a la morfogénesis pancreatica.

La transcripcién del gene para polipéptido pancreatico se puede detectar
por RT-PCR desde el estadio de 30 somitas, es decir entre 8 y 10 horas
después de gemacion de la yema pancreética dorsal, es decir, 11 dias
antes que sea posible detectar esta hormona como proteina34. Las
diferencias entre estos estudios podrian deberse a la sensibilidad de los
métodos utilizados, ya que se ha estimado que la sensibilidad de la
amplificacion por RT-PCR es 108 veces mas sensible que los ensayos para

proteinas3S.

Dado que existe un compromiso de diferenciacion celular endocrina previo
a la organogénesis pancreatica, restringido a una zona del epitelio
duodenal, se puede pensar que no cualquier region del intestino
embrionario puede dar origen a la yema pancreatica. Inclusive, si se
cultivan in vitro regiones posteriores del epitelio intestinal alejadas de la
zona que forma el primordio pancreatico, no se puede inducir la expresion

de genes marcadores de diferenciacion pancreatica3?,

No se conocen exactamente los genes involucrados en la adopcién del
compromiso de diferenciaciéon pancreatica, pero se sabe que en el embrién
de pollo desde el estadio de 13 somitas {dia 1 de gestacién), la regién del
epitelio que da lugar a la yema dorsal es capaz de responder a seriales de
diferenciacién emitidas por la notocorda, mientras que zonas posteriores
en el epitelio fuera de lo que sera el primordio pancreatico no responden a

estas sertales37,
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1.3) Mecanismos involucrados en el compromiso de diferenciacién
pancredtica

Se sabe desde hace mucho tiempo, que las interacciones entre el
mesénquima y el epitelio son importantes para inducir la diferenciacion y
morfogénesis pancreatica3®, En particular, se sabe que es necesaria la
interaccion del epitelio que da origen a la yema pancreatica dorsal con el
mesénquima de la notocorda, que es una estructura involucrada en
determinar patrones de desarrollo de varios 6rganos, como el sistema

nervioso, en varias especies, desde insectos hasta mamiferos.

La interaccion epitelio-mesénquima durante el desarrollo del pancreas
parece llevarse a cabo en dos fases: la primera, cuando una parte del
epitelio duodenal se compromete a desarrollarse como pancreas, y la
segunda, cuando las yemas pancreaticas crecen y desarrollan los
conductos pancreaticos, dando lugar a la diferenciacion de las células

acinares.

La dependencia del desarrollo pancreatico en la interaccion con el
mesénquima se comprueba al analizar experimentos de microdiseccion, en
donde se disecta epitelio pancreatico de embriones de ratén de 11.5 dias
de gestacién, se le separa del mesénquima notocordal, y se cultiva bajo

distintas condiciones3®.

Si el epitelio se cultiva solamente sobre cajas de petri con un medio
suplementado con suero, no es posible observar diferenciacién celular ni
morfogénesis. En cambio, si el epitelio intestinal se cultiva sobre matriz
extracelular de membrana basal, es posible observar la formacién de
estructuras parecidas a ductos pancreaticos, con ce¢lulas que expresan
marcadores de células ductales, como la citoqueratina 7. Este papel de
inductor de diferenciacién de la membrana basal parece depender en gran

medida de laminiﬁa, un o de los componentes de matriz extracelular4©,
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De manera sorpresiva, si el epitelio primordial pancreatico es
transplantado bajo la capsula renal de un ratén singénico, se observa el
desarrollo de islotes pancreaticos, organizados como islotes maduros, con
células o en la periferia y células R en el centro. Esto implica que el epitelio
primordial pancreatico esta programado para diferenciarse hacia islotes de
manera automatica {(default) ya que el desarrollo de los islotes no depende
de la interaccion con el mesénquima, sino, tal vez, de otras sefnales como
factores difusibles, o bien patrones estructurales de la matriz extracelular
o de la capacidad de neovascularizacion que ofrezca el medio que rodea al

epitelio pancreatico®.

En este modelo experimental, en la tunica condicion que fue posible
observar el desarrollo de tejido acinar, fue al recombinar el epitelio
primordial pancreatico con el mesénquima de la notocorda, tanto in vitro
como en transplantes a capsula renal. Esto implica que el mesénquima es
capaz de enviar mensajes hacia el epitelio para determinar su destino de
diferenciacién. Estos factores mesenquimales necesarios para el desarrollo
pancreatico no son bien conocidos, pero podrian ser tanto proteinas
solubles, como mensajes estructurales, grabados en la matriz extracelular

que rodea al epitelio pancreatico3®.

Algunas de las moléculas que se han implicado como mensajeros entre la
notocorda y el epitelio primordial son la activina-®B y algunos miembros
de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)41, los cuales
regulan la expresion de algunos genes en el epitelio primordial
pancreatico, en particular reprimen la expresion del gene sonic hedgehog
(shh), un gene involucrado en la creacién de patrones morfogénicos en

Drosophila y ratén.

El gene shh codifica para una proteina de secrecién que se une a un

receptor de membrana llamado Patched (codificado por el gene pitd}, con lo
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cual induce la transcripcion de genes especificos durante el desarrollo
embrionario*2. El gene shh no se expresa, de manera inesperada, en el
epitelio primordial pancreatico, pese a que en regiones del epitelio
duodenal rostrales o caudales al pancreas, la expresion de este gene es

uniforme?3,

Si se induce la expresion de shh en el pancreas en etapas tardias del
desarrollo, se observan células que expresan insulina, glucagon y amilasa
pancreatica, pero no se observan islotes ni acinos, inclusive la regién del
abdomen que deberia estar ocupada por el pancreas se encuentra ocupada
por una estructura parecida a intestino, con capas musculares lisas
rodeandola, lo que implica que la expresiéon ectopica de shh permite la
diferenciacion de células endocrinas y exocrinas, pero evita una

morfogénesis adecuada*.

La interaccién del epitelio pancreatico con la notocorda es necesaria para
reprimir la expresion de shh, ya que al retirar la notocorda localizada sobre
el epitelio que dara lugar al pancreas, se induce la expresion de shhy se
detiene la transicién de la morfologia del epitelio intestinal hacia epitelio
pancreatico*!. Esto implica que la notocorda sintetiza una sefial que
reprime la expresion de shh, lo que se considera uno de los primeros

eventos relacionados con el desarrollo del pancreas.

Inclusive, si se bloquea in vitro la funcién de la proteina SHH en cultivos
de endodermo pancreatico, con anticuerpos inactivantes , se induce la
expresién de genes marcadores de desarrollo pancreatico, como la
insulina y el gene homeoético pdxl, el cual es indispensable para el
desarrollo del pancreas y la parte posterior del duodeno*! (ver mas
adelante). Aun mas, si se cultiva epitelio estomacal en presencia de
ciclopamina, que es un farmaco inhibidor de la sefializacién por SHH, se

puede inducir la expresion de glucagon e insulina en este epitelio.
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Ademaés, si la ciclopamina se administra a embriones de pollo se puede
observar el desarrollo de multiples yemas pancreaticas que expresan
insulina y carboxipeptidasa A, tanto en regiones rostrales a la localizacioén
normal de la yema pancreatica dorsal (estémago), como en regiones
intestinales mas caudales a ella%5. Estos experimentos demuestran que la

represion de shh es necesaria para la formacion correcta del pancreas.

Como se dijo con anterioridad, la notocorda debe ser capaz de sintetizar
sefiales que repriman la expresién de shh, y se han propuesto al menos
dos factores tréficos como candidatos al papel de represor de shh in vivo,
la activina-3B y el FGF. La activina-®B es una proteina que pertenece a la
familia del factor de crecimiento transformante 5 (TGFf), mientras que los
FGF forman una familia de factores de crecimiento, constituida por al
menos 18 polipéptidos. Estos factores tréficos son capaces de reprimir la
expresiéon de shh in vitro*! e in vivo®®, y son expresados por la notocorda

durante las etapas en las que se desarrolla el pancreas*?,

Si se cultiva epitelio primordial pancreatico en presencia de activina-#B o
de concentraciones bajas de FGF2 (1 ng/ml), se observa la represién de la
expresion de shh y la induccidn de la expresion de pdxl] e insulina?!, que
son dos marcadores inequivocos de diferenciacién pancreatica. Ademas,
una vez que se separa la notocorda del primordio pancreatico, por la
fusion dorsal de la aorta, la expresion de activina se mantiene en la yema
pancreatica y parece ser necesaria para la diferenciacion del tejido
endocrino pancreatico, ya que en ratones transgénicos que expresan un
receptor a activina no funcional se observa hipoplasia insular y una

disminucién en el contenido de insulina en el pancreas?s,

Todos esto datos en conjunte sugieren que estos factores troficos podrian
jugar un papel importante durante el desarrollo pancreatico, pero hasta la

fecha no se ha podido demostrar esta funcién in vivo, dado que en ratones
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o)

a los que se les deletdé {(knockout) el gene de activina-8B, el pancreas se
desarrolla de manera normal. El papel del FGF2 es todavia mas dificil de
analizar, ya que no se han podido crear ratones que carezcan de FGF2, ya
sea porque la delecion sea letal o porque algiin otro miembro de la familia

de FGF suplante la funcion de este factor tréfico*s.

Sin embargo, en ratones transgénicos en los que se inactivéo la funcién de
un subtipo de receptor a FGF, el receptor FGFR2b, se observan
malformaciones y reduccién del numero de acinos en los pancreas. La
inactivacién in vitro de este receptor, con anticuerpos neutralizantes y con
oligonucleétidos antisentido, inhibe la proliferacion y la diferenciacion de
tejido exocrino en epitelio pancreatico libre de mesénquima; mientras que
el tratamiento con FGF1, 7 6 10, que son agonistas de FGR2b y que son
expresados en el primordio pancreatico desde etapas tempranas del
desarrollo, aumenta la expresiébn de amilasa, un marcador de
diferenciaciéon exocrina. Esto sugiere que algunos miembros de la familia
del FGF funcionan como las senales del mesénquima que inducen la

diferenciacion del tejido acinar pancreaticoS°.

Como se dijo anteriormente, uno de los marcadores de diferenciacion
pancreatica es la expresion del gene homeédtico pdxl (Pancreatic and
Duodenal homeoboX gene-1). Este gene se expresa, durante el desarrollo,
en el epitelio intestinal que origina el duodeno (en particular en la region
pilorica), las yemas pancreaticas y el conducto biliar comun®!, mientras
que en el animal adulto su expresion queda restringida al epitelio
duodenal y a las células B del islote pancreatico. Se propone que el
producto de Pdx1 funciona como un factor de transcripcion que regula la

expresion de los genes de insulina5? y somatostatinaS3.

De hecho, el desarrollo de un pancreas maduro depende de la expresion

correcta de este gene home6btico, ya que si se deleta este gene en ratones
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transgénicos, no se desarrolla el pancreas® y se presenta un desarrolio
anormal del tercio distal del duodenos!. En humanos, la deleciéon de un
solo nucleétido en la secuencia de pdx1 tiene como resultado el nacimiento
de pacientes con agénesis pancreaticaSs, de forma similar a la observada

en los ratones transgénicos.

En un principio, se considerd que la falta de pdxl! inhibia completamente
el desarrollo pancreéatico; sin embargo, un analisis mas detallado demostré
que en los ratones pdxl-/- se alcanzan a desarrollar las yemas
pancreaticas. La yema dorsal alcanza a ramificarse para formar una
estructura epitelial pequena, mientras que la yema ventral desaparece con
el tiempo. Ademads, es posible observar en la yema dorsal células que
expresan glucagon, pero no se encuentran células que expresen insulina o

amilasa pancreaticaS!,

El desarrollo del pancreas en los ratones pdx1-/- se detiene por la falta de
crecimiento y proliferacion de las células pancreaticas, lo que impide una
ramificaciébn mayor del pancreas y una morfogénesis adecuada. Esto
sugiere que el gene pdxl esta implicado en la manutencidon del
compromiso de diferenciacidon pancreatica, pero que deben existir otros
mecanismos involucrados en la adquisicion de este compromiso, los
cuales, como ya se dijo, pudieran estar controlados por el producte del

gene shh.

1.4) Desarrollo del islote pancredtico.

Las células precursoras del islote pancreatico son observadas por primera
vez desde el estadio de 20-22 somitas (dia 11). Este es el priner momento
en que las células dispersas en la yema pancredatica dorsal, muestran los
granulos de secrecion caracteristicos de las células endocrinas
pancreaticas, al ser terfiidas con azul de metileno3®!. Las células endocrinas
primordiales aparecen dispersas entre el tejido de la yema pancreatica
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dorsal, y aumentan de nimero entre los estadios de 20 a 30 somitas; sin
embargo, el numero de células endocrinas no aumenta por divisién

celular; y es muy dificil encontrar figuras mitéticas en estas célulag?3,

Entre los estadios de 28 y 30 somitas, las células endocrinas se empiezan
a encontrar formando pequerios islotes de pocas células. Estas estructuras
son excluidas del tejido de la yema pancreatica y se recluyen entre el tejido
de la matriz de la yema y su lamina basal. La exclusién del tejido
endocrino parece deberse a un cambio en el patrén de citocinesis; ya que
las células que rodean a los islotes se dividen perpendicularmente al eje
del lumen pancreatico, al contrario del resto de las células acinares, cuyo

eje de division es paralelo al eje del lumen.

Cuando el embridn llega al dia 12 de gestacion y presenta entre 35 y 40
somitas, la mayoria de las células endocrinas se encuentran en islotes de
hasta 12 células. En estos islotes, con el tiempo, aumentara el numero
celular, pero es probable que este aumento no se deba a la division de las
células del islote; ya que es muy dificil encontrar figuras mitéticas entre

estas células, cuyos niicleos casi no incorporan timidina tritiada3!.

Hacia el dia 15 de gestacién, los islotes forman grupos celulares unidos a
uno o mas acinos. Varios islotes pequefios se van uniendo para formar
islotes cada vez mas grandes que, al menos bajo el microscopio de luz, son
indistinguibles del tejido acinar, debido a que se mantiene una relacién
muy estrecha entre los distintos tipos celulares del pancreas. Sélo hasta
etapas tardias del desarrollo del feto de rata (20-21 dias), se pueden
encontrar islotes que no mantienen ningun tipo de unién con el tejido
exocrino, y que aparecen con la tipica morfologia redonda, casi libres del

tejido exocrino.
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El origen embrionario de las células del islote pancreatico ha sido motivo
de controversia durante largo tiempo. Debido a que las células insulares,
en particular las células B, comparten varias caracteristicas con células
derivadas de la cresta neurai, Pearse5 propuso que estas células y el resto
de las células endocrinas del tracto digestivo compartian un origen comin
con las neuronas, y formaban un sistema neuroendocrino difuso,
caracterizado por la capacidad de las células de incorporar y descarboxilar

precursores de aminas®’ (fenotipo APUD).

Esta hipdtesis se vio apoyada por experimentos con ratones transgénicos,
a los cuales se les transfectaba el antigeno T grande del virus SV40, un
oncogene que dirige la proliferacion de las células que lo expresan,
acoplado a la regiéon promotora del gene de insulina. En este modelo, se
encontré que el transgene solamente se expresaba en la cresta neural y en
células insulares, lo que parecia comprobar el origen neuroectodérmico de

las células 358,

Sin embargo, un andlisis mas detallado de la expresion del antigeno T en
estos ratones demostré que este oncogene no siempre se expresaba de
manera simultanea a la insulina, ya que podia expresarse en células que
expresaran otras hormonas pancreaticas, como glucagon595%, Esto
implicaba que la regulacidn de la expresion de un gene por el promotor de
la insulina podia deberse a factores no especificos de amplia distribucién
en el embrién. Ademas, en experimentos realizados con quimeras de
embriones, en los cuales se transplanta el ectodermo del embrién de una
especie hacia el mesodermo y endodermo del embrién de otra, se encontré
que las células insulares mantienen el fenotipo del embrion donador del
mesodermo y del endodermo, y no el fenotipo del embrién donador de la

cresta neuralb1.62,
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Inclusive, si se reseca el ectodermo de embriones de rata antes de la
migracioén de las células de la cresta neural y se cultiva el mesoendoermo
restante, se puede observar el desarrollo de isiotes pancreaticos en
ausencia del ectodermo3. Estos experimentos desechan, en principio, la
idea de un origen neuroectodérmico de las células del islote pancreatico;
sin embargo, en ellos no se pudo descartar una migraciéon neural anterior
al momento de la manipulacién quirargica, debido a que las técnicas de
microdiseccién y cultivo de embriones no estaban completamente
refinadas®. Experimentos mas recientes, que se discuten mas adelante,
apoyan la teoria de un origen endodérmico comun para todos los tipos

celulares pancreaticos, tanto células insulares como acinares y ductales.

El hecho que las células 8 compartan algunas caracteristicas con las
neuronas como la expresiéon de receptores a factor de crecimiento
neuronal* (NGF), la sintesis de acido gamma-aminobutirico!” (GABA), la
expresion de canales de sodio sensibles a voltaje®® y de proteinas de
neurofilamentos?, puede deberse a la existencia de factores de regulacion
de la transcripcién génica cuya distribucién no esté restringida por el
patréon de desarrollo embrionario, sinc por la conservacion de funciones

comunes en estas células.

Entre estos reguladores de transcripcién comunes entre neuronas y
células B encontramos los activadores de transcripcion Islet-196, Pax-657 y
Beta268. Ademas, las células 3, al igual que las neuronas, no expresan el
factor de represiéon de transcripciéon llamado factor silenciador de
restriccidon neuronal/ factor silenciador de transcripcion del elemento
represor (NRSF/REST), que impide la expresiéon de genes caracteristicos de
neuronas en células no neuronales®®. La falta de este factor silenciador
permite que las células 5 expresen genes que se creian propios de

neuronas’®, que podrian estar involucrados en el desarrollo del islote
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pancredatico o bien, que podrian cumplir funciones comunes de regulacién

de exocitosis.

En la actualidad se propone un origen endodérmico para las células
pancreaticas y la existencia de una célula precursora comun para las
célula insulares, acinares y ductales. Esta célula progenitora (stem)
deberia expresar, durante algunas etapas del desarrollo, caracteristicas
mixtas de los tres tipos celulares pancreaticos; sin embargo, hasta la fecha
no han sido identificadas ni caracterizadas las células progenitoras

pluripotenciales del pancreas®.

La existencia de una célula que pueda expresar caracteristicas mixtas de
diferenciacion exocrina y endocrina, y que pudiera funcionar como
progenitora, se propuso desde 1972; cuando se observaron células
pancreaticas que contenian granulos de zimégeno y al menos un tipo de
granulo endocrino, en pacientes con neoplasias de tejido acinar, o bien en
casos graves de diabetes mellitus tipo I, en donde el pancreas se ve
expuesto a una agresion autoinmune. Sin embargo, estas células mixtas
no se lograron observar en tejido pancreatico sano; ademas, estos estudios
no identificaron a nivel molecular el contenido de los granulos de
secrecion, lo que es necesario para determinar la expresion de marcadores

especificos de diferenciacién celulard!.

Estudios posteriores realizados en una linea celular (AR42J) derivada de
un carcinoma acinar, demostraron la existencia de células que pueden
expresar marcadores de diferenciacion exocrina (amilasa} y endocrina
(insulina) simultineamente. Ademas, al analizar la regeneracion del tejido
pancreatico adulto posterior a eventos daflinos, como pancreotomia’l,
ligacion del ducto pancreatico’? o recubrimiento del pancreas con

celofan?3, se han observado células ductales que expresan marcadores de
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diferenciacion exocrina y endocrina, a partir de las cuales se regenera el

tejido pancreatico.

Estas observaciones llevaron a proponer que las células del ducto
pancreatico eran las células progenitoras de los tres tipos celulares
pancreaticos. Esta hipotesis se apoyd también en la extraordinaria
plasticidad de las células ductulares, quienes pueden, incluso,
transdiferenciarse hacia hepatocitos en animales sometidos a una dieta

baja en cobre74.

Sin embargo, estudios méas recientes parecen descartar esta hipotesis, ya
que el primordio pancreatico puede dar lugar a los tres tipos celulares por
separado e indistintamente, dependiendo de las condiciones en que sea
cultivado, como se mencioné en la seccién anterior. Esto implica la
existencia de células progenitoras capaces de originar los tres tipos
celulares pancreaticos, y por lo tanto, capaces de expresar, bajo
condiciones especificas, marcadores de diferenciacion mixta. Estas células
progenitoras no se han logrado aislar ni caracterizar, aunque se ha logrado
identificar las condiciones que permiten el desarrollo de cada uno de los
tipos celulares pancreaticos, y se han establecido algunas de las

caracteristicas que deberian presentar estas células progenitoras.

Como se dijo anteriormente, el desarrollo de islotes a partir del epitelio
primordial pancreatico parece estar relacionado a la capacidad del medio
ambiente extracelular de proveer de vascularizacién y de algunos factores
solubles que no se han identificado en su totalidad3. Estos factores
podrian ser especificos para determinar la diferenciaciéon de las células
progenitoras hacia células $, ya que la diferenciacion hacia células alfa
podria seguir un patréon automatico (default), comuin al patrén de
diferenciacién de otras células endocrinas del tracto digestivo que secretan

glucagon o derivados del gene de glucagon, como la oxintomodulina5?,
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La existencia de este patron endocrino comun del tracto digestivo se
propuso a partir de estudiar el desarrollo de los embriones de los ratones
transgénicos pdx1l/-, en los cuales, de los tipos celulares pancreaticos,
solamente se desarrollan las células alfa, tanto en la regién duodenal
donde deberia de existir el pancreas como en otras regiones del intestino

mas alejadas.

Las células que iniciaron su diferenciacion siguiendo este patrén comtin
endocrino podrian ser precursoras tanto de las células alfa, como de las 6;
ya que se han observado células que coexpresan glucagon e insulina
durante el desarrollo del islote pancreatico en rata? y humano”. Incluso,
se¢ han observado células que coexpresan insulina y somatostatina o
polipéptido pancreatico. Estos resultados coinciden con las observaciones
realizadas en ratones transgénicos que expresan el antigeno T grande de
SV40 bajo el control del promotor de insulina, ya que este oncogene se

expresa tanto en células 8 como en células alfa pancreaticasé®.

Con base en estos datos, se ha propuesto que las células insulares
pertenecen a un mismo linaje celular precursor, y que durante la
diferenciacién, por influencia del medio extracelular, se va restringiendo la
expresion génica hacia los genes especificos del fenotipo madurofo.
Observaciones que apoyan esta hipdtesis se han realizado al estudiar

insulinomas de rata en cultivo.

Estos insulinomas (linea RIN) fueron inducidos por la exposicidon de
animales a rayos X y fueron -caracterizados como insulinomas
transplantables a peritoneo, que producian en los animales una
hipoglucemia grave acompanada por hiperinsulinemia’”. Algunos de los
transplantes del insulinoma original produjeron metastasis a higado, de

donde se obtuvo un nuevo cultivo (linea MSL). Esta nueva linea celular
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expresa glucagon, polipéptido pancreatico y amilina, pero en ella no se

detecta la expresion de insulina.

Ademas, si se retransplanta esta linea en ratas, induce una pérdida de
peso importante acompariada por anorexia, sin datos de hiperinsulinemia,
lo que corresponde con los signos clinicos de un glucagonoma. Estos
resultados implican que se puede obtener un tumor productor de glucagon
a partir de un tumor productor de insulina?8. Se propone que este cambio
fenotipico se debe a la pérdida de factores de transcripcién implicados en
la regulacién de la transcripcién del gene de insulina, ya que el fenotipo de
insulinoma se ve acompafado por la expresion de pdxl, mientras que el

glucagonoma no expresa este gene7°.

Esta ultima observacion coincide con lo que pasa en el islote pancreatico
maduro, donde la expresiéon de pdxl estd restringida a las células R, ya
que no se expresa en células alfas®. Esto sugiere que durante la
maduracion de las células alfa, se inactiva el gene pdxI en el progenitor
comun de las células insulares. Sin embargo, como se mencionéd
anteriormente, estas células si alcanzan a desarrollarse en los ratones
pdxl/-, aunque no se ha descartado que las células que expresan
glucagon en estos animales pertenezcan al linaje de las células endocrinas
del intestino secretoras de glucagon (células L), y no sean propiamente

células insulares®.

Analisis de la expresion de hormonas pancreaticas durante la ontogenia
del islote también sugieren la existencia de células precursoras
pluripotenciales para las células insulares. Se propone que estas células
precursoras expresan en un principio un péptido relacionado con el
polipéptido pancreatico, el péptido YY; ya que en el primer momento en
que se detectan células endocrinas en el rudimento pancreatico, estas

células expresan péptido YY y glucagon®!, poco después aparece una
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poblacion de células que se dividen activamente y que expresan péptido
YY, glucagon e insulina82. También se observa la coexpresion del péptido

YY con somatostatina y polipéptido pancreatico8!.

Experimentos de ablacién dirigida también sugieren precursores comunes
para las células del islote. En estos experimentos se transfecta el gene de
una proteina citotdxica, la toxina diftérica A, bajo el control de la regién
promotora del polipéptido pancreatico. En los ratones transgénicos que
expresan esta construccion, no se desarrollan las células 8, 8 ni las PP; sin

embargo, si se observa la aparicién de células a83.

Estas observaciones sugieren que los precursores de las células insulares
expresan, al menos durante un estadio del desarrollo, el polipétido
pancreatico, y que las células alfa pueden provenir de precursores
distintos al resto de las células del islote, 0 bien son las primeras células
en divergir del programa comun de diferenciacion de las células

endocrinas pancreiticas.

En resumen, las evidencias experimentales sugieren la existencia de una
célula precursora que expresa péptido YY, y que podria estar relacionada
con las células endocrinas del intestino, de la cual se derivan el resto de
las células insulares. Las primeras células en separarse del resto del linaje
insular serian las células alfa, que dejarian de expresar pdx! y el resto de

las hormonas pancreaticas.

Otra fraccion de las células insulares continuaria expresando glucagon y
conforme avanza el desarrollo estas células expresarian secuencialmente
las otras hormonas pancredticas: insulina, somatostatina y polipéptido
pancreatico, para después dar lugar a las células insulares que expresan

sdlo una hormona.
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La célula precursora endocrina podria diferenciarse a partir de células
pluripotenciales pancreaticas. No se sabe con exactitud que factores
determinan que una célula pluripotencial pancreatica se comprometa
hacia el linaje endocrino, pero las evidencias experimentales sugieren que
la diferenciacién endocrina en el pancreas es automatica (default),
mientras que la diferenciacidn exocrina requiere de sefiales del

mesénquima.

Las sefnales del mesénquima serian requeridas en dos momentos:
inicialmente, estas sefiales serian necesarias para inducir el compromiso
de diferenciacion pancreatica en el epitelio intestinal, y posteriormente,
serian necesarias para inhibir el programa de diferenciaciéon endocrina e

inducir la diferenciacién exocrina.

El compromiso de diferenciacion exocrina podria implicar la expresion de
factores de represion de transcripcion, que impidieran la expresién de
caracteristicas endocrinas. De hecho se ha observado que lineas celulares
derivadas de adenocarcinomas pancreaticos expresan el factor represor
NRSF/REST, el cual no se expresa en células endocrinas, lo que permite
que éstas expresen otro conjunto de genes, como se menciond

anteriormente?°,

La participacion de senales mesenquimales como inductores de
diferenciacion exocrina se demostré en experimentos de cultivo de
rudimentos pancreaticos. Cuando estos rudimentos son cultivados in vitro
libres de mesénquima, la proporciéon de células productoras de insulina es
5 veces mayor a la observada en rudimentos cultivados con todo y su
mesénquima. Si los rudimentos pancreaticos libres de mesénquima son
tratados con folistatina, que es un inhibidor endoégeno de activina, la
proporcion de células endocrinas es similar a la observada en los

primordios cultivados con mesénquima.
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Inclusive, tanto las células endocrinas de primordios completos como las
que se desarrollan en presencia de folistatina mantienen caracteristicas de
células § inmaduras, ya que no expresan transportadores de glucosa Glut-
2. Ademas, alrededor del 50% de ellas coexpresa glucagon, mientras que
las células endocrinas que se desarrolian en ausencia de mesénquima o

folistatina no coexpresan glucagon y si expresan Glut-284,

Esto sugiere que la folistatina podria ser una de las sefiales
mesenquimales que inhiben la diferenciacion endocrina y permiten la
diferenciacion exocrina. Pero también sugiere que existen sefiales que
inducen la diferenciacion endocrina, ya que la folistatina inhibe la funcion
de la activina al unirse a ella e impedir que interactie con su receptor.
Como se vio en la seccidn anterior, se ha propuesto a la activina como una
sefal inductora de diferenciacién pancreatica en el epitelio intestinal, asi
que esta proteina podria tener los dos tipos de papel propuestos para las
sefales mesenquimales: induciria en un principio el compromiso de
diferenciacién pancreatico, para después permitir el desarrollo del linaje

endocrino.

Existen otros mensajeros involucrados en el desarrolio correcto de los
islotes pancreaticos. Entre ellos se encuentra el factor de crecimiento
neuronal (NGF), el cual tiene efectos diversos sobre las células
pancreaticas, que se discutiran mas adelante. Se ha demostrado que las
células de los primordios pancreaticos expresan NGF y su receptor de alta
afinidad, conocido como TrkA (ver mas adelante), tanto in vivo* como in
vitro8s.

Si se bloquea in vitro la transduccion de sefiales de TrkA con K252A, que
es un inhibidor especifico de este receptor, en primordios pancreéticos, se
observa el desarrollo de un numero adecuado de células ; sin embargo,

estas células se mantiene dispersas en el tejido acinar, en lugar de formar
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acimulos redondos, que son lbs precursores de los isiotes pancreaticos.
Este efecto del K252A no se debe a toxicidad sobre las células 3, ya que al
retirar el K252A las células 8 que ya estaban presentes comienzan a

reorganizarse en acamulos.

La organizacion de los islotes es importante para la funcién de las células
insulares, porque, como se menciond con anterioridad, la produccién de
insulina aumenta cuando las células 5 estan en contacto unas con otras y
forman uniones comunicantes?’. Estas observaciones implican que el
desarrollo de las células insulares y la formacion de los islotes
pancreaticos son dos procesos independientes, y que existen sefiales que

regulan por separado estos procesos.

Aunque hasta ahora no se han podido identificar todas las sefiales que
inciden en el desarrollo de las células insulares, si conocemos algunos de
los mecanismos involucrados en la adquisicion del fenotipo endocrino en el
pancreas, sobre todo los que regulan la restriccién de la expresién génica
hacia genes especificos, que es el momento cumbre de la diferenciaciéon
celular. En el caso de las células B, esta restricciéon es notable, ya que en el
animal adulto no sélo la expresion de insulina esta practicamente
confinada al islote pancreatico, sino el mensajero de insulina fepresenta
mas del 10% del RNAm total de la célula 3.

2. REGULACION DE LA SECRECION DE INSULINA

2.1) Sintesis y almacenamiento de insulina

La insulina es la principal hormona hipoglucemiante de los mamiferos.
Sus efectos a corto plazo estan encaminados a aumentar la captura de
glucosa por parte de los tejidos periféricos, como el musculo esquelético y
el tejido adiposo, y aumentar el almacenamiento de glucosa en forma de

glucégeno en el higado y el musculo.
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La estructura de la insulina esta muy conservada a lo largo de la cadena
evolutiva. Esta hormona, en su forma madura, esta formada por dos
cadenas polipeptidicas, la cadena A, constituida poi" 21 aminoécidos, y la
cadena B, que contiene 30 aminoacidos. Estas dos cadenas proteicas se
encuentran unidas por dos puentes disulfuro, uno que conecta el
amincacido 7 de la cadena A con el aminoacido 7 de la cadena B, y otro
que conecta el aminoacido 20 de la cadena A con el aminoacido 19 de la
cadena B. Existe ademas un puente disulfuro intracatenario que une el

aminoacido 6 de la cadena A con el aminoacido 11 de la misma cadena.

Las dos cadenas de la insulina son sintetizadas como parte de una sola
cadena proteica precursora, la preproinsulina, la cual contiene, ademas de
la secuencia para estas dos cadenas, una secuencia de aminoacidos que
une a las dos cadenas, llamada péptido C y un péptido lider, que dirige a
la cadena naciente de preproinsulina hacia el reticulo endoplasmico

rugoso, donde concluira su traduccion®.

A) Transcripcién del gene de insulina.

La preproinsulina es codificada por un solo gene en los humanos, que se
encuentra localizado en el cromosoma 11; mientras que en la rata y el
ratén, existen dos genes que codifican para esta hormona. Se cree que uno
de los genes para insulina de roedor (el gene I), surgié de la duplicacién del
gene ancestral (gene I}, en un evento mediado por RNA y

retrotranscripcién hace unos 25 millones afios®?.

La estructura de los genes para insulina se encuentra conservada en cerca
de 50 especies de mamiferos. En general, los genes de insulina estan
compuestas por 3 exones y 2 intrones®® (ver figura 5), con excepcién del
gene para insulina de rata y raton I, ya que estos genes carecen del

segundo intron. Este dato sugiere que el gene de insulina de roedor [ fue
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transcrito a partir del gene II, se comenzd su procesamiento (splicing} y

después fue retrotranscrito a cDNA y reincorporado al genoma87.

Estructura del gene de insuiina
Figura S5.Estructura del gene

Regién codificadora de insulina ,
RN —_— Est‘a figura esquematiza las
Exdn 2 Exén 3 regiones reguladora y codifica-

dora del gene de insulina. Dentro
de la regién reguladora se
encuentran secuencias promo-

i

“ ~ y Intrén Intrén 2 toras (caja TATA), secuencias
Regién reguladora potenciadoras (IEB1) y elementos
Ragién o que responden a sefiales intrace-

lulares, como la secuencia CRE
que responde a AMPc y la
secuencia Pl, que responde a
glucosa. {El esquema no esta
dibujado a escala)

7 77] Caderan B

El exdén 1 del gene de insulina codifica para una region 5' del RNAm que no
se traduce, mientras que el exén 2 codifica para el péptido sefial, la cadena
B de la insulina y la regién NH-terminal del péptido C y el exén 3 codifica
para €l COOH-terminal del péptido C, la cadena A y una regidon que no se

traduce del extremo 3' del RNAm para insulina8?,

La region de regulacion 5' del gene de insulina contiene tres tipos de
secuencias que regulan la transcripcién del RNAm para esta hormona (ver
figura 5): una regién promotora, una regién potenciadora (enhancer) y una
regidon silenciadora {silencer). Tanto la regién promotora como las regiones

potenciadoras se comportan como elementos de especificidad celular®,

Esta especificidad aumenta también por la presencia de la secuencia
silenciadora, que impide la expresion del gene de insulina fuera de las
células 8%, La region reguladora del gene de insulina abarca la secuencia

de nucleétidos que comienza en el nucleStido numero 300 previo
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(upstream) al sitio de iniciacién de transcripcién, hasta el nucleétido

namero 51 después (downstream) del sitio de iniciacion (-300 a +51)92,

La regiéon promotora del gene de insulina contiene la secuencia
conservada TATAA (caja TATA) entre los nucledtidos -20 a -30 previos al
sitio de iniciacién de la transcripciéon. Esta secuencia TATA es la
responsable de indicar a la RNA polimerasa Il el sitio de iniciacién de
transcripcion en muchos genes, al unirse al factor de transcripcion comin
TFIID. Mutaciones en esta regién disminuyen considerablemente (5 veces o
mas) la expresiéon de un gene reportero acoplado a la regiéon reguladora del

gene de insulina transfectado en lineas celulares 93,

La region potenciadora del gene de insulina contiene varios tipos de
secuencias, entre los que se encuentran secuencias que aumentan y
secuencias que suprimen la transcripcién del gene. Esta doble funcién, ya
sea positiva o negativa, de la regién potenciadora depende del tipo celular
donde se encuentre el gene de insulina o del estado metabélico de la
célula. Asi, las secuencias silenciadoras pueden estar activas aun en
células 3, sobre todo en situaciones donde las células f estan expuestas a

condiciones tdxicas, como la hiperglucemia®4.

En la regién potenciadora se encuentra secuencia IEB1 (GCCATCTG), que
al ser mutada disminuye 25 veces la transcripcién controlada por esta
regién reguladora. Esta secuencia IEB1 se encuentra alrededor del
nucledtido -105 y pertenece a una clase de elementos reguladores
conocidos como cajas E. A las cajas E se unen factores de transcripciéon
conocidos como proteinas hélice-asa-hélice. (Helix-Loop-Helix), que forman
heterodimeros para unirse al DNA y regular la transcripcion. Algunas de
las proteinas HLH se expresan en casi todos los tejidos de un organismo,
mientras que otras estan restringidas de forma especifica algunos tipos

celulares.
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En el caso de las cé€lulas B, el factor de transcripciéon que se une a la
secuencia |[EB esta formado por una proteina HLH ubicua y la proteina
especifica NeuroD/BETA268. NeuroD/BETA2 se expresa en todos los tipos
celulares endocrinos del islote pancreatico y en neuronas®s, y se ha visto
implicada en determinar el destino de diferenciacion de estos dos tipos
celulares. En ratones carentes de NeuroD/BETA2 las células insulares se
desarrollan en muy baja cantidad, ya que el nimero de células
disminuye en 755, mientras que el nimerc de células alfa y delta
disminuye en 40 y 20%, respectivamente. Ademas, las células endocrinas
que alcanzan a desarrollarse se encuentran formando pequerios actimulos,

que no llegan a organizarse como islotes maduros®.

Se pensaba que la proteina HLH ubicua del complejo que se une a la
secuencia [EB era uno de los productos del gene E2A, E47 o bien E1297;
sin embargo, en ratones en los que se deletd el gene E2A, el desarrollo de
células insulares es normal, al igual que los niveles circulantes de insulina
y glucosa. Esto implica que ante la falta de E2A, otra proteina HLH puede
suplir la funciéon de sus productos, aunque no se puede descartar que en
condiciones normales de expresion de E2A, sean E47 o E12 las
contrapartes de NeuroD /BETA298,

Pese a gue el sitio I[EB potencia la expresion del gene de insulina, este sitio
no es el responsable de restringir esta expresion a las células 5, porque,
como ya vimos, el factor de transcripcion que se une a IEB se encuentra
también en las otras células del islote pancreatico. De hecho Neuro
D/BETA2 puede regular la expresion de varias hormonas como glucagon??
y secretinal®, ademas de insulina. Esto implica que deben existir factores
de transcripcion especificos para las células 3, o bien que en estas células
se expresa una combinacion especifica de factores de transcripcion de

distribucién ubicua.
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Existen por lo menos 3 factores de transcripcidn cuya expresion estd
practicamente restringida a las células 8 en el animal adulto: PDX1, Pax4
y Nkx6.1. Estos tres proteinas pertenecen a la familia de proteinas que
contienen un dominio homeético (homeobox} y estan involucradas en la
regulacion del desarrollo embrionario de varios tipos celulares!?!. Como se
vio en la seccidn anterior, la funcion de PDX1 es necesaria para el
desarrollo del pancreas, tanto exocrine como endocrino. En el animal
adulto PDX1 regula la expresion de insulina y somatostatina en las células
5 y delta del islote pancreatico; mientras que en células donde no se
expresa PDX1, como en los glucagonomas, no es posible expresar genes

controlados por el promotor de insulina02,

En pacientes donde una copia de PDX1l se encuentra mutada, se
desarrolla diabetes tipo Il en edades tempranas!?® (conocida también como
diabetes del joven que aparece en la madurez: MODY), debido en parte a
una produccién deficiente de insulina y a una capacidad pobre de sensar
aumentos en la glucemia. De manera similar, en ratones transgénicos
donde se suprime especificamente la expresion de PDX1 en células 8,
disminuye tanto la produccién de insulina con la edad, como la expresion
del tradhsportador de glucosa GLUT-2.

PDX1 se une a una secuencia TAAT, llamada sitio Pl, localizada en la
posicién -77 de la region reguladora del gene de insulina. Para que PDX1
mantenga una funcidn Optima es necesario que interactie con la
secuencia IEB1 mencionada anteriormente, ya que si esta ultima
secuencia es mutada, PDX1 no puede aumentar la expresion del gene de
insulina®. Esto implica que los factores de transcripcidon HLH cooperan

con PDX1 para mantener una expresion adecuada de insulina.

La expresion del factor de transcripcion PAX4 se restringe, en el islote

pancreatico, a las células $. Su funcién en estas células no es conocida

41




totalmente, pero se sabe que es capaz de unirse a regiones del DNA que
contengan 1alj secuencia TAAT, de manera similar a PDX1. Ademas de
mantener la expresion del gene de insulina, se cree que PAX4 puede
suprimir directa o indirectamente la expresiéon de glucagon; ya que en
ratones transgénicos carentes de PAX4, no se desarrollan las células  ni
las células delta de los islote, pero aumenta el nimero de células
productoras de glucagon. Ademas de comprobar la importancia de PAX4
para obtener el fenotipo de las células B, estos experimentos sugieren que

las células f5 y delta comparten un precursor comunios,

El ultimo factor de transcripcion que, hasta ahora, se cree esta restringido
a las células 5 es Nkx6.1, una proteina que contiene un dominio
homeoético y que fue identificada al analizar la expresién de RNAm
especificos de células B por substraccion de mensajeros de lineas
tumorales de células insularesi05, Nkx6.1 pertenece a la familia de factores
de transcripciébn NK2 y no se conoce su mecanismo de accion; sin
embargo, se sabe que la expresion de este factor de transcripcién esta
asociada a la produccion de insulina durante la progresién de las células
de insulinomal®6, y que en los ratones transgénicos que no cuentan con
este gene, no se desarrollan las células 3, pese a que el niimero de las

otras células insulares es normal49.

B) Regulacién de la transcripcién del RNAm de insulina.

Los factores de transcripcion descritos anteriormente participan,
principalmente, en mantener una expresion basal del gene de insulina,
que determina el fenotipo de la célula 5. Sin embargo, los niveles de RNAm
de insulina varian constantemente en la célula 3 en respuesta a estimulos
presentes en el medio. Uno de los principales reguladores de la
transcripcion del gene de insulina es el AMP ciclico (AMPc¢) intracelular.

Esta molécula se produce como parte de la cascada de transduccién de
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sefiales de varios receptores presentes en las células 8, como es el caso del

receptor de glucagon.

La region reguladora del gene de insulina contiene un elemento de
respuesta a AMPc (CRE) en la posiciéon -177. A esta secuencia CRE se une
un factor de transcripcion llamado CREB, el cual es responsable, al
activarse, de aumentar la transcripcion del gene de insulinal®’. La
activacion de CREB se debe a una fosforilacién catalizada por la cinasa de
proteinas regulada por AMPc (PKA). LA PKA, a su vez, se activa cuando
aumenta la concentracién de AMPc intracelular!®® y de esta forma se
conectan las cascadas de transduccion de sefiales de receptores

membranales con la expresiéon génica.

En la célula 5, uno de los receptores que induce la produccién de AMPc es
el receptor a glucagon!®, Esta hormona es capaz de inducir la secrecién
de insulina in vitro!19, sin embargo, el papel que juega el glucagon en la
regulacién de la secrecién de insulina in vivo es motivo de controversia, ya
que no se sabe si el glucagon secretado por las células alfa es capaz de
afectar a las células $111.112, Sin embargo, el receptor de glucagon podria
activarse por medio del péptido parecido a glucagon 1 (GLP1), el cual es un
potente estimulador de la secrecién de insulina y de la transcripcion del
gene de esta hormona, cuyos efectos se deben a la activacién de la
adenilato ciclasa, y por la tanto a la producciéon de AMPc, en las células
3113,

La glucosa es otra molécula capaz de regular la transcripcién del gene de
insulina. Esta regulacién es la mas importante desde el punto de vista
fisiologico, ya que asegura que las células 3 sean capaces de secretar mas
insulina ‘cuando la concentracion de glucosa permanece elevada. Los

mecanismos celulares involucrados en la regulacién de la transcripcién
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del gene insulina por glucosa no estan completamente esclarecidos, debido

a que la glucosa puede incidir en varios niveles de la transcripcién.

Anteriormente, se pensaba que el aumento en la transcripcion del gene de
insulina inducido por glucosa dependia de una exposiciéon prolongada
(22hrs} a concentraciones elevadas de (211 mM), mientras que la
exposicion durante periodos cortos aumentaba la producciéon de insulina a

niveles postranscripcional y traduccional glucosa®6.

Experimentos recientes han demostrado que exposiciones de corta
duracion (15 min) a una concentracién elevada de glucosa (16 mM]
inducen la transcripcion del RNAm de insulinal!l4. Estos resultados
reflejan una situacién mas parecida a la situacion fisiolégica a la que se
ven expuestas las células B, ya que después de la ingesta de alimentos, las
células f se ven expuestas a una concentracién elevada de glucosa sélo

durante poco tiempo.

Los efectos de la glucosa sobre la transcripcion del RNAm de insulina
dependen de la activacién de algunos factores de transcripcidén. Se cree
que el efector principal es el factor de transcripcién PDX1, ya el aumento
en la concentracion extracelular de glucosa induce la translocacion de este
factor desde el citoplasma hasta el nucleo!!5. Ademas, esta translocaciéon
esta acomparnada por la activacion de PDX1 mediante fosforilacion, la cual
€s necesaria para que este factor se una a su secuencia de reconocimiento

en la region reguladora del gene de insulina!!é.

La fosforilacion de PDX1 es llevada a cabo por la cinasa de proteinas
activada por estrés (SAPK2), la cual pertenece a la familia de cinasas de
proteinas activadas por mitogenos (MAP cinasas). No se conoce la forma en
que se activa SAPK2 en respuesta a glucosa, pero se propone que esta

activacién depende del aumento en la concentracién intracelular de iones
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calcio, que puede inducir la activacién de alguna isoforma de cinasa de
proteinas C!17 {PKC) y la 3-cinasa de fosfatidilinositol!1s (IP 3-cinasa). El
aumento en la concentracién de calcio esta ligado al metabolismo de la
glucosa en la célula B y es uno de los mecanismos responsables de inducir
la secrecion de insulina, como se vera mas adelante. Asi, la glucosa es

capaz de regular tanto la sintesis como la secrecion de insulina.

C) Traduccién det RNAm de insulina.

Otro punto de regulacion de la sintesis de insulina es la traduccion del
RNAm hacia proteina. Este proceso inicia con la unién de ribosomas libres
al RNAm que codifica para preproinsulina. Cuando se ha traducido a
proteina la secuencia del péptido serial, se detiene la traduccion
momentaneamente y el complejo rihosoma-RNAm es translocado hacia el
reticulo endoplasmico rugoso (RER). Este arresto de la traducciéon se debe
a la unién de la particula de reconocimiento de sefial (SRP}, un complejo
de acido ribonucleico y proteina, que reconoce al péptido sefial cuando se

han traducido cerca de 50 residuos de aminoacido de la preproinsulinalls,

La SRP se une a su receptor en la membrana del RER, con lo cual la
cadena naciente de proteina es transferida al receptor de la secuencia
senal del reticulo, una proteina que se cree forma parte de la maquinaria
de translocacion de proteinas hacia el lumen del reticulo!1®, El ribosoma,
por su parte, queda anclado a la membrana del RER a través del receptor
de ribosoma, con lo cual el sistema queda listo para reanudar la sintesis
de preproinsulina de manera simultanea a la translocacion de esta

proteina hacia el lumen del reticulo12°,

El inicio de la traduccion de preproinsulina estd regulado por diversas
sefiales extracelulares, entre las que destaca la glucosa; ya que el aumento
en la concentraciéon extracelular de esta aztcar incrementa de 10 a 20

veces la incorporacion a proinsulina de aminoacidos marcados
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radiactivamente, mientras que el aumento de otras aziicares, como la

fructosa o la ribosa no modifican esta incorporacion.

Los mecanismos implicados en la regulacion de la traduccién de insulina
por glucosa no son conocidos; sin embargo, se sabe que es necesario que
la glucosa pueda ser metabolizada, ya que solamente analogos
metabolizables de esta azicar aumentan la sintesis de insulina. Ademas,
al inhibir con manocheptulosa el metabolismo de glucosa se abate el

aumento en la sintesis de insulina 12!,

El metabolismo de glucosa también es importante para regular la
secrecion de insulina, pero la sintesis de esta hormona y la secreciéon son
procesos independientes que pueden ser separados; ya que la biosintesis
de insulina puede ser estimulada por glucosa en medios libres de calcio,
en los cuales se inhibe su secrecion. Por otra parte, existen moléculas que
inducen la secrecion de insulina, como la tolbutamida, y no afectan su

biosintesis!?!,

D) Transito postraduccional de la insulina.

Durante el proceso de traduccidon-translocacion de la insulina se remueven
los aminoacidos del péptido senal, por medic de un complejo proteico
conocido como peptidasa de sefial!2?2. De esta manera, le preproinsulina se
transforma en proinsulina, la cual se pliega hacia su configuracién mas
estable en el lumen del RER. Durante el proceso de plegamiento se
forman los puentes disulfuro en la cadena de proinsulina, con lo cual la
proinsulina esta lista para proseguir su transito por el reticulo
endoplasmico hacia el complejo de Golgi y de ahi hacia la via de secrecién

regulada.

En el complejo de Golgi, varias proteinas sufren modificaciones

postraduccionales, como glucosilaciones o sulfataciones. La proinsulina no
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es medificada, sin embargo, en la altima porcion del Golgi, conocida como
red del Trans-Golgi, la proinsulina es separada de las proteinas que
llegaran a membrana plasmatica y de las proteinas de secrecion

constitutiva, para ser asignada a granulos de secrecién regulada.

El mecanismo que asegura la distribucién de la proinsulina hacia los
granulos de secrecion regulada no es completamente conocido, pero es un
proceso muy eficiente, ya que bajo condiciones normales, solamente el 1%
de la proinsulina escapa de la secreciébn regulada y es secretada

constifutivamente!23,

Se cree que la asignacion de proteinas hacia los granulos de secrecion
regulada depende de la estructura tridimensional que adquieren las
proteinas, la cual es reconocida por receptores embebidos en la membrana
de la red del Trans-Golgi. En el caso de la insulina, la histidina no. 17 de
la cadena B es importante para asegurar una distribucién correcta de la
proinsulina hacia los granulos de secrecidon. Esta histidina es necesaria
para coordinar el agrupamiento de moléculas de insulina y proinsulina al
formar hexameros estabilizados por zinc. Si esta histidina es mutada, ya
no se forman los hexameros, y aumenta la cantidad de insulina que es

secretada constitutivamente!24,

La capacidad de formar hexameros no es la Gnica senal que determina el
destino de la proinsulina. Deben existir otro tipo de sefales en las
moléculas de proinsulina, ya que existen especies de mamiferos, como los
cobayos, cuya proinsulina no expresa histidina en la posiciéon B17, por lo
cual no forman hexameros, y sin embargo si se almacenan en los granulos

de secrecion regulada®s.

Ademas de los receptores para las proteinas de secrecién, existe toda una

maquinaria celular especializada en acomodar y distribuir a estas

7
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proteinas. Pese a que no se conocen todos los componentes de esta
maquinaria, se sabe que los granulos de secrecion regulada se forman a
partir de vesiculas cubiertas de clatrina, una proteina que induce, por
polimerizacién, la gemacion de estas vesiculas desde la membrana del
Trans-Golgi y que estabiliza momentaneamente las vesiculas al inicio de

su transito por el citoplasma hacia la membrana plasmatica!2s.

Durante este transito, la proinsulina se convierte en insulina por medio de
la accién de endopeptidasas, que cortan la cadena de proinsulina en dos
sitios distintos: el primero entre los aminoacidos 63 y 66 de la proinsulina,
y el segundo entre los aminocacidos 30 y 33. Estos cortes dan como
resultado la separacion de las cadenas Ay B de la insulina del péptido C.
Ademas, los aminoacidos basicos localizados entre la secuencia del corte
quedan separados también del resto de la cadena polipeptidica, por lo que
dentro del granulo permanecen como aminoacidos libres, debido a la

accion de una peptidasa terminal conocida como carboxipeptidasa H126,

Los sitios de corte de la proinsulina parecen ser sustrato de enzima
distintas, ya que se ha observado que los cortes ocurren con diferente
temporalidad. El primer corte produce des-64,65 proinsulina, es decir una
cadena de preoinsulina a la que le faltan los aminoacidos 64 y 65, y sucede
en el periodo de tiempo en que la mayoria de la proinsulina recién
sintetizada se encuentra todavia en el Golgi. El segundo corte produce des-
31,32 proinsulina y de ahi insulina madura y péptido C y se lleva a cabo

cuando la proinsulina ya fue transferida a los granulos de secrecion!27,

Esta separacién temporal parece deberse a que la actividad de las dos
endopetidasas es regulada por el pH y la concentracién de iones calcio.
Ambas endopeptidasas tienen una actividad o6ptima a pH acido; sin
embargo, mientras que la endopeptidasa tipo 1 tiene un pico de actividad

muy marcado en un pH alrededor de 5.5, 1a endopeptidasa tipo 2 mantiene
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el 30% de su actividad aun a pH 7.5. Por esta razon, esta Qltima puede
atacar a la proinsulina dentro del Golgi, donde el pH es mas neutro, ya
que ¢l pH en el interior de los granulos de secrecion va disminuyendo
conforme éstos van madurando en su transito hacia la membrana

plasmatica!?’.

La disminucién del pH en el interior de los granulos se debe a la acciéon de
proteinas localizadas en la membrana de los granulos, que bombean iones
H* y Ca* hacia el interior del granulo. Gracias a estas bombas, los
granulos de insulina tienen un pH interno mas bajo (alrededor de 5.5) y
una concentracion mas alta de calcio libre (1-10 mM), que otros
organelos. La acumulacién de calcio también es importante para la
funcion de las endopeptidasas, ya que su actividad depende de la
presencia de este ion, y por esta razén pueden ser inhibidas por agentes

quelantes de calcio como el EDTA.

Las endopeptidasas también difieren en cuanto a la dependencia al Ca**
para su actividad éptima. La endopeptidasa 2 requiere una concentracién
micromolar (0.1 mM)] de este ion para mantener e! 50% de actividad,
mientras que la endopeptidasa 1 requiere una concentraciéon 25 veces
mas alta (2.5 mM). Esto también sugiere que estas endopeptidasas actuan
en distintos momentos durante la sintesis de la insulina, conforme

maduran los granulos que acarrean esta hormona!28,

Como se puede apreciar, los granulos de insulina son estructuras
complejas constituidas por varias proteinas. Ademas de la insulina y el
péptido C, que conforman cerca del 75% del contenido proteico de los
granulos, se encuentran en ellos las proteinas que procesan y maduran la
insulina, bombas i6nicas, proteinas de la maquinaria de distribucién y

proteinas de la maquinaria de regulacion de la secrecién.
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En total, se han purificado mas de 100 polipéptidos diferentes, los cuales
muchas veces son derivados de una misma proteina con distintas
modificaciones postraduccionales;, sin embargo, se han encontrado los
productos proteicos de mas de 50 genes independientes. Ademas de la
insulina, en estos granulos se encuentran otras hormonas, como la
amilina y la hormona liberadora de tirotropina, las cuales podrian tener un

papel como moduladores paracrinos de la secrecion de insulina!29,

Una vez constituidos los granulos de secrecidon, que contienen a la insulina
va madura, son almacenados en espera de sefales que induzcan su
secrecidn por exocitosis, un mecanismos que es regulado finamente a

distintos niveles en la célula 5.

2.2} Regulacién del acoplamiento entre el estimulo y la secrecién de insulina.

La secrecion de insulina es regulada por varias moléculas. En general, las
moléculas que inducen la secreciébn de insulina se clasifican en dos
grandes grupos: iniciadores y potenciadores. Los iniciadores son aquellas
moléculas que aumentan por si solas la secrecion de insulina de manera
dependiente de su concentracién. Los potenciadores son capaces de
aumentar la secrecidn de insulina solamente cuando son administradas
simultaneamente a un iniciador, aunque este Gltimo se encuentre en baja

concentracion.

El iniciador fisiologico principal de la secrecion de insulina es la o-D-
glucosa. Cuando la concentracion extracelular de esta aziicar se encuentra
por arriba de 7 mM, induce la secrecion de insulina, la cual alcanza un
nive] maximo bajo una concentracion de glucosa alrededor de 20 mM.
Durante algiin tiempo, se pensd que existia en las células  un receptor

membranal de esta azlcar, que sensaba los cambios en su concentracion,
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sin embargo este modelo, conocido como "sitio para regulador”, ha sido

descartado, ya que no se han encontrado estos receptores para glucosal3?,

Las evidencias experimentales apoyan un modelo donde la glucosa
necesita ser metabolizada por la célula  para inducir la secreciéon de
insulina, es decir existe un "sitio para sustrato”. Por ejeinplo, solamente
los analogos metabolizables de glucosa inducen la secrecién de insulina;
ademas, otros metabolitos capaces de ingresar via glucolitica, como el
gliceraldehido, son secretagogos eficaces de insulina. Por otra parte, los
agentes inhibidores de la glucédlisis, como la manoheptulosa, o de la
fosforilacion oxidativa, como la azida de sodio, inhiben también la

secrecion de insulinai3t,

A} Metaboliémo de la glucosa en las células £.

Para que la glucosa pueda ser metabolizada debe ingresar al interior de la
célula 5. El ingreso de la glucosa se da a través de una proteina
transportadora, que permite el flujo del azicar a través de la membrana
plasmatica, a favor de su gradiente de concentracién. En las células 8 de
la rata y el ratén se expresa principalmente el transportadér de glucosa
tipo 2132 (GLUT2). Este transportador se encuentra presente de manera
constitutiva en la membrana plasmatica de las células 3 y los hepatocitos,
lo cual facilita la entrada de la glucosa a la célula en cuanto aumenta la

concentracion extracelular del azGcar.

El GLUT2 es una proteina de doce segmentos transmembranales, con una
capacidad de transporte de glucosa alta, pero a la vez una afinidad baja
(Km=50 mM). Estos datos sugieren que el GLUT2 es mas activo durante el
periodo postprandial, cuando la glucosa alcanza su nivel méximo en la
sangre. Debido a la actividad del GLUT2 las concentraciones intracelular y
extracelular de glucosa tienden a equilibrarse rapidamente. De hecho, la

velocidad de transporte de glucosa es mas alta que la velocidad de
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utilizacién de esta azdcar en la glucdlisis, por lo que se propone que el
transporte de glucosa no es el paso limitante para la secrecién de

insulinal33,

Se sabe que en células 5 de humano se expresa preferencialmente al
transportador GLUT1, un transportador de glucosa similar que también se
expresa en eritrocitos, donde el transporte de glucosa también es
constitutivo, pero con una velocidad mas baja y una afinidad mayor134,
Ademas, en lineas cehilares 8 de roedor donde se elimina el GLUT2, la
expresion de GLUT1 es suficiente para mantener una secreciéon adecuada
de insulina, debido a que la capacidad de transporte del GLUT1 sigue
siendo mucho mayor a la capacidad de catabolizacion de las células 3135,
Estas observaciones apoyan el modelo mencionado anteriormente, en cual

la captacién de glucosa no es limitante de la secrecion de insulina.

De acuerdo con este modelo, el paso limitante de la secrecién de insulina
debe encontrarse en la glucdlisis, por lo que las enzimas que limiten la
entrada de la glucosa a esta via deberan ser las responsables de regular la
velocidad con que se secreta la insulinal!3, Se conocen tres pasos
irreversibles en la glucélisis, que limitan la velocidad que puede alcanzar
esta via metabdlica. Por esta razon, las enzimas que catalizan estos pasos
son buenas candidatas para limitar la tasa de acople entre el metabolismo

de glucosa y la secrecion de insulina,

La primera reaccion irreversible del metabolismo de glucosa es la
fosforilacién de esta aziicar hacia glucosa 6-P. En las células  existen dos
enzimas que pueden catalizar esta reaccion, la hexocinasa tipo I y la
hexocinasa tipo IV, también conocida como glucocinasa. La hexocinasa I
presenta una afinidad alta por la glucosa (Km=0.1 mM) y es probable que
su actividad esté saturada en todo el rango fisiologico de concentraciéon de

glucosa en sangrel3’; por esta razon, se piensa que la fosforilacion de
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glucosa es llevada a cabo principalmente por la glucocinasa en las células
3.

La glucocinasa es una enzima codificada por un gene inico en humanos y
ratones. Se expresa en higado y en pancreas, aunque ei RNAm de
glucocinasa es mas grande en las células # que en los hepatocitos, esto se
debe a un procesamientc (splicing) diferente entre estos dos tipos celulares
y a la utilizacién de promotores alternativos!3®. Esta enzima presenta una
afinidad baja por la glucosa (Km=10 mM) y su actividad es maxima dentro
del rango fisiologico de concentracién de glucosa en sangre y presenta una
cinética de actividad sigmoidea que correlaciona con el consumo de

glucosa en las células 5.

Por otra parte, en lineas de células 5 que carecen de actividad glucocinasa,
pero que mantienen la actividad de hexocinasa I, no aumenta la sintesis ni
la secrecion de insulina en respuesta a incrementos en la concentracion de
glucosa por arriba de 1 mM!3°. Ademas, los ratones transgénicos donde se
eliminé especificamente en células beta el gene de la glucocinasa, mueren
a los pocos dias de nacidos por la falta de secrecion de insulinal4?,
También se han asociado defectos en la actividad de glucocinasa con
defectos en la secrecion de insulina en algunos tipos de diabetes

mellitusisl,

Estas observaciones sugieren que la glucocinasa es la enzima clave en la
regulacion de la velocidad del metabolismo de glucosa en la célula 3, y en
el acoplamiento de este metabolismo con la secrecion de insulina. Existen
otras observaciones experimentales que apoyan esta hipétesis. Por
ejemplo, se ha observado que la actividad maxima de la fosfofructocinasa
y la piruvato cinasa, otras dos enzimas que catalizan reacciones
irreversibles en la glucélisis, que se puede encontrar en las células 3

excede, por mucho, la velocidad de la glucdlisis. Esto sugiere que la

53




actividad de estas enzimas estd restringida por la disponibilidad de
sustratos y/o por otros mecanismos no bien conocidos, como la presencia

de metabolitos inhibidores o bien, de ciclos futiles!36.

El metabolismo de la glucosa a través de la glucdélisis, y de ahi al ciclo de
Krebs y la fosforilacién oxidativa, lleva a la produccion de ATP. Ademas de
su funcién como reservorio de energia en la célula , se cree que esta
molécula es responsable de acoplar el metabolismo de la glucosa con la
secrecion de insulina, a través de la actividad eléctrica de la célula 8 (ver

figura 6).

Figura 6. Acoplamiento entre ¢l metabolismo de glucosa y la secrecion de
insulina.

La glucosa ingresa a la célula B a través de transportadores GLUT2. El
metabolismo de esta hexosa produce ATP, el cual promueve el cierre de
canales de K* en la membrana de la célula 8. Esto lleva a la despolarizacion
del potencial de membrana, con lo que aumenta la probabilidad de apertura
de canales de calcio sensibles a voltaje. {GK: glucocinasa)

En el modelo mas aceptado para explicar el acoplamiento entre el
metabolismo de glucosa y la secrecion de insulina, se propone que el ATP
producido por el catabolismo de glucosa induce el cierre de canales de K+
presentes en la membrana plasmatica de las células . El cierre de estos
canales lleva a la despolarizacién y, como resultado, al disparo de
potenciales de accién por parte de las células 8. Durante estos potenciales

de accion, se produce una entrada de Ca?+, el cual induce la secrecion de
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insulina por exocitosis (en la seccién 2.3 se discute con mayor profundidad

la actividad eléctrica de las células f3).

B) Papel del calcio y las cinasas de proteinas en la regulacién de la
exocitosis de insulina.

El aumento en la concentraciéon intracelular de Ca?* es el punto critico de
regulacién de la secrecion de insulina, ya que bajo condiciones fisiologicas,
no es posible observar secrecion de insulina en ausencia de este ion!42. El
papel central del Ca?* dentro del mecanismo de acoplamiento entre el
metabolismo de glucosa y la secrecion de insulina, se demuestra por las
siguientes observaciones:
1) La eliminacién del Ca?* extracelular inhibe la actividad eléctrica de las
células B y la secrecién de insulina inducida por glucosal43,
2) El aumento en la [Ca?']; inducido por glucosa en las células R es
inhibido por bloqueadores de canales de calcio sensibles a voltaje!44,
3) El bloqueo del metabolismo celular con azida de sodio inhibe la

actividad eléctrica de la célula f y la secrecion de insulinal4s,

El proceso de induccibn de exocitosis por Ca?* no se conoce
completamente, ya que existen varios componentes de la maquinaria de
exocitosis gue son sensibles a este ion. Algunos de estos componentes son
capaces de unirse directamente al Ca?’, como es el caso de la
sinaptotagmina y la sincolina, que regulan, en conjunto con otras
proteinas, la fusién de los granulos de secrecion con la membrana

plasmatical?6,147,

El Ca?* puede también regular indirectamente otros componentes del
aparato exocitético, que son fosforilados por cinasas de proteinas
reguladas por este ion. Algunas de las enzimas moduladas por Ca2?*
interactiian con una proteina capaz de unirse a este ion, la calmodulina,

la cual permite la activaciéon de la subunidad activa de la cinasa. Por esta
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razon, esta familia de enzimas se ha llamado cinasas de proteinas

dependientes de Ca2*-calmodulina (cinasa CaM].

En la célula R se han identificado varias cinasas CaM, pero destaca la tipo
I, ya que se ha encontrado asociada a los granulos de secrecion de
insulinal!4® y su activacién por secretagogos es proporcional a la secrecién
de esta hormona!4°. Ademas, la inhibiciéon de la cinasa CaM 1l con agentes
especificos, sobre todo peptidicos, suprime la secrecion de insulina

inducida por despolarizacién!s°.

Por desgracia, no se han caracterizado todas las proteinas blanco de la
cinasa CaM II, lo que dificulta establecer los puntos de regulacion de
exocitosis que dependen de ella. Sin embargo, se propone que esta enzima
tiene efectos sobre la preparacion (priming) de los granulos para la
exocitosis, el reclutamiento de granulos de insulina y el transporte de

éstos sobre el citoesqueleto de la célula 8151,

La respuesta de la maquinaria de exocitosis al calcio puede ser modulada,
de forma tal que un aumento similar en la [Ca2'}; puede inducir una
secrecion mayor o menor de insulina, dependiendo de las condiciones en
que se encuentre el aparato exocitotico. Los mecanismos que regulan el
acople Ca?*-exocitosis en la célula $ no son completamente conocidos; sin
embargo, se sabe que algunos de ellos implican la activacion de diversas
cinasas de proteinas, como la PKA y la PKC. La activacién de la PKA
depende del aumento de AMPc intracelular, mientras que la PKC puede
activarse de diversas maneras (existen muchas isoformas de esta enzima),
entre las que destaca la activacion por diacilglicerol, calcio y

fosfolipidosi52.

Se ha propuesto que la sensibilidad de la maquinaria de exocitosis de la

célula 8 al Ca?* aumenta cuando estas cinasas estan activas. Por ejemplo,

56




en células B tratadas con forskolina, que induce la produccién de AMPc y
por lo tanto la activacion de PKA, o bien, con TPA, un analogo de
diacilglicerol que activa a la PKC, se observa que la concentracion
extracelular de Ca?' minima permisiva para la secrecién de insulina es
menor que la concentracion minima permisiva de células no tratadas con

estos compuestos.

Es decir, en células no tratadas, la secrecion de insulina disminuye
conforme disminuye la concentracion extracelular de Ca?*, hasta que se
alcanza una concentracion minima de Ca2* permisiva para la secrecion de
insulina. Por debajo de esta concentracién minima ya no es posible
observar secrecion de la hormona. En las células % tratadas con forskolina
o TPA, esta concentracion permisiva minima es 30% menor. Inclusive, a
una concentracion extracelular de Ca?* similar, el tratamiento con

activadores de PKA y PKC potencia la secrecion insulinal53,

Este aumento de sensibilidad al Ca?* puede deberse a la fosforilacién de
proteinas que forman parte del aparato exocitético; sin embargo, hasta la
fecha no se han caracterizado las proteinas blanco de estas fosforilaciones,
aunque se ha observado la incorporaciéon de fosforo radiactivo a un gran

numero de proteinas en células §§ tratadas con forskolinal!54 o TPA1SS,

La activacion de PKA o PKC puede ser el mecanismo efector que utilizan
algunas hormonas (como el GLP-1) y neurotransmisores (como la
acetilcolina) para potenciar la secrecidn de insulinalS6, pero el papel de
estas enzimas durante la secrecidon de insulina inducida por glucosa es
motivo de controversia. Por una parte, se pensaba que estas cinasas no
participaban en este proceso, ya que la secrecién de insulina inducida por
glucosa se mantiene en presencia de inhibidores de PKA!57 o PKC!1S8,
siempre y cuando la concentracién extracelular de Ca?* se mantenga

dentro del rango fisiologico.
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Sin embargo, estudios recientes han demostrado la existencia de un
mecanismo de secrecion de insulina independiente de Ca?*. Esta secrecién
independiente de calcio se observa bajo condiciones experimentales donde
se evita un aumento en la [Ca?'};, con bloqueadores de canales idnicos, o
bien donde se disminuye la [Ca?)i con la inyeccion intracelular de agentes
quelantes de calcio (como el BAPTA). Bajo estas condiciones, la secrecién
de insulina depende completamente de la activacion simultanea de PKA y
PKC; ya que si se inhibe cualquiera de estas enzimas, o bien sélo se induce
la activacién de una de ellas, no es posible observar la exocitosis de

insulina!so,

Con base en estos hallazgos, se propuso que la secrecién de insulina
inducida por glucosa estaba regulada por dos sistemas paralelos
simultaneos, uno dependiente de calcio, que es el mas estudiado, y otro
independiente de calcio, que esta regulado por PKA y PKC y que depende
de GTP intracelular!é9. Sin embargo, se demostré que bajo condiciones
fisiologicas, donde la concentracién intracelular de Ca2* puede fluctuar
libremente, el sistema independiente de calcio no contribuye

significativamente para la secrecién de insulina estimulada por glucosal42,

Descartar el papel de la PKA y la PKC, como reguladores centrales de la
secrecion de insulina no implica descartar que estas enzimas jueguen un
papel permisivo para este proceso. Se ha demostrado que la activacion de
PKA o PKC aumenta tanto el porcentaje de células § aisladas en cultivo
que presentan oscilaciones en la [Ca?']; en respuesta a glucosa, como el
nivel que alcanza esta concentracion en cada célula individualmente, lo
que se traduce en una mayor cantidad de insulina secretadals!, Esto
sugiere que estas cinasas son responsables, en parte, de mantener la

capacidad de las células 5 de secretar insulina, probablemente al modular

58




la funcién de los canales i6nicos implicados en la actividad eléctrica de

estas células.

2.3} Actividad eléctrica de las células f8.

Como se vio en la seccién anterior, la actividad eléctrica de la célula
tiene un papel central en la regulacion de la secrecion de insulina. Esta
capacidad de las células 8 de disparar potenciales de accién es otra
caracteristica compartida entre estas células y las neuronas. De hecho
algunos de los canales idnicos expresados en las células  son idénticos a
los que se expresan en sistema nerviosos central, lo que se debe, en parte,
a la existencia de mecanismos de regulacion de expresién génica comunes

entre estos tejidos.

Los primeros experimentos que describieron esta actividad eléctrica fueron
realizados sobre islotes pancreaticos completos mediante el uso de
microelectrodos intracelulares®. En estos experimentos se observa que
cuando los islotes son incubados en concentraciones extracelulares de
glucosa por debajo del umbral para la secrecién de insulina (<3 mM]), el
potencial de membrana (Vm) de las células 3 es estable y se encuentra

polarizado a un valor de ~-70 mV.

Si aumenta la concentracion de glucosa la membrana plasmatica se
despolariza y el Vm comienza a oscilar. En caso de que la concentracion
extracelular de glucosa alcance valores que estimulen le secrecién de
insulina (>7 mM), la despolarizacién llega al nivel umbral (=-50 mV} donde

inicia la actividad eléctrica de la célula ).

Esta actividad eléctrica es oscilatoria y ritmica, y esta formada por rafagas
(bursts), que constan de una despolarizaciéon lenta, seguida de una
despolarizacién rapida hasta alcanzar un potencial de meseta (=35 mV),

donde se superponen trenes de potenciales de accion (espigas), que elevan
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el potencial de membrana hasta alrededor de -10 mV. Estas rafagas tienen

una duracién cercana a los10 segundos (ver figura 7).

mv

Espigas

{ Meseta

Umbral

- o A A o

Desp. lenta

Figura 7. Actividad eléctrica de células 8.

En esta figura se observa la actividad eléctrica de células R, registrada
por medio de microelectrodos insertados en islotes pancreaticos de
raton. (Modificado de Osawa y Sand62)

La frecuencia de aparicion de las espigas disminuye hacia el final de las
rafagas, lo que marca el inicio de la repolarizacion del potencial .
membranal hacia un potencial un poco mas negativo que el potencial
umbral (<-50 mV). Si la concentracién extracelular de glucosa se mantiene

elevada, la célula B continuara disparando estas rafagas de forma ritmica.

Conforme aumente la concentraciéon extracelular de glucosa, la frecuencia
de las rafagas aumentara, al igual que la permanencia en el potencial de
meseta; mientras que el intervalo entre disparo y disparc disminuira.
Como resultado de esto, cuando la concentraciéon extracelular de glucosa
es mayor a 20 mM, se observa una actividad eléctrica sostenida y

continua®.

La despolarizacién de la célula  inducida por glucosa es un proceso
complejo, que involucra multiples canales ionicos. Inicialmente, esta

despolarizacion se debe al cierre de canales de K* sensibles a ATP
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(K*(ATP)), que es producido por el catabolismo de la hexosa, y a la

actividad constitutiva de una corriente cationica no selectiva (C*(NS)).

Durante el estado de reposo, se encuentran activos tanto los canales
K*(ATP), como los canales catidnicos no selectivos. Esto hace que se
cancelen mutuamente los efectos de estas corrientes sobre el potencial de
membrana de la célula 8. Al cerrarse los canales K*(ATP), el flujo de
cationes a través de los canales C*(NS) induce una despolarizacién de 10-
15 mV, que alcanza un nivel donde aumenta la probabilidad de apertura

de canales idnicos sensibles a voltajel63,

La activacion de corrientes idnicas sensibles a voltaje (cuya naturaleza se
discute mas adelante), despolariza alin mas la membrana de las células R.
Gracias a esto, se alcanza un potencial donde aumenta la probabilidad de
apertura de nuevos canales iénicos sensibles a voltaje, en particular de
canales de calcio activados por alto umbral, los cuales son responsables de
las espigas que se observan en las rafagas. Ademas, el Ca2* que permea a
través de estos canales, es el principal responsable del aumento en la

[Ca2*]; en la célula B, necesario para la secreciéon de insulina!30,

Este tipo de actividad eléctrica en forma de rafagas, se ha registrado con
microelectrodos introducidos a células 8 que forman parte de islotes
pancreaticos. Cuando se registra la actividad eléctrica de células R
individuales aisladas, se observa un cambio en su patrén de disparo, ya
que no se presentan rafagas, sino mas bien potenciales de accién en forma
de espigas aisladas!?4, que también presentan una despolarizacion lenta y
una rapida, pero donde no se observan espigas montadas sobre un
potencial de meseta; por el contrario se observa una repolarizaciéon rapida.
No se sabe con certeza a que se debe este cambio en el patrén de disparo,
pero se ha propuesto que la falta de comunicacion intercelular lleva a la

desaparicion de las rafagas?6s.
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Se cree que la aparicién de potenciales de accion en forma de rafagas en
células acumuladas, a partir de espigas aisladas de células 8 individuales,
se debe al acoplamiento y sincronizaciéon de las células. En principio, cada
célula B posee la maquinaria molecular necesaria para disparar rafagas, ya
que, a fin de cuentas, los potenciales de acciéon se deben a la actividad de

los canales i6nicos expresados por estas células.

Sin embargo, cuando una célula 3 se encuentra aislada, la actividad de
estos canales idnicos no parece ser la adecuada para el disparo de las
rafagas, ya sea porque no se alcanza un flujo iénico suficiente para
mantener, por ejemplo, la despolarizacién del potencial de mesetal%é, o
porque las propiedades electroténicas cambian entre células acumuladas y

aisladasl6?,

La generacion de las rafagas también puede deberse a la existencia de
diferentes tipos de células 8, que presenten diferentes formas de disparo
potenciales de accion. Algunas de las células serian capaces de disparar
rafagas y guiar al resto en el momento en que estuvieran agregadas!6s,
Esto implicaria la existencia de subpoblaciones heterogéneas de células 8,
las cuales han sido documentadas tanto para la sintesigl68,

almacenamiento!s? y secrecion de insulinal?o,

Recientemente se reportd la existencia de subpoblaciones de células R de
raton aisladas que difieren en el patréon de disparo de potenciales de
accion!7!, lo cual era esperable dado que ya se conocia la heterogeneidad
del metabolismo de glucosa entre las células 3172, Asi, el 33% de las
células B aisladas presentan potenciales de accién en forma de espigas
aisladas. Otro 15% de las células sélo presenta despolarizaciones
periédicas hacia un potencial de meseta, sin espigas aparentes, mientras

que el 52% de las células 5 de ratén presentan espigas superpuestas a

62




potenciales de meseta, semejantes a las rafagas, pero de menor duracion
(<5 s).

Los procesos mencionados anteriormente no son excluyentes entre si y
todos podrian participar en la aparicion de las rafagas, con la condiciéon de
que las células estén acumuladas. Esto implica que la comunicacion
intercelular es indispensable para el disparo de potenciales de accién en
forma de rafagas. Este tipo de interaccion célula a célula se logra a través
de uniones comunicantes {ver primera seccién), la cuales son responsables
del acoplamiento eléctrico entre las células 5 de un islote. Este
acoplamiento hace que los flujos iénicos de una célula sean "compartidos"
por otras, lo que lleva a la sincronizacién de la actividad eléctrica de varias

células.

El modelo de acoplamiento y sincronizaciéni’! para la generacion de
rafagas plantea que gracias a los flujos iénicos "compartidos”, las células
pueden mantener la despolarizacién durante el potencial de meseta, ya
que los cationes que ingresan a una célula con una densidad de corriente
mayor pueden inducir la despolarizacion de las células vecinas, lo que a su
vez lleva a un aumento mayor en la concentracién intracelular de cationes,
lo que llevaria a una mayor despolarizaciéon y la aparicion de las espigas,

por la activacion de las corrientes de Ca?* de alto umbral.

Esto implica que se necesita una corriente eléctrica pequeiia para inducir
a una célula que no dispara rafagas a presentarlas. Esta corriente pequeiia
podria ser conducida por uniones comunicantes, ya que se ha observado
que cerca del 70% de las células  en cultivo pueden estar acopladas
eléctricamente mediante una conductancia de alrededor de 200 pSt73, lo
cual es suficiente para inducir el disparo en rafaga en modelos

matematicos del potencial de accion de células 174,
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Esta hipdtesis fue comprobada en experimentos recientes donde con
corrientes despolarizantes pequenas, inyectadas por medio de la técnica de
fijacion dinamica {dinamic clamp), se puede inducir el disparo en forma de
rafagas similares a las de células acumuladas en células 8 de ratén

aisladas!71.

Las corrientes que fluyen a través de las uniones comunicantes también
sincronizarian el disparo de células 8 vecinas, lo que es necesario para
sobrepasar las restricciones impuestas por la heterogeneidad. Esta
sincronizacion se ha observado tanto en pares de células 8 vecinasl’s,
como en células 5 separadas 100um una de otral”s, registradas
simultédneamente dentro de islotes pancreaticos. Inclusive, es posible
registrar variaciones oscilatorias y ritmicas del potencial eléctrico de islotes
pancreaticos completos, cuya frecuencia aumenta en respuesta al
aumento de la concentracién extracelular de glucosa, mediante el uso de

técnicas de registro extracelular!?7,

Para que exista esta sincronizacién y se puedan compartir los flujos
ibnicos entre una célula  y otra, es necesario que las uniones
comunicantes permanezcan abiertas durante el potencial de acciéon. Estas
uniones no so6lo permanecen abiertas, sino que durante la fase de
despolarizacién del potencial de accién, el acoplamiento entre una célula 5
y otra aumenta, para disminuir durante la fase de repolarizacion y la fase

silente entre una rafaga y otral67.

Este aumento en el acoplamiento se debe a una disminucion en la
resistencia al flujo de corriente entre una célula y otra, lo que también trae
como consecuencia un aumento en la constante de espacio de las células,
es decir en la distancia que es capaz de avanzar una despolarizacién,

antes de que su valor se reduzca a la mitad!67. Estos resultados muestran
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que el acoplamiento eléctrico entre las células f es variable y que, ademds,

aumenta durante la fase de despolarizacion del potencial de accién.

Sin embargo, este acople eléctrico no es dependiente del voltaje, lo que
implica la existencia de otro tipo de sefiales que regulan la actividad de las
uniones comunicantes!’3. Algunas de estas sefiales podrian producirse a
consecuencia del metabolismo de glucosa, ya que se ha observado que el
numero de uniones comunicantes entre una célula 8 y sus vecinas
aumentan en respuesta al aumento en la concentracion extracelular de

esta hexosal7s.

En resumen, la actividad eléctrica en forma de rafagas se construye en los
islotes pancreaticos, a partir de la actividad de células § acopladas por
medio de uniones comunicantes. Este acoplamiento eléctrico permite que
las células compartan flujos iénicos, lo que hace que las corrientes de una
célula tengan efecto sobre el potencial de la vecina y las células
individuales se sincronicen. Estas corrientes compartidas y la
sincronizacién de la actividad eléctrica sobrepasan las barreras impuestas
por la heterogeneidad de las células B, y levan a disparar rafagas a células

que por si solas no serian capaces de dispararlas!7!.

Como se mencioné en la seccidén anterior, la actividad eléctrica de la célula
3 ocupa un lugar central en la regulacion de la secrecion de insulina, dado
que el Ca?* que ingresa a la célula  durante los potenciales de accion es el
principal inductor de la secrecion de insulina. De hecho, existe una
correlacion positiva entre la actividad eléctrica de las células # y la
secrecion de insulina: Entre mayor sea la concentracién extracelular de
glucosa, mayor sera el tiempo que las células R permanezcan
despolarizadas en el potencial de meseta y mas insulina sera secretadal??

(ver figura 8).
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Figura 8. Relacién entre Ila
secreciéon de insulina y el tiempo
de perma-nencia en meseta.

Como se puede ver en la figura,
existe una corre-lacion clara entre la
cantidad de insulina secretada y el
porcentaje del tiempo que las células
f permanecen en poten-cial de
meseta.

(Modificado de Osawa y Sand!%?)
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Debido a la importancia que tiene para la secrecion de insulina, es
necesario comprender los mecanismos involucrados en la generacién de la
actividad eléctrica de las células 8, que como hemos visto es un proceso
complejo donde participan miltiples tipos de corrientes iénicas. Cada una
de estas corrientes y, por ende, los canales responsables de conducirlas
son puntos potenciales de regulacion de la secrecién de insulina, por lo
que a continuacién se hablard mas a fondo de los canales iénicos que han
sido identificados como participantes en la actividad eléctrica de las

células R.

A} Canales de K+ sensibles a ATP (K*(ATP)).

Las células B de todas las especies de mamiferos expresan una corriente
de K* que es sensible a ATP. Esta corriente es conducida por los canales
K*{ATP), que se expresan en las células beta de todas las especies
investigadas hasta ahora!®’. Estos canales muestran una conductancia
unitaria de 50-80 pS y una relacién I-V practicamente lineal al ser
registrados bajo concentraciones isométricas de K* {140 mM en ambos

lados de la membrana).

Sin embargo, si los canales K*(ATP) son registrados en presencia de Na* o
Mg?* del lado interno de la membrana, la relacién [-V cambia y se aprecia

una rectificacion entrante pronunciada, ya que la corriente conducida por
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estos canales varia muy poco en voltajes mayores a +20 mV18l, Se cree que
esta rectificacién entrante se debe al bloqueo de corriente saliente por
parte del Na* y el Mg?*, ya que estos iones se unen al canal K*(ATP) con
afinidades (Kd) de 34 mM y 46 mM, respectivamente, y obstruyen el flujo

saliente de K*182,

La actividad de los canales K*(ATP} aislados se presenta en aperturas
agrupadas en rafagas de duracidn variable, separadas por periodos donde
los canales permanece silentes. Si se expone estos canales a ATP por el
lado intracelular, disminuye la probabilidad de apertura de los canales, lo
que se refleja en la disminuciéon de la duracién de las rafagas, ya que se
reduce el numero de aperturas de los canales en cada rafaga, y en el
aumento de la duracién de los intervalos en los que los canales se
mantienen en el estado cerrado!83, Un efecto similar se observa cuando los
canales K*(ATP) son registrados en células 5 en presencia de glucosa o
tolbutamida, una sulfonilurea que se utiliza como agente hipoglucemiante

oral durante el tratamiento de la diabetes.

La inhibicién de la actividad de los canales K*(ATP) por parte de este
nucledtido es independiente del voltaje membranal, lo que indica que el
ATP no bloquea el poro por donde fluyen los iones K*, ya que este
nucleétido posee una fuerte carga negativa que se veria afectada por el
potencial de membrana al penetrar al canal!®4. Esta inhibicién tampoco es
consecuencia de la fosforilacion de los canales K*(ATP), ya que andalogos no
hidrolizables de ATP, como el ATPyS, también son capaces de inhibir la
actividad de estos canales!85, Esto sugiere que existen sitios que reconocen
al ATP dentro de la estructura de los canales K*(ATP), y que la union del

nucledtido a estos sitios modula la actividad de los canales.

La union del ATP a estos sitio de regulacién no depende tnicamente del

aumento en la concentracion intracelular de ATP, sino mas bien, de la
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relacion ATP/ADP; ya que se ha observado que si aumenta la
concentracion de ATP y simultdneamente la de ADP, el canal K*(ATP) no se
cierral®, Esto podria implicar que el ATP y el ADP compiten por un mismo
sitio de union en el canal y mientras el ATP inhibe la actividad del canal, el
ADP la favorece. Sin embargo, el ADP es capaz de inhibir la actividad de
los canales K*(ATP), cuando los canales son registrados en ausencia de
Mg2*. De hecho, la presencia de Mg?* es necesaria para evitar que los
canales K*(ATP} desaparezcan por lavado (rundown) de los registros

electrofisiolégicos!8?,

Inclusive, el complejo ATP-Mg?* puede mantener la actividad basal de los
canales K*(ATP), lo que indica que existen al menos dos sitio de unién a
nucledtidos en estos canales. Uno de ellos debe estar ocupado por ADP-
Mg?* o ATP-Mg?* para mantener la actividad basal del canal, mientras que
el otro es responsable de la inhibicién de esta actividad al ser ocupado por
ATP.

La aparente incongruencia que resulta de los efectos antagonicos de los
nucledtidos de adenosina fue resuelta al conocer la estructura molecular
del canal K*(ATP). Para purificar estos canales y clonar los genes que los
codifican, se aprovechd la capacidad de las sulfonilureas para unirse a
ellos. De esta manera, fue aislada una proteina de 140 kDa que era

fotomarcada con glibenclamida iodinada.

A esta proteina se le denominé receptor a sulfonilureas (SURj, y al clonarse
el gene que la codifica se caracterizd como un polipéptido de 1582
aminoacidos que presenta 17 dominios transmembranales putativos. El
SUR esta relacionado estructuralmente con la glucoproteina P y el
regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica, que son
proteinas que pertenecen a la superfamilia de transportadores con

cassettes de union a ATP (transportadores ABC)188,
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Los transportadores ABC presentan dos sitio de union a ATP, lo que
parecia resolver el dilema de los efectos incongruentes del ADP y el ATP
sobre los canales de potasio. Sin embargo, al expresar heterdlogamente el
SUR se encontré que no era capaz de conducir una corriente de K*188, Esto
implicaba la existencia de otra subunidad con capacidad de conducir el

flujo de iones de potasio.

Esta segunda subunidad resulté ser un miembro de la familia de canales
de potasio rectificadores entrantes, el Kir 6.x, los cuales son proteinas con
dos segmentos transmembranales y una region de formacién de poro
ionico (P), que es homéloga a las regiones P de todos los otros canales

iénicos caracterizados hasta la fecha (ver figura 9).

A K-

SUR SUR 8| wr

Ga?

Figura 9. Canales iénicos de células f pancreéticas.

Esta figura esquematiza algunos de los canales ionicos que han sido identificados
en células B. A la izquierda se muestra el arreglo de subunidades que se ha
propuesto para cada canal y a la izquierda, esquemas del arreglo molecular de las
subunidades formadoras del poro iénico A} Canal K*{ATP}, formado por
subunidades SUR y Kir. Las subunidades Kir presentan solamente dos segmentos
transmembranales y un segmento P. B) Canal de Ca?*, formado por cuatro tipos de
subunidades. La subunidad «1 forma el poro iénico y esta organizada en cuatro
dominios homélogos. C) Canal de Na*, formado por tres tipos de subunidades. La
subunidad o forma el poro idnico y presenta la particula de inactivacion (I) en el
asa intracelular I1I-1V,
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De esta forma, los canales K*{ATP) estan formados por 4 subunidades SUR
unidas a 4 subunidades Kir 6.x. Las subunidades Kir se organizan
alrededor de sus regiones P, con lo cual forman la via de conduccion idénica
para los iones K*18% La asociacion de los SUR con los canales Kir 6.x
puede generar una variedad de canales de K* sensibles a ATP, ya que
existen al menos dos isoformas del SUR, el SUR1 y el SUR2 (que a su vez
existe en las variedades A y B) y dos miembros de la familia Kir 6.x, el Kir
6.1 y el Kir 6.2. En la célula 8 se expresan en mayor cantidad el SUR1 y el
Kir 6.2, por lo que se asume que estas isoformas componen los canales

K*(ATP) en e! pancreas!ss,

Pese a que el SUR1 posee dos sitios de union a ATP, estos no son
responsables de la sensibilidad al nucleétido, ya que si se expresan de
manera aislada subunidades Kir 6.2, a las cuales se les eliminaron los
ultimos 26 aminoacidos del extremo carboxilo, se obtienen corrientes de K*
sensibles a ATP, similares a las corrientes normales de las células 8. Por
esta razon, se ha sugerido que el sitio de union a ATP en Kir 6,2 es
responsable de la inhibicion de las actividad de los canales K*(ATP),
mientras que la interaccion con SUR1 aumenta la afinidad del Kir 6.2 por
el ATP190,

Ademas, uno de los sitios de unién a nucledtidos en SUR1 parece ser
responsable de la activacion de los canales K+(ATP) por ADP-Mg?*, ya que
mutaciones en este sitio de union llevan a la expresion de canales K*(ATP)
que siempre estan activos, lo que se traduce en pacientes que nacen con
hiperinsulinemia e hipoglicemia crénicas. Esto implica que si existen sitios
diferentes para diferentes formas de nucledtidos de adenosina, pero
todavia no se ha esclarecido como interactiian estos para regular la

funcién de los canales K*(ATP)191.
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" B) Canales de Ca=*.

Las espigas presentes en el potencial de accion de célula $ son insensibles
a tetrodotoxina, un bloqueador de canales de sodio, pero son inhibidas por
bloqueadores de canales de calcio, tanto inorganicos, como el cadmio o el
cobalto, como organicos, como la nifedipina. Esto implica que estas
espigas son producto de la actividad de canales de Ca2* en la membrana

de las células 3192,

En las células 5 de rata han sido identificadas dos tipos de corrientes de
calcio dependientes de voltaje, que se diferencian entre si por sus
caracteristicas electrofisiologicas. La primera de estas corrientes comienza
a activarse a potenciales de membrana de alrededor de -40 mV, y alcanza
la' mitad de su activacién maxima alrededor de -15 mV. Esta corriente
presenta una constante de tiempo de desactivacion de 2.8 ms, por lo que
fue nombrada como corriente de desactivacién lenta (SD). Presenta
inactivacion rapida dependiente de voltaje en respuesta a estimulos

sostenidosio3,

La corriente SD se inactiva rapidamente, alcanza valores similares en
presencia de Ca?* y Ba?*, no desaparece durante registros largosi®3, y es
insensible a dihidropiridinas!94, por lo que se piensa que es conducida por
canales de calcio tipo T, los cuales han sido identificados por medio de

registro de canales unitarios en membranas de células 5 de ratal9s.

La otra corriente de calcio identificada gracias a las corrientes de cola
muestra una constante de tiempo de desactivacién de 129pus, por lo que
fue denominada de desactivacién rapida (FD). Esta corriente comienza a
activarse alrededor de -20 mV y alcanza la mitad de su activacién maxima
a potenciales cercanos a +15 mV!°3, por esta razéon se le llama también
activada por alto voltaje {HVA). A diferencia de la corriente conducida por

los canales de Ca?* tipo T, la corriente FD no se inactiva rapidamente en
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respuesta a pulso despolarizantes de 100 ms de duracién, y cuando es
registrada con Ba?* como acarreador de carga, su magnitud es mayor que

cuando se registra con calcio!93,

Las caracteristicas anteriores implican que la corriente FD es conducida
por canales de Ca?* distintos a los canales tipo T. De manera inicial, se
pensd que los canales responsables de la corriente FD eran canales de
calcio tipo L, ya que gran parte de esta corriente es sensible a
dihidropiridinas, tanto inhibitorias!9¢ (nimodipina), como activadoras!?s
(BAY K8644). Sin embargo, una fraccion (30%) de la corriente FD es
insensible a dihidropiridinas, lo que sugiere la existencia de canales de

calcio adicionales, responsables de conducir esta corriente.

En lineas celulares derivadas de insulinoma de rata {(RINm5F} se han
caracterizado canales de calcio sensibles a o-conotoxina GVIA,
denominados canales tipo N, que también pueden contribuir a la cérriente
de calcio HVA!97, La existencia de canales de calcio tipo N en células
normales de rata fue demostrada tanto por experimentos de analisis de

secrecion de insulinal98, como por registros electrofisiologicos recientes!®?.

Ademas de los canales de calcio tipo L y N, existen otros canales que
pueden contribuir a las corrientes de calcio HVA, ya que las células f de
rata presentan una corriente de calcio insensible tanto a dihidropiridinas,
como a m-conotoxina GVIA. Esta corriente es sensible a o-agatoxina 1VA,
que es un bloqueador de canales de calcio clase A, llamados asi por que

expresan una subunidad alfalA=00,

Esta gran diversidad de canales de calcio en la rata podria explicar, en
parte, diferencias entre el patron de actividad eléctrica de esta especie, con
la actividad eléctrica de las células 8 de raton. En estas ultimas solamente

se han detectado canales de calcio tipo L, pero ninglin otro canal de calcio
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HVA, ni canales tipo T20!, Sin embargo, la presencia de esta gran variedad
de canales de caicio hace que las células 5 de rata sean un mejor modelo
para comparar con las células de humano, ya que éstas también expresan

una gran variedad de canales de calcio, tanto tipo T, como tipo L y N202,

Todos estos distintos canales podrian contribuir para la entrada de calcio
necesaria para la secrecidn de insulina. De hecho, la inhibicion de esta
secrecion con dihidropiridinas fue una de las primeras evidencias a favor
del papel central que juega la actividad eléctrica para la secrecién de esta
hormonaz%3. Como ya se menciond, el bloqueo de los canales tipo N con ®-
conotoxina GVIA también inhibe la secrecion de insulina, aunque la
combinacion de esta toxina con dihidropiridinas antagonistas no es
suficiente para inhibir completamente la secrecion de insulina en células f

de humano?02,

Esto podria implicar que tanto los canales T, como otro tipe de canales de
calcio HVA, se encuentran involucrados en la secrecion de insulina. En
este sentido, se ha observado que el bloqueo de los canales T con Niz+
disminuye la cantidad de insulina secretada2°4. De hecho la actividad de
estos canales facilita la secrecion de esta hormona, al inducir una
despolarizacién inicial en la membrana de las células , con la cual se
podria alcanzar voltajes suficientes para aumentar la probabilidad de
apertura de los canales de calcio HVA, los cuales serian responsables de

las espigas del potencial de accién de la célula 3193,

La variedad de canales de Ca?* presentes en la célula 5 se debe a que estas
células expresan diversos RNAmM que codifican para estos canales. Los
canales de Ca?* sensibles a voltaje son proteinas transmembranales
multiméricas de alto peso molecular. Una de las subunidades de estas
proteinas, nombrada alfal, presenta la regién de formacion del poro, por

donde fluye la corriente de Ca?*. La subunidad alfal es un polipéptido con
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un gran numero de regiones transmembranales, que presentan similitudes
en su secuencia de aminoacidos. Debido a estas similitudes los segmentos
transmembranales han sido organizados en cuatro dominios homologos (I-
1V). Cada dominio homélogo consta de seis segmentos transmembranales
(S1-S6) y una region formadora de poro (P) que une el segmento S5 con el
56205 (ver figura 9).

Las células 8 de rata expresan diversas clases de subunidades alfal de
canales de Ca?*. Entre éstas se encuentra la subunidad alfalD, que
ademas de expresarse en las células 3 se expresa en neuronas y én otros
tipos de células endocrinas. La subunidad alfalD codifica para canales de
Ca?* tipo L, sensibles a dihidropiridinas?%; sin embargo, en lineas
celulares derivadas de insulinoma, cerca del 50% de los canales tipo L
también son formados por subunidades alfalC (cardiacas), lo que podria
explicar las diferencias que se observan en la secrecion de insulina de

estas células, con respecto a las células 5 normales207,

Ademas de las subunidades alfalD, las células 5 expresan subunidades
alfalA, que codifica para canales de calcio sensibles a w-agatoxina [VA200,
En el islote también se expresan subunidades alfalE2%8, que en un
principio se pensaba que codificaban para canales de Ca?* tipo T209; sin
embargo, en la actualidad se piensa que este tipo de canales son
codificados por las subunidades alfalG, H e I, las cuales fueron clonadas
recientemente, por lo que no se ha reportado todavia su expresion en las

células R210

La existencia de todas estos canales de Ca?* en la célula 5 podria sugerir
funciones distintas para cada tipo de canal de calcio, algunos involucrados
en el disparo del potencial de accién y otros regulando directamente la
secrecion de insulina. Dada la importancia del ingreso de Ca2* a la célula 8

para la secrecion de insulina, es posible que con esta variedad de canales
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se asegure bajo cualquier circunstancia la entrada de este ion. Por otra
parte, cada uno de los tipos de canales de calcio podria jugar papeles
diferentes durante el potencial de accién de la célula 8193, o bien ser
blanco de regulaciéon diferencial en respuesta a cambios en el medio

ambiente celular.

C) Canales de Na*.

La contribucién de los canales de sodio para la actividad eléctrica de la
célula 5 es motivo de controversia, ya que en algunas especies de
mamiferos, como el ratén, estos canales parecen no participar
significativamente en el disparo de los potenciales de accién, mientras que
otras especies, como el humano, la activacion de las corrientes de sodio si

es importante durante la despolarizacion inducida por glucosa.

Las corrientes de Na* identificadas en células 8 de diferentes especies de
mamiferos presentan caracteristicas similares a las corrientes de sodio
neuronales, ya que se activan (tiempo en desarrollar el pico =0.5 ms a 0
mV) e inactivan (cte. de tiempo ~0.8 ms a 0 mV) rapidamente, y son
sensibles a tetrodotoxina (TTX]. Estas corrientes se activan a potenciales
de membrana mas positivos que -50 mV y alcanzan una méaximo de

amplitud entre 0 y +10 mV193,

Las diferencias mas marcadas entre las corrientes de Na* de diferentes
especies se observan en las curvas de inactivacién en estado estacionario,
Por ejemplo, en células 3 de ratén, la mitad de la corriente maxima de Na*
se encuentra inactivada a un potencial de -110 mV, lo que da como
resultado que a potenciales cercanos al potencial de reposo de la célula
(=~-70 mV), practicamente toda la corriente de Na* de células murinas esté
inactivada?!l, En otras especies la inactivacion media de la corriente de

Na* ocurre en un rango mas positivo del potencial de membrana. Asi, en
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células § humanas y caninas, el 50% de la corriente de sodio se encuentra

inactivada a -45 mV y -60 mV, respectivamente?12,

Por otra parte, en células 8 de rata adulta el 50% de inactivacion de la
corriente de Na* se observa a un potencial de -75 mV!93, mientras que
células de rata fetal y en el insulinoma de rata RINmSF, la mitad de la
inactivacion se observa a un potencial =55 mV?213, Esto implica que la
corriente de sodio puede contribuir de manera distinta al potencial de
accion de la célula 3, dependiendo de la especie y del estado de desarrollo

de las células.

Es de esperarse que la corriente de sodio en células  de raton no
contribuya al potencial de accién?!4, ya que practicamente toda la
corriente de Na* se encuentra inactivada en el potencial de reposo, lo que
impide el ingreso de sodio por canales sensibles a voltaje y por lo tanto
una despolarizacion en respuesta a esta entrada. Por esta razdn, se dice
que el potencial de accion de células 5 de roedor es independiente del

sodio?!l2,

Inicialmente se llegd a proponer que soélo una pequefia fraccién de las
células R de ratéon expresaba corrientes de Na', y por esa razon los
potenciales de accién eran independientes de este ion?!5. Un analisis mas
detallado demostré que los canales de sodio se encuentran presentes en
todas las células 3, pero en estado inactivado, lo que impedia observar las
corrientes de Na* desde potenciales de mantenimiento cercanos al

potencial de reposo?!1.

Pese a esta inactivacion, los canales de sodio de células $# murinas si
pueden regular la secrecion de insulina, ya que el tratamiento con
veratridina, que es un agente activador de canales de Na*, induce la

secrecion de insulina en estas células. A partir de estas observaciones se
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sugirié que los canales de sodio podian ser un blanco terapéutico para el

tratamiento farmacolégico de la diabetes mellitus216,

Las especies de mamifero cuyos canales de sodio se inactivan a potenciales
mas positivos presentan potenciales de acciéon dependientes de Na*. Asi, en
células & caninas, la TTX inhibe completamente el disparo de potenciales
de accioén, que en esta especie se presentan como espigas individuales de
corta duracién, sin potencial de meseta aparente2l”., En células R
humanas, la TTX también inhibe los potenciales de accién, aunque no de

manera total.

Esto se debe a que las células 8§ de humano presentan tres patrones de
disparo de potenciales de accidn: uno parecido al patrén biestable de
células de ratén, que se describié al principio de esta seccién, con
potenciales de meseta y espigas sobrepuestas; otro mas que semeja al
disparo de las células caninas, donde se observan espigas aisladas
transitorias que, a diferencia de las espigas de los potenciales de ratén,
alcanzan voltajes mayores que 0 mV {(overshoot); y un tercer patrén de tipo
mixto, con potenciales de meseta, donde se superponen tanto espigas que

sobrepasan los 0 mV como espigas que no sobrepasan este valor2!2,

De esta manera, la exposicion de células f humanas a TTX inhibe
completamente el disparo de potenciales de accion parecidos a los de
células caninas, al igual que la aparicion de espigas que sobrepasan los 0
mV, mientras que los potenciales de accion parecidos a los de células de
ratén no se afectan, asi como tampoco las espigas que no sobrepasan los 0

mv212,

En ceélulas R de rata, no se ha estudiado el efecto de la TTX sobre la
actividad eléctrical®. Sin embargo, existen evidencias que apoyan la

hipétesis de la participacion de las corrientes de Na* en los potenciales de
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accion de esta especie, ya que la TTX inhibe la secrecién de insulina
inducida por concentraciones de glucosa 210 mM, que producen el disparo
de potenciales de acciéon bajo condiciones normales!®3, De manera similar,
la TTX también inhibe la potenciaciéon de la secrecién de insulina mediada
por agonistas muscarinicos, lo cuales inducen una despolarizaciéon rapida

de la membrana plasmatica de la célula 218,

Estas ultimas observaciones sugieren que las cormrientes de Na* si
participan en la despolarizacion del potencial de membrana de las células
f de rata y, ademas, muestran a estas corrientes como un blanco de

regulacion fisiolégica de la secrecion de insulina.

Es posible que las diferencias entre las corrientes de sodio de las distintas
especies, y sus diversas contribuciones a los potenciales de accion, se
deban a la expresion de distintos canales de Na*. Estos canales, al igual
que los canales de calcio, son proteinas transmembranales multiméricas,
con una subunidad responsable de formar la via de permeabilidad iénica,

que en este caso se denomina subunidad alfa2°5.

Las subunidades alfa de los canales de sodio también presentan cuatro
dominios de secuencias homédlogas, compuestos de seis segmentos
transmembranales y una regiéon P (ver figura 9). Como caracteristica
sobresaliente, los canales de sodio expresan una secuencia conservada en
el asa {loop) intracelular que une los dominios 1II-1V, que es responsable de
la inactivacién rapida20s, Existen tres familias principales de subunidades
alfa de canales de sodio, aquellas que se expresan en musculo esquelético,
las que se expresan en corazdén y las que se expresan en cerebro. Estas
ultimas fueron las primeras en ser clonadas en mamiferos, a partir de

muestras de rata, y codifican para canales de Na* sensibles a TTX205,
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En las células 8, humanas, caninas, murinas y de rata, se expresan una
subunidad alfa parecida a la tipo III de cerebro de rata, que es una
isoforma que se expresa preferencialmente en el sistema nervioso central
durante la etapa fetal?!®, En células 3 caninas se expresa, ademas, la

subunidad alfa tipo I de cerebro de rata.

La expresion de la subunidad alfa tipo III en el pancreas esta restringida a
los islotes pancreaticos, ya que en el tejido acinar circundante no se
detecta la expresion de RNAm para esta subunidad por medio de técnicas
de hibridacién in situ?!®. Dado que las distintas especies de mamifero
expresan subunidades alfa similares, es posible que la variaciones en
cuanto a la inactivacién de las corrientes de sodio s¢ deban a diferencias
en la expresién de otras subunidades de los canales de Na*, como la
subunidad 31, cuya expresiéon modifica la cinética de inactivacién de las

corrientes de sodio220,

Sin embargo, la interaccion entre las distintas subunidades de los canales
de sodio no es bien conocida, lo que dificulta este tipo de analisis, y hasta
la fecha no ha sido caracterizada la expresion de subunidades 3 de
canales de Na* en células 8 pancreaticas. Por otra parte, también es
posible que, pese a que las secuencias de los genes que codifican las
subunidades alfa tipo III son similares entre las especies, existan
variaciones funcionales en los canales una vez que son traducidos, ya que
no se conocen las caracteristicas de las corrientes microscépicas de estos
canales. Esto se debe a que la expresion de la subunidad alfa tipo III esta

restringida al cerebro fetal y a las células 8 insulares.

Esta restriccion en la expresion génica es una de las caracteristicas
compartidas entre células 3 y neuronas. Como se vio en la secciéon 1.4,
esta similitud entre tipos celulares se debe a la falta de expresiéon de un

factor de transcripcién (NRSF/REST), que en el resto de los tejidos impide
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la expresion de genes neuronales®®.70, El hecho que las células 8 sean
parecidas a las neuronas, podria implicar que existen mecanismos
comunes de regulacion para estos tipos celulares. Esta hipotesis sera

discutida en la seccidon siguiente.

En suma, la actividad eléctrica de las células ® inicia con la
despolarizacion inducida por el cierre de los canales K*(ATP) aunado a la
actividad constitutiva de una canal catidénico no selectivo., Esta
despolarizacion inicial llevaria al potencial de membrana hacia valores
donde aumentaria la probabilidad de apertura de canales de Na*, en

aquellas especies donde éstos son funcionales, y canales de Ca?* tipo T.

Las corrientes id0nicas conducidas por estos canales despolarizarian mas la
membrana plasmatica, hasta alcanzar los niveles donde aumenta la
probabilidad de apertura de los canales de calcio HVA, sean éstos tipo L, N
o algin otro. La actividad de estos canales seria responsable de las espigas
que no sobrepasan 0 mV y de gran parte de la entrada de Ca?*, necesaria

para la secrecion de insulina.

La inactivacion lenta de los canales de Ca?* HVA, en conjunto con la
actividad de canales de K* rectificadores tardios y otras corrientes salientes
de K*, inclusive a través de canales K*{ATP), permitiria la repolarizacién
desde las espigas hacia el potencial de meseta. La terminaciéon de toda la
rafaga y la repolarizaciéon hacia el potencial de reposo de la célula 8 es un
proceso que no se ha esclarecido completamente, aunque se proporie que
esto se debe a la actividad de canales de K* sensibles a Ca2', que

presentan una conductancia grande221,

El desarrollo de los disparos en forma de rafaga, podria deberse a la
sincronizacion de la actividad eléctrica entre células 8 vecinas, a partir de

compartir flujos idnicos a través de uniones comunicantes. Estos flujos
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compartidos serian necesarios para inducir el disparo en células silentes y
para evitar que las diferencias entre célula y célula terminen con el

potencial de accién.

3. EFECTOS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO NEURONAL SOBRE LA
CELULA 8 PANCREATICA.

Las células 8 presentan caracteristicas fenotipicas propias de células
derivadas de la cresta neural. Como ya se menciond, estos rasgos similares
los podemos encontrar a todos los niveles: molecular, morfolégico y
fisiologico; lo cual no demuestra que las células 5 compartan un origen

embrionario con las neuronas.

La actividad eléctrica de las células $ fue de la primeras caracteristicas
"neuronales” en ser descrita, y en su momento fue sorprendente ya que
eran las primeras células que, fuera de las neuronas y el musculo,
disparaban potenciales de accién3. Como vimos en la seccién anterior,
algunos de los canales iénicos responsables de esta actividad eléctrica, en
particular los canales de sodic, solamente se expresan en células 8 y en

células derivadas de la cresta neural219,

Con el tiempo se fueron encontrando mas rasgos que semejaban las
células f a las neuronas. Por ejemplo, se observd que las células B
sintetizaban y almacenaban un neurotransmisor, el GABA!7, y que ademas
expresaban algunas enzimas de la via de sintesis de catecolaminas,
aunque éstas no llegan a sintetizarse debido a la falta de las enzimas que

catalizan los pasos terminales de esta via222,

Ademas cuando las células f son cultivadas in vitro, en medios de cultivo
suplementados con concentraciones altas de suero bovino fetal (10%),
extienden procesos citoplasmicos que expresan neurofilamentos, lo que los

hace parecidos a las neuritas de células derivadas de la cresta neural?.
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Esta ultima caracteristica, en conjunto con las observadas con
anterioridad, llevd a proponer que las células 8 podian responder a
moduladores fisiologicos propios de neuronas, como lo son algunos

factores de crecimiento.

Entre estos factores de crecimiento destaca el factor de crecimiento
neuronal (NGF), que fue el primer factor tréfico de sistema nervioso en ser
descrito y es considerado necesario para la regulacion de la diferenciacion

y el desarrollo neuronai2?3,

3.1) El factor de crecimiento neuronal (NGF).

La existencia de un factor que fomentaba la sobrevivencia y el desarrollo
de fibras nerviosas simpaticas, se sospechaba desde 1948. En ese ano se
encontré que el transplante de un sarcoma murino a embriones de pollo
inducia el crecimiento de fibras nerviosas. Dado que no era necesario el
contacto del tejido neoplasico con el tejido embrionario, se propuso la
existencia de un factor difusible que brindaba las condiciones necesarias

para el crecimiento de estas fibras<24,

Al intentar aislar y caracterizar este factor difusible, a partir de extractos
del sarcoma murino que promovian el crecimiento de haces nerviosos
simpéticos, se encontré una proteina termoldbil de masa aproximada de
20 kDa, responsable de este efecto biolégico?25. Esta proteina fue
denominada factor de crecimiento neuronal {NGF), y fue purificada
también de extractos de glandula submaxilar de raton, que resulté una
fuente importante y accesible de este factor?26. Al contar con esta fuente
accesible de NGF, se logré clonar el gene que codifica para este factor de

crecimiento?27,
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A) Estructura del NGF.

E]l gene de NGF codifica para una proteina de 307 aminoéacidos, la cual es
hidrolizada postraduccionalmente y da origen a una proteina de 118
aminoacidos. Esta proteina forma un dimero con otra idéntica, con lo que
da lugar a la subunidad 5 del NGF, que es responsable de toda la actividad

biolégica de este factor de crecimiento?28,

En el ratéon el NGF es purificado como una proteina de alto peso
molecular, que presenta un coeficiente de sedimentaciéon de 7.1S, por lo
que se le denomina NGF7S. El NGF7S es un complejo proteico, en el que la
subunidad B se encuentra asociada a otras dos subunidades, a y y, con las
que forma complejo hexamérico?2? (2 o, 2 8 y 2 y). Las subunidades a y vy
pertenecen a la familia de proteasas de serina del tipo de la kalikreina; sin
embargo, solamente la subunidad y tiene actividad catalitica, ya que la
subunidad a carece de una secuencia aminoacidos necesaria para la

actividad enzimatica23°.

Aparentemente, la asociacion de las subunidades # del NGF con las a y las
y permite que la subunidad y haga un corte proteolitico en las
subunidades $, y con esto maduren postraduccionalmente23!. Sin
embargo, existen especies animales donde el NGF no forma complejos 78,
lo que podria implicar que la proteélisis postraduccional catalizada por la
subunidad y no es indispensable para la actividad biolégica del NGF, o
bien, que la formaciéon de complejos 7S es una caracteristica particular del

ratéon232,

De hecho, la formacion de los complejos 7S disminuye la actividad
biologica del NGF, ya que en este complejo la subunidad f queda
completamente rodeada por las subunidades o y v, lo que impide la

interaccion del NGF con sus receptores. Sin embargo, se cree la formacién
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del complejo 7S mantiene la estabilidad y protege la molécula de NGF en la

saliva del raton233,

La actividad biologica de la subunidad R de NGF se debe a la presencia de
secuencias de aminoacidos que le permiten unirse a sus receptores de
membrana, de los cuales se hablaréa en la siguiente seccion. Estas
secuencias de reconocimiento con receptores han sido clasificadas en dos
grupos. El primer grupo es el de secuencias de unién al receptor comin de
neurotrofinas y esta formado por residuos contiguos de aminoacidos

cargados positivamente?34,

Como su nombre lo indica, estas cargas positivas estan conservadas en la
estructura de los miembros de la familia de factores de crecimiento del
sistema nervioso, conocida como familia de neurotrofinas. De esta familia
se conocen hasta ahora 7 miembros distintos235, incluyendo al NGF, y
ademas de tener efectos biologicos similares, comparten un receptor

membranal comin (ver mas adelante).

Ademas de estos aminoacidos cargados positivamente, existe otro grupo de
secuencias necesarias para mantener la actividad biologica de la
subunidad $ del NGF. Estos aminoacidos permiten la unién al receptor
especifico a NGF y forman una unidad simétrica a ambos lados de la
molécula de NGF. Esta unidad de simetria, al parecer, permite que se
acerquen dos moléculas de receptor a NGF, al unirse a uno y otro lado del
eje de simetria de la molécula de NGF234 Este acercamiento induce la
activacidon del sistema de transduccién de senales del receptor a NGF, y

con esto, una respuesta celular (ver mas adelante).

B) Receptores a NGF.

El NGF puede unirse a dos sitios en la membrana de sus células blanco,

uno de baja afinidad, con una constante de disociacién (Kd) de 10°M, y
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otro de alta afinidad, que muestra una Kd del0-1!M236, Estos sitios de
unién se forman a partir de la interaccion de dos proteinas
transmembranales, €l receptor a neurotrofinas? (p75¥TR} y un miembro de
la familia de cinasas que fosforilan proteinas en residuos de tirosina
(cinasas de tirosina) TrkA (p140tk)237

Al identificar a nivel molecular estas dos proteinas, se pensé que cada sitio
de unién a NGF corresponderia a una de ellas. Sin embargo, al analizar la
afinidad de p75 y TrkA cuando son expresadas individualmente, se
observdo que las dos proteinas presentan una Kd similar (*10-°M}, que
corresponde al sitio de baja afinidad; mientras que la expresion simultanea
de los dos receptores da lugar a la aparicién del sitio de alta afinidad
(Kd=10-11M)238, Esto sugiere que la formacion de este sitio de alta afinidad

se debe a la interaccion de las dos proteinas2?7.

Se han propuesto dos modelos de interaccién entre p75 y TrkA para la
formacion del sitio de alta afinidad a NGF. El primero de ellos propone que
p7S es una proteina presentadora de NGF, que captura al factor de
crecimiento debido a su capacidad de asociacidén rapida, con lo que
aumenta la concentracién efectiva de NGF en la vecindad de TrkA o bien
transfiere el factor hacia TrkA237, de manera similar al mecanismo de
accion propuesto para los receptores a factor de necrosis tumoral23® (TNF).
Este modelo implica que no existe interaccién directa entre los dos tipos de

receptores, ya que el NGF es compartido por los dos tipos de receptores.

El otro modelo de formacion del sitio de alta afinidad a NGF propone que la

interaccién de p75 con TrkA modifica la conformacién tridimensional de

= Originalmente se denomind receptor a NGF a la proteina p75. Sin embargo, dada su
capacidad de unién a todos los miembros de la familia de neurotrofinas, se ha propuesto
este cambio de nomenclatura.
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este ultimo receptor, con lo cual se crea en TrkA el sitio de alta afinidad=37.
Varios hallazgos experimentales apoyan esta hipétesis, ya que se ha
demostrado una asociacion directa entre los dos receptores (condicién

indispensable en este modelo).

Esta asociacién directa ha sido demostrada por experimento de
coprecipitacién de p75 y TrkA con anticuerpos?4°, y al observar que TrkA
evita la movilizacion de p75 en la membrana plasmatica. Esta
inmovilizacién de p75 depende de la expresion correcta de su regién
intracelular, al igual que la expresién correcta del domino intracelular de
TrkA. Aun mas, la asociacion de p75 y TrkA se lleva a cabo en ausencia de
NGF, lo que implica que la presencia de esta molécula no es necesaria

para la asociacion de sus receptores241,

Ademas de originar los sitios de alta afinidad, la interaccién entre los dos
tipos de receptores a NGF puede ser necesaria para regular las seriales de
transduccion producidas en respuesta a este factor de crecimiento, ya que
cada uno de los receptores posee un sistema de transducciéon propio. El
receptor p75 es una proteina integral de membrana de 400 aminoacidos,
que fue la primera proteina con capacidad de unién a NGF en ser

identificada.

Pese a esta capacidad de union, la expresién de p75 era insuficiente para
inducir sensibilidad a NGF o al menos la expresiéon de sitiqs de unién de
alta afinidad?¢2. Debido a esto, se llegé a proponer que el p75 no estaba
acoplada a ningan sistema de transduccién de sefiales y solamente
funcionaba como correceptor. En la actualidad se ha demostrado que la
unién de neurotrofinas a p75 induce la formacién de ceramida, un
segundo mensajero de naturaleza lipidica, que a su vez induce la

activacion del factor de transcripcion NFxB.
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La activacion de NFxB por otros sistemas de receptores, como los
receptores a TNF, esta relacionada con la inducciéon del programa
apoptético en las células blanco?43. Algo similar ocurre con el p75, pero
sblo en ausencia de TrkA; ya que en células donde se expresa p75
individualmente, e! NGF induce muerte celular?44. Sin embargo, cuando
las células blanco expresan simultaneamente p75 y TrkA, la presencia de
NGF impide la apoptosis, mientras que el retiro del factor de crecimiento
del medio induce este proceso de muerte celular?+5, Esto sugiere que existe
cierta comunicacién (crosstalk) y regulacidbn mutua entre las vias de

transduccién de seriales de ambos receptores.

El receptor TrkA , por su parte, es una proteina transmembranal de 796
aminoacidos. Pertenece a la familia de cinasas de tirosina, que es un
sistema de transduccion de sefiales compartido por varios receptores a
factores de crecimiento?46, TrkA es el receptor responsable de asegurar la
especificidad a NGF en las células blanco de este factor, ya que otros
miembros de la familia Trk, como TrkB y TrkC, son receptores especificos
para otras neurotrofinas. Asi, TrkB es el receptor del factor de crecimiento
neural derivado del cerebro, mientras que TrkC es el receptor de la

neurotrofina 3236,

La expresion del TrkA es necesaria y suficiente para conferir sensibilidad a
NGF en las células blanco, y gracias a esta propiedad fue identificado TrkA
como receptor a este factor de crecimiento?4?. En células que expresan
TrkA, el tratamiento con NGF detiene la proliferacion, induce el
crecimiento de neuritas y hace que las células se hagan dependientes de
NGF para su supervivencia?*®. Esto se debe a la activacion de varias

cascadas de sefiales intracelulares acopladas al receptor TrkA.

El paso inicial en la transduccién de serniales por TrkA es la potenciacién

de la actividad de cinasa de tirosinas de este receptor. Se cree que esta

87




actividad se induce mediante el acercamiento de dos 0 mas moléculas de
TrkA, para formar dimeros. Esta dimerizacién es inducida por la unién de
NGF, a través de sus secuencias simétricas de aminoacidos (ver seccién
anterior). Al estar cerca una molécula TrkA de otra, se promueve una
transfosforilacion, de manera que cada molécula de TrkA fosforila en
tirosinas a la molécula vecina. Con esta transfosforilacion se eleva al

maximo la actividad de cinasa de tirosinas de TrkA249,

La actividad de cinasa de tirosinas es necesaria para propagar algunas
seniales de la cascada activada por NGF250; sin embargo se cree que los
efectores mas importantes de esta cascada son activados por complejos
proteicos de anclaje a tirosinas fosforiladas. Algunas de las tirosinas que
son blanco de transfosforilacion en TrkA se encuentran dentro de
secuencias de aminoacidos especiales, que sirven como contexto de

reconocimiento a otras proteinas de senalizacion celular.

Estas proteinas de sefializacion son los activadores de varias cascadas
paralel‘as de sefiales intracelulares. Todas estas proteinas tienen en comun
un dominio de unién a tirosinas fosforiladas, denominado SH2, por su
homologia con un domino similar en el oncogene src?5!. Al menos tres de
estas proteinas con dominio SH2 se pueden encontrar asociadas a TrkA: la
proteina adaptadora Shc, la fosfolipasa C-yl (PLC-yl} y la 3-cinasa de

fosfatidilinositol (PI3-cinasa)?52.

La unién de Shc al TrkA fosforilado desencadena una cascada de
activacion de proteinas G pequerias, Ras en particular, y de cinasas de
proteinas, cuyos efectores finales son las cinasas de serina/treonina MAPK
y Rsk, que activan reguladores de la transcripcién génica?5? {via Shc-Ras).
Si se inhibe la via Shc-Ras, o se suprime alguno de sus componentes, se

afecta tanto el crecimiento de neuritas inducido por NGF, como la
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supervivencia celular en respuesta a este factor de crecimiento, aunque

ninguno de estos dos efectos del NGF es bloqueado completamente?53,

Esto implica que la accion concertada de las diferentes vias de
transduccion de sefiales es necesaria para desarrollar completamente las
respuestas celulares al NGF. En este sentido, se ha observado que la
activacion de la via de PI3-cinasa, en la cual se produce fosfatidilinositol
3,4 bifosfato, el cual activa a la cinasa de serina/treonina Akt, es necesaria
para la elongacidon de los procesos neuriticos; mas no para iniciar el
desarrollo de estos?54. La activaciéon de Akt también es necesaria para
promover la supervivencia (o bien inhibir la apoptosis) en respuesta a
NGF25s,

Por 1ltimo, la activacién de otras vias de transduccién, como la via de
PLC-y1 y la via de la proteina nuclear SNT, que es uno de los principales
sustratos de fosforilacion directa de TrkA, pudiera ser responsable de
regular la expresion de genes especificos en respuesta a NGF. Estos genes,
como algunos canales idnicos y componentes de citoesqueleto, estédn
involucrados en mantener un fenotipo neuronal y en el inicio del

crecimiento de neuritas2?s3 (ver figura 10).

Figura 10. Cascadas de transduccioén
de sefiales activadas por los
receptores a NGF.

TrkA y p75NGFR inducen la activacién
de diversas cascadas de transduccion
de sefiales. Estas vias desencadenan
respuestas a nivel citoplasmico y
nuclear, por lo que el NGF puede
modular la transcripcién de diversos
genes. Estos receptores pueden inte-
ractuar a dos niveles: en membrana,
para formar sitios de unién de alta
afinidad y por intercomunicacion de
sus cascadas de transduccion. Los
mecanismos implicados en la
interaccién de los tipos de receptores
no se conocen con claridad.

de neuritas
Sy,

proliferacion .
Anicio heuritas Mantenimiento

-Gamblo forma neuritas
Supervivencia

-Apoptosis

89




Por ultimo, la comprension de las cascadas transducciéon de sefiales en
respuesta a NGF se complica todavia mas, ya que ademas de la existencia
de dos tipos de receptores con vias de transduccion propias y complejas,
se observa también una regulacién reciproca entre las diferentes cascadas.
Los mecanismos involucrados en esta regulacién reciproca no son
conocidos, pero se sabe que la expresion simultanea de TrkA y p75 inhibe

mutuamente la accién de los receptores.

Por ejemplo, tanto TrkA como p75 son capaces de inducir apoptosis en
respuesta a NGF si se expresan individualmente; sin embargo, al
expresarse simultaineamente, el tratamiento con NGF no sélo inhibe la
apoptosis, sino que las células tratadas con este factor de crecimiento se
hacen dependientes de él para su supervivencia y mueren cuando el NGF
es retirado del medio. Esto sugiere que la cascada de transduccién
resultante de la activacion de TrkA y p75 es distinta a la simple adicién de

las cascadas individuales de cada receptor236,

Debido a esta complejidad, no se conoce completamente el mecanismo
efector del NGF; sin embargo, la expresion de los receptores p75 y/o TrkA
hace que distintos tipos celulares sean afectados por este factor de
crecimiento. Como se menciondé en un principio, otra caracteristica que
comparten las células §§ pancreaticas con las neuronas es la expresion del
receptor TrkA, lo que hace que las células insulares puedan ser reguladas
por NGF4.

3.2) Regulacién del fenotipo de las células 8 por NGF.

Entre las tltimas evidencias gue apoyaban un probable origen ectodérmico
para las células B pancredticas se encontraba la observaciéon del
crecimiento de procesos parecidos a neuritas, de manera espontanea
cuando las células eran cultivadas in vitro en medios suplementados con

suero. La aplicacién de técnicas de biologia molecular, como delecién de
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genes, hibridacién in situ y RT-PCR, a la observacion del desarrollo
embrionario, demostré que las células f provenian del endodermo, al igual

que los otros tipos pancreaticos? (ver primera seccién).

Sin embargo, la relevancia de estos cambios morfologico para la fisiologia
de la célula & no habia sido esclarecida, asi como tampoco los mecanismos
que regulaban el crecimiento de estos procesos. Por la similitud entre los
procesos de células § con las neuritas de células derivadas de la cresta
neural, se propuso que los factores neurotroficos podrian modular los

cambios morfoldgicos de las células .

Dado que el NGF era la neurotrofina mejor conocida, se investigb el efecto
de este factor de crecimiento sobre el crecimiento de neuritas en células 8.
Inicialmente, se demostrd que el NGF inducia el crecimiento de neuritas en
lineas tumorales de células 5 de rata’ y mas tarde se demostro este efecto
en cultivos primarios de células de rata adulta y fetall. Esto indicaba que
las células 5 eran sensibles al NGF, lo que sugeria que este factor de
crecimiento podria regular otros aspectos del fenotipo de la células . En
particular, las acciones del NGF podrian ser relevantes durante el

desarrollo de las células f y para la regulacion de la secrecion de insulina.

Para demostrar la importancia del NGF como modulador fisiologico de la
célula, primero se debe demostrar que es la sensibilidad a este factor no es
una caracteristica que las células 5 adquieren al ser disectadas y
cultivadas in vitro. La expresion de receptores a NGF in vivo sugiere que las
células pancreaticas son sensibles al NGF durante distintas etapas del
desarrollo. De hecho, en etapas tempranas de la ontogenia del pancreas el
receptor TrkA se expresa en células ductulares pancreaticas y conforme
avanza el desarrollo la expresion se confina a las células insulares;
mientras que en la etapa adulta, estd expresion esta confinada a las

células 34,
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La actividad de TrkA es importante para la formacién correcta de los
islotes pancreéticos; ya que en un modelo de desarrollo de islotes, un
inhibidor especifico de TrkA retarda significativamente su formacion. Esto
sugeria que el NGF regulaba la acumulacién de células endocrinas para
formar islotes. Inclusive, se llegd a proponer que el NGF producido por
células no endocrinas que rodeaban a los islotes era responsable de esta

agregacion, actuando como una sefial paracrinass,

Dado que las células $ de rata adulta expresan TrkA, y que son sensibles
al NGF, se analizaron los efectos de este factor de crecimiento sobre la
secrecion de insulina. En un principio, nuestro laboratorio demostré que
las células tratadas con NGF continuaban sintetizando insulina y, ademas,
los granulos de insulina se distribuian tanto en los cuerpos celulares como

en las neuritas de las células modificadas morfologicamente!.

Esta células tratadas no soélo sintetizan insulina, sino contintian
secretandola. Mas aan, después de 5-7 dias en cuitivo, en las células
tratadas con NGF la secrecion de insulina es mayor en respuesta a una
concentracion elevada de glucosa (20.6 mM), que en respuesta a una
concentraciéon baja (5.6 mM) de la hexosa. Esta capacidad de
discriminaciéon entre concentraciones diferentes de glucosa se pierde en las

células 3 no tratadas conforme avanza el tiempo en cultivol,

El efecto del NGF sobre la discrimminacién entre concentraciones de glucosa
se observa al tratar a las células 8 con la isoforma NGF7S, que como se
menciondé con anterioridad, es una isoforrna con actividad biologica
disminuida. Estudios recientes de nuestro laboratorio (C. Sanchez y M.
Hiriart, comunicacion personal), demuestran que el tratamiento durante
cinco dias con la isoforma NGF2.5S, que practicamente esta formada por
subunidades  puras, aumenta significativamente la secrecion de insulina

con respecto a la secrecién del grupo testigo.
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El NGF2.5S también tiene efectos a corto plazo sobre la secrecién de
insulina, ya que el tratamiento con este factor de crecimiento durante 1
hora potencia la secrecion de insulina inducida por glucosa. Esta
potenciacion de la secrecién de insulina a corto y largo plazo se observa
tanto en una concentracion baja de glucosa (5.6 mM), como en una
elevada (20.6 mM). Estos resultados sugieren que el NGF es un modulador

importante de la secrecion de insulina.

Esta modulacién podria darse a distintos niveles, tanto por la interaccién
de seﬁales intracelulares producidas por la activacién de TrkA y por el
metabolismo de glucosa, como por efectos del factor de crecimiento sobre
la actividad eléctrica de las células f3. Existen evidencias que indican que
la glucosa y el NGF estimulan la actividad de la cinasa MAPK en la linea
celular INS1, derivada de un insulinoma de rata. Este aumento en
actividad esta relacionado con la potenciacidon por NGF de la secrecion de

insulina inducida por una concentracion elevada de glucosa?57 (15 mM).

La activacion de cinasas de proteinas, como MAPK, por glucosa y NGF
sugiere una intercomunicaciéon (crosstalking) de las vias de sefializacion
act:vadas por estas dos moléculas. Esta intercomunicacién podria tener
1n3erenc1a sobre la exocitosis de los granu]os de insulina, y de esta manera
explicar la potenciacién de la secrecién de insulina. Sin embargo, esta
potenciacién también podria explicarse por efectos de las cinasa de
proteinas a otros niveles de la fisiologia de la célula f3; ya que MAPK esta
implicada en la regulacion de la expresién génica por NGF. Ademas, en la
cascada de activaciéon de MAPK participa un gran variedad de cinasas de

proteinas (como se vio en la seccidén anterior).

La actividad de estas cinasas de proteinas podria afectar la actividad de
canales ionicos en la membrana de la célula 3258, Ademas, la activacién de

MAPK podria inducir la transcripcién de los genes que codifican para
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canales i6nicos. Estos dos procesos, en conjunto, modificarian la actividad
eléctrica de la célula, un efecto del NGF que ha sido observado en otros

tipos celulares2?, lo que a su vez modularia la secrecion de insulina.

Experimentos de nuestro laboratorio demostraron que e! tratamiento
durante 5-7 dias con NGF aumenta la densidad de corriente de Na* de las
células . Este aumento en densidad de corriente de sodio no es
acompanado por cambios en la dependencia al voltaje de la activacion ni la
inactivaciéon en estado estacionario de la corriente®. Estas observaciones
sugieren que existe un aumento en el numero de canales de sodio
presentes en la membrana de las células $ en respuesta al NGF (ver figura
11}.
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Figura 11. El1 NGF aumenta la corriente de sodio de células 8.

A) Relacion I-V de la corriente de Na* de células 6 después de 5-7 dias en cultivo. Las
células tratadas con NGF (¥) presentan una corriente de sodic =50% mayor que las
células del grupo iestigo (). El tratamiento con dbAMPc (m} no modifica significativamente
la magnitud de esta corriente (* P<0.01 vs grupo testigo, pruebas de ANOVA y Fisher). B)
Dependencia al voltaje de la activacién de la corriente de Na*. C) Dependencia al voltaje de
la inactivacién en estado estacionario de la corriente de Na*. Ninguno de los tratamiento
afecta significativamente estas dos caracteristicas de la corriente de Na* de células . Esto
que sugiere que en los tres grupos, la corriente de Na* es conducida por el mismo tipo de
canal idénico. (Modificada de Rosenbaum et al.8)
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Recientemente, también hemos descrito un aumento en la densidad de
corriente de calcio tipo L de las células 5 inducido por NGF!99. Este
aumento se observa en células tratadas durante 5-7 dias con el factor de
crecimiento, al igual que en células tratadas durante periodos cortos, es
decir, en células cultivadas durante 24 horas y expuestas durante 5

minutos previos al registro a NGF (T. Rosenbaum, tesis doctoral}.

Los aumentos en las densidades de corrientes iénicas podrian afectar el
patrén de disparo del potencial de accion de las células . Estos posibiles
cambios en la actividad eléctrica podrian estar relacionados con la
potenciacion de la secreciéon de insulina promovida por NGF. Por esta
razén, es necesario comprender los mecanismos involucrados en el
aumento de la densidad de corrientes iénicas inducido por NGF y analizar
los posibles efectos de estas corrientes aumentadas sobre la actividad

eléctrica de células  pancreaticas.
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«..Y ES QUE NO HAY NADA MEJOR QUE IMAGINAR, LA FISICA ES
UN PLACER, Y ES QUE NO NADA MEJOR QUE FORMULAR,
ESCUCHAR Y OIR A LA VEZ. MIDE EL ANGULO FORMADO POR TI Y
POR M, ES LA SOLUCION A ALGO MUY COMUN AQUL. AHORA TU
NGO DEJES DE HABLAR, SOMOS COORDENADAS DE UN PAR,
INCOGNITA QUE AUN FALTA POR DESPEJAR.”

Nacnra Popr (UNa DECIMA DE SEGUNDO, 1983)

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existen muchas evidencias experimentales que sugieren que el NGF es un
modulador importante de la fisiologia de las células $ pancreaticas, en
particular, de la secrecién de insulina. La potenciaciéon por este factor de
crecimiento de la secrecién podria deberse a cambios en la actividad eléctrica
de las células 5, ya que el NGF aumenta la densidad de corriente de sodio, asi

como la de calcio.

Por lo dicho anteriormente, es necesario conocer los mecanismos responsables
de este aumento en densidad de corriente. Asi mismo, también es importante
evaluar la posibilidad que estas corrientes aumentadas induzcan cambios en el
patron de disparo de potenciales de accion de las células . En el presente
trabajo estudiaremos en particular los mecanismos involucrados en el aumento
en densidad de corriente de sodio y el papel que desempefia esta corriente
durante el disparo del potencial de acciéon de las células 8, ya que

recientemente hemos demostrado que el NGF modula esta corrientes.
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Ademas, es indispensable saber si estas células pueden estar expuestas al
NGF in vivo, con el fin de saber que tan relevante es el papel de este factor de

crecimiento como regulador de la célula f en el islote pancreatico.

_En este trabajo nos proponemos estudiar los procesos celulares involucrados
en el aumento de densidad de corriente de sodio inducido por NGF en las
células 8. Este aumento podria deberse a un incremento en el namero de
canales activables en la membrana plasmatica de las células 8, de manera

similar a lo sucedido en otros tipos celulares sensibles a NGF260,

También evaluaremos la participaciéon de la corriente de sodio, la cual no ha
sido esclarecida hasta ahora, en el potencial de accion de células
pancreaticas de rata, ya es probable que una corriente de sodio aumentada

modifique el patrén de disparo de estos potenciales de accion.

Por ultimo, nos proponemos identificar una fuente pancreatica de NGF, al cual
pudieran estar expuestas las células 3 in vivo; ya que en muchos sistemas

celulares, esta neurotrofina actua a distancias cortas, de manera paracrina223,
Para llevar a cabo esto, plantemos los siguientes objetivos:

1. Analizar el papel que desempena la sintesis de canales de sodio en el
aumento en densidad de corriente inducido por NGF.
1.1. Evaluar el efecto de inhibidores de sintesis proteica sobre este
aumento en densidad de corriente.

1.2. Evaluar el efecto de inhibidores de transcripcién sobre este aumento
en densidad de corriente.

1.3. Analizar el efecto del NGF sobre la transcripcion de RNAm que
codifica para canales de sodio de células .
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2. Evaluar la participacién de la corriente de sodio aumentada en el potencial

de accién de las células B.

2.1.

2.2,

2.3.

Caracterizar el potencial de accién de células 5 de rata bajo la técnica
de registro de "parche perforado”.

Analizar la participacion de la corriente de sodio en el potencial de
accion de las células 8.

Analizar la participacion de la corriente de sodio en el potencial de
accion de células £ tratadas con NGF.

3. Identificar una fuente pancreatica de NGF.

3.1

3.2

Analizar la expresion de NGF en cultivos primarios de células 8
pancreaticas.

Caracterizar la secrecion de NGF en cultivos primarios de células 8
pancreaticas.
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"WELL I'LL SPEAK TO MACHINES WITH THE VOICE OF HUMANITY,
SFEAK TO THE WISE WITH THE VOICE OF INSANITY, SPEAK TO
THE PRESENT IN THE PAST AND FUTURE TENSE. I'LL SPRAK TO A
SLAVE WITH THE VOICE OF OBEDIENCE,

I STOLE A FIRE BUT IT BURNED UP MUCH TOC SOON,

I TOOK A LEAP AND I LANDED ON THE MOON.”

MARILLION {(MAN OF A THOUSAND FACES, 1997)

III. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL

Los reactivos se obtuvieron de las siguientes fuentes:

Colagenasa tipo IV de Worthington (Freehold, NJ, USA); suero bovino fetal (SBF),
solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) y soluciones de gentamicina y
penicilina-estreptomicina de Gibco (Grand Island, NY, USA); albimina de suero
bovino (BSA), medio RPMI 1640, D-[+]-glucosa, solucion dispersante, sal de
Spinner-Eagle, NGF 2.5S y antisueros contra NGF 2.5S de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Mo, USA); antisuero contra insulina de Incstar Corp. (Stillwater, Mi,
USAJ; reactivos para inmunocitoquimica de Vector Labs. {Burlingame, CA, USA);
Anestesal (Pentobarbital sodico}j de Smith Kline {Norden de México); reactivos
para reaccion de polimerasa de Perkin Elmer de México (México, D.F.); reactivos
para prueba de ELISA de NGF de Promega (USA).
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2. METODOS

2.1) Cultivo de células g.

Los islotes pancreaticos fueron obtenidos de ratas Wistar machos de 250-280 g
‘de peso, siguiendo un protocolo descrito con anterioridad!. El cuidado de los
animales se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo publicado en “NIH guide for
the care and use of laboratory animals” (National Institute of Health Publication
No. 85-23, revisada 1985).

El protocolo consiste, de manera abreviada, en lo siguientes: Los pancreas son
insuflados con solucion salina balanceada de Hanks, con 0.1 % (peso/vol) de
albamina sérica bovina y gentamicina. Después, los pancreas son macerados
mecanicamente y digeridos con colagenasa tipo IV (0.5 mg/ml)}, para
posteriormente someter e} tejido a un gradiente de Ficoll. De este gradiente se
recupera la interfase superior, que contiene a los islotes pancreaticos libres de

tejido acinar.

Los islotes son lavados con solucion de Hanks y digeridos con tripsina (2.5
mg/ml) disuelta en solucion salina balanceada de Spinner, durante 10 minutos.
Una vez que las células insulares estan dispersas, son cultivadas en medio RPMI-
1640, suplementado con 5 % de suero bovino fetal {SBF), 200 U/mli de penicilina
G, 200 ug/ml de estreptomicina y 0.5 ug/ml anfotericina B.

Con el fin de obtener cultivos en donde predominaran las células insulares y con
un bajo namero de fibroblastos, las células se precultivaron durante una noche
en cajas de cultivo que ofrecen baja adherencia a las células del islote. De esta
manera los fibroblastos quedaran adheridos a las cajas y las células insulares
podran ser cosechadas y resembradas en cajas que ofrecen alta adherencia por el

resto del tiempo en cultivo.
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Para estudiar los efectos del NGF sobre los canales de sodio, las células fueron
tratadas con 50 ng/ml de NGF 2.58, que corresponden aproximadamente a una
concentracion de 1.7 nM. En algunos experimentos las células fueron tratadas
con 5 mM de monofosfato ciclico de dibutiriladenosina (dbAMPc), o la mezcla de
las dos moléculas. Estas concentraciones son las madas utilizadas en otros
modelos celulares para observar los efectos de estos dos factores sobre la

fisiologia celular!.

La concentracion de NGF utilizada se encuentra dentro del rango de la constante
de afinidad de los receptores de NGF (10-11-10° M); mientras que la
concentracion de dbAMPc permitié realizar los experimentos sin afectar la
viabilidad celular, porque con concentraciones mayores se observa mortandad

celular. El grupo testigo no recibié tratamiento alguno.

2.2) Registro electrofisiolégico.

Se llevaron a cabo registro electrofisiologicos mediante la técnica de fijacién
eléctrica en microdreas de membrana (patch-clamp), tanto para registros de
voltaje, como de corriente. Los registros se llevaron a cabo en células cultivadas
durante 5 dias en condiciones testigo o con NGF. Se fabricaron microelectrodos
de registro con vidrio Kimax-51 y se recubrieron con el aislante Sylgard. La

resistencia de los electrodos en la solucién de registro fue de 1.5 a 1.8 MQ.

Se utilizaron dos configuraciones de la técnica de fijacién: de célula completa
(whole cell) y de parche perforado {perforated patch}. La configuracién de célula
completa consiste en formar un sello de alta resistencia (gigaohms) entre la
punta de un microelectrodo de vidrio y la membrana celular. Después de hacer el
sello se rompe la membrana que subyace al electrodo, por medio de un pulso de

succion, lo que hace posible el registro de las corrientes idonicas macroscopicas.
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Para la configuracion de parche perforado se hace un sello de alta resistencia de
manera similar, pero la continuidad entre el interior de la pipeta y la célula se
logra por medio de anfotericina B, la cual forma pequerios poros en la membrana
que permiten el registro electrofisiologico. Esta técnica evita el intercambio de
todo el contenido celular por el medio interno de la pipeta, por lo que el
metabolismo celular permanece intacto, a diferencia de la configuracion de célula

completa.

La generacion de pulsos y la adquisicion de datos fue controlada por medio de
un amplificador Axopatch 200A, conectado por una interfaz Ti-200 a una
computadora. Los datos fueron adquiridos y analizados con el programa Pclamp,

version 6.2,

Para la obtencién de las relaciones entre corriente y voltaje (curvas I-V), se
aplicaron pulsos despolarizantes de -40 mV a +40 mV con incrementos de +10
mV, desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. Para el registro de
potencial de membrana mediante la técnica de fijacién de corriente se utilizaron
estimulos de 2nA.

Las soluciones de registro fueron las siguientes:

Solucién externa: 130 mM NaCl, 5 mM KCL, 2.5 mM CaClz, 2 mM MgCl,, 10 mM
HEPES, pH=7.4, 295-300 mosm/kg. Para el registro de fijacién de voltaje esta
solucién contenia ademas 10 mM glucosa, mientras que para el registro de
fijacion de corriente contenia 10 mM glucosa o bien 20 mM. En este ultimo caso

se ajustaba la osmolaridad disminuyendo 10 mM de KCL.

Solucién interna para registro en célula completa: 120 mM CsAsp, 10 mM
NaCl, 5 mM CsF, 10 mM HEPES, 2.5 mM BAPTA, pH=7.35, 290-295
mosm/kg. El uso de Cs* permite el registro de corrientes catidnicas entrantes

al bloquear las corrientes salientes de K*.
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Solucion interna para registro en parche perforado: 140 mM KCI, 5 mM NaCl, 5
mM NaF, 2 mM MgClz, 5 mM HEPES, 0.25mg/ml Anfotericina B.

2.3) RT-PCR para medicién de RNAm.

‘Se utilizd la técnica de RT-PCR para determinar la éxpresic’)n de NGF y para
evaluar los efectos del tratamiento con NGF sobre los niveles en estado
estacionario de RNAm para la subunidad a tipo III de canal de sodio. El RNA de
células 5 fue obtenido al lisar a las células en reactivo TRIzol26! (1ml/106
células). De manera breve, la técnica de RT-PCR consiste en realizar una
transcripcion reversa de RNA a DNA con la enzima transcriptasa reversa..
Posteriormente, se lleva a cabo una amplificacién del cDNA de interés utilizando

la polimerasa Tagq y los oligonucledtidos especificos para cada gene.

Para establecer la identidad del producto de amplificacion y realizar mediciones
de niveles de RNAm, los productos fueron separados por electroforesis; para
después ser transferidos a una matriz de nylon, para poder ser hibridados con
un oligonucledtido interno. La secuencia de este oligonucleétido interno esta

incluida dentro del producto de amplificacion.

Se disenaron oligonucleotidos de 17-20 bases a partir de las secuencias
reportadas para los genes de NGF, subunidad « tipo IIl y GAPDH. Este ultimo
gene se utilizd como control intermo de expresion, con el fin de llevar a cabo

reacciones semicuantitativas.

Se llevaron a cabo 25 ciclos de amplificacién para asegurar la cuantificacion de la
cantidad inicial de RNAm para cada uno de los genes, ya que bajo estas

condiciones, la reaccién de amplificacién no alcanza la meseta de saturacion.
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La secuencias utilizadas fueron las siguientes:

Para la subunidad a tipo III, la secuencia del oligonucleétido en sentido (5') fue
5'-GCCGAAATGGTCCTTAA-3'; mientras que la secuencia antisentido (3') fue 5'-
GGGTGGAGCAAGATCAA-3'. La temperatura de alineamiento para este par de
oligonucleotidos fue de 57° C. La secuencia del oligonucledtido interno para
hibridacién fue 5'-ACGGGCATCGAAATAAG-3'.

Para NGF, la secuencia sentido fue S-GGCATGCTGGACCCAAGCTC-3' y la
secuencia antisentido fue 5-GCGCTTGCTCCGGTGAGTCC-3'. La temperatura de
alineamiento para este par de oligonucledtidos fue de 59° C. La secuencia interna
para hibridacién fue 5'-ATCTAGACTTCCAGGCCC-3'.

Para GAPDH, la secuencia sentido fue 5-GCCCCCATGTTTGTGAT-3' y la
secuencia antisentido fue 5-GCCCCAGCATCAAAGGT-3'. La temperatura de

alineamiento para este par de oligonucledtidos fue de 57° C. La secuencia del
oligonucleétido para hibridacion fue 5'-GTGGATCTGACATGCCG-3'.

2.4) Inmunocitoquimica.

Las células insulares fueron fijadas en paraformaldehido al 4% (peso/vol) en
solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS). Posteriormente, se
permeabilizaron con Triton X100 al 0.01% (vol/vol} en soluciéon salina
amortiguada por TRIS (TBS). Una vez permeabilizadas, las células fueron
incubadas durante una noche con antisuero de conejo contra NGF y antisuero de

cobayo contra insulina, a las concentraciones recomendadas por los fabricantes.

Posteriormente, las células fueron incubadas durante 1 hora con antisuero de
cabra contra IgG de conejo marcado con CY5 (excitacion=650 nm, emision=670
nmy), para la deteccion de NGF y con antisuero de cabra contra IgG de cobayo

marcado con FITC (excitacion=494 nm, emisiéon=520 nm), para la deteccién de
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insulina. Las células fueron observadas bajo microscopia confocal, utilizando el
canal rojo para el CY5 (NGF) y el canal verde para FITC (insulina).

2.5) Deteccion de secrecion de NGF por células .

‘La secrecion de NGF se determiné por medio de andlisis inmunoenzimatico
(ELISA) de dos sitios. Las mediciones se realizaron de acuerdo con el protocolo
del fabricante, utilizando los sobrenadantes de cultivos de células 5 o de islotes
pancreaticos, incubados por 4h en solucién salina de Hanks, con glucosa 5 mM,
11 mM o 20 mM de glucosa.

El protocolo de ELISA consiste, de manera breve, en incubar durante 16 horas
placas de plastico con una solucion de antisuero contra NGF (10ug/ml) en
solucién amortiguadora de carbonatos (pH=8.7). Posteriormente estas placas son
lavadas con TBS adicionado con Tween-20 0.5% (vol/vol}, para después anadir
los sobrenadantes de cultivos e incubarlos en las placas durante 16 horas. Al dia
siguiente, las placas son lavadas de nuevo con TBS-Tween e incubadas durante
2 horas con un anticuerpo monoclonal contra NGF unido a peroxidasa. La

reaccion se revela con 3,3’°,5,5 tetrametil bencidieno {TMB) y se lee a 450 nm.

2.6) Bioensayo con células PC12.

Las células  fueron precultivadas durante 24 horas bajo condiciones testigo,
para asegurar la adhesiéon a las cajas de cultivo. Posteriormente, las células
fueron cultivadas 24 horas mas en un medio quimicamente definido, con el fin de
obtener un medio condicionado por células 3. El medio definido consistié en
medio RPMI 1640 suplementado con solucidon de insulina-transferrina-selenita

de sodio (1:100), putrescina (100uM) y progesterona (20nM).

Se cultivaron células PC12 durante 24 horas en los medios condicionados por

células B y al final de esta incubacién, las células PC12 fueron teriidas por

105



Inmunocitoquimica para TrkA y se conté el porcentaje de células que extendieron
neuritas. Para determinar la especificidad de los efectos biologicos, algunos
cultivos de células PC12 se realizaron con medios condicionados en presencia de

un anticuerpo contra NGF.

2.7} Andlisis estadistico.

Todos los datos se expresan como la media * error estandar de la media (ESM).
Para la validacién estadistica de los experimento se utilizd el programa Number
Cruncher Statystical System (NCSS v 4.2, Dr. Jerry L. Hintze, Kaysville, UT, USA,
1983), llevando a cabo las pruebas de analisis de varianza (ANOVA) de una sola
via, seguida por la prueba de Fisher. También se evaludé la significancia

estadistica con la prueba t de Student para datos no apareados.
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“AND ALL THAT IS NOW

AND ALL THAT IS GONE

ANDALL THAT'S TO COME

AND EVERYTHING UNDER THE SUN IS IN TUNE
BUT THE SUN IS ECLIPSED BY THE MOON."

PINk FLoyp (ECLIPSE, 1973)

IV. RESULTADOS

1. PAPEL DE LA SINTESIS PROTEICA EN EL AUMENTO DE DENSIDAD
DE CORRIENTE DE Na*DE CELULAS 8.

El NGF induce un aumento de aproximadamente el 70% en la densidad de
corriente de células 5, con respecto al grupo testigo (ver figura 11). Esta
corriente aumentada presenta la misma dependencia al voltaje en la
activacion y la inactivacion en estado estacionario que la corriente de Na*
de células del grupo testigo. Esto sugiere que en ambos grupos, las
corrientes de sodio son conducidas por el mismo tipo de canales y que €l
aumento en densidad de corriente inducido por NGF se debe al incremento
en el numero de canales activables en la membrana plasmatica de las

células R.

El incremento en el namero de canales podria deberse a la sintesis de
nuevos canales, que se insertaran en la membrana y contribuyeran a una
corriente de Na* mayor, tal como sucede en otros tipos celulares sensibles
a NGF. Para analizar esta primera hip6tesis, registramos las corrientes de
sodio de células B cultivadas durante 5-7 dias en presencia de NGF y

cicloheximida (10ug/ml}, que es un inhibidor de sintesis proteica?62,

Como se puede ver en la figura 12, el tratamiento con cicloheximida (CHX)
inhibe el efecto del NGF sobre la corriente de sodio de células 8, ya que no
existen diferencias significativas entre la relaciéon corriente-voltaje (I-V) de

células B del grupo testigo y la relacion de células tratadas con NGF+CHX.
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Figura 12. Efectos de la cicloheximida sobre el asumente de
densidad de corriente de Na* inducido por NGF en células 8
pancreaticas.

Las células 8 fueron cultivadas durante 5-7 dias bajo condiciones
testigo ¢ bien bajo tratamiento con NGF y/o CHX. A) Corrientes de Nat
de células B, producidas en respuesta a un pulse despolarizante a +10
mV. Se cobservan registros representativos de los diferentes grupos
experimentales. B) Relacién I-V de las células en los diferentes grupos
experimentales. Como se puede ver, la CHX inhibe el aumento en la
corriente de Na* inducido por NGF. (*P<0.01 vs todos los grupos;
pruebas de ANOVA y Fisher)

El tratamiento con CHX sola no afecta la corriente de Na* de células 3, ya

que tampoco existen diferencias significativas entre la relacién I-V  del

1G8




grupo de células testigo y la de células tratadas con CHX, lo que indica
que el efecto de la CHX es debido a la inhibicién de la sintesis proteica y
no a un bloqueo de canales de sodio. El efecto antagénico entre la CHX y el
NGF sobre la magnitud de la corriente macroscépica de sodio se refleja en
la densidad membranal de esta corriente. Esto se debe a que el
tratamiento con CHX no induce cambios en la capacitancia de las células
3 (ver Tabla 1).

Tabla 1. Efectos de CHX y ActD sobre la
densidad de corriente de sodio.

Grupo Capacitancia Densidad n

(PF) (PA/pF)
Testigo 8.310.6 -31.8+t56 27
NGF 86+0.8 -62.7 7.2* 27
CHX 8.7+0.8 -286+79 14
ActD 84104 -31.1+ 2.9 13

NGF+CHX 8.3+£0.3 29744 14
NGF+ActD 85206 -30.5£35 13

Esta tabla muestra el efecto del tratamiento con CHX y
ActD sobre la densidad de corriente de sodio de células &
cultivadas durante 5-7 dias. {n=numerc de células
registradas para cada grupo; *P<0.01 vs todos los grupos;
pruebas de ANOVAS y Fisher)

Ademas, el tratamiento con CHX no meodifica la dependencia al voltaje de
la activacién, ni la inactivaciéon en estado estacionario de la corriente de
sodio. Esto sugiere la corriente de sodio es conducida por los mismos
canales (ver figura 13). Estos resultados, en conjunto, demuestran que la

sintesis de proteinas es necesaria para que el NGF induzca el aumento en
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densidad de corriente de sodio, lo que apoya la hipétesis que el NGF

promueve la sintesis de mas canales de sodio en las células f5.

A 1.00 1

0.75 1

.52 4

0.26 1

Fraccién de corriente no inactivada

Conductancia de Na* (normalizada)

Figura 13. Efectos de la CHX sobre la activacién e inactivaciéon en estado
estacionario de la corriente de Na* de células 8.

Como muestra esta figura, no existen diferencias significativas entre las curvas de
activacion o inactivacién en estado estacionario de células B testigo, tratadas con NGF o
con NGF y CHX. A} Activacién de la corriente de sodio. B) Inactivacion en estado
estacionario de la misma corriente.
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2. PAPEL DE LA TRANSCRIPCION DE RNAm EN EL AUMENTO EN
DENSIDAD DE CORRIENTE DE NA*.

Dado que la sintesis proteica es necesaria para que el tratamiento con
NGF aumente la densidad de corriente de sodio, decidimos analizar la
contribucién de la transcripcién génica en este proceso, ya que el NGF
podria inducir un incremento en la cantidad de RNAm para canales de
sodio, que al traducirse darian lugar a un mayor numero de canales de

sodio en la membrana plasmatica de las células 8.

En primera instancia, analizamos el efecto de un bloqueador de
transcripcion sobre el aumento en densidad de corriente de Na* inducido
por NGF. Para esto, cultivamos a las células  durante 5-7 dias en
presencia de NGF y/o 4ug/ml actinomicina D262, que es un inhibidor de la

transcripcion génica.

Como se puede ver en la figura 14, el tratamiento con ActD impide que el
NGF aumente la corriente de sodio de células . Asi mismo, no se
observan cambios significativos con respecto al grupo testigo en la relaciéon

I-V de células tratadas solamente con ActD.

Como era esperable, el tratamiento con ActD impide el aumentc en
densidad de corriente de sodio inducido por NGF, ya que no existen
diferencias significativas entre la capacitancia promedio de las células de
cada grupo experimental, es decir células testigo, células tratadas con
ActD o NGF, o bien con NGF+ActD (ver Tabla 1).

El tratamiento con ActD tampoco modifica la dependencia al voltaje de la
activacion ni de la inactivacién en estado estacionario de la corriente de
sodio (ver figura 15}, lo que sugiere que la corriente de sodio es conducida

por los mismos canales de sodio. Estos resultados, en conjunto,
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demuestran que la transcripcién génica es necesaria para el aumento en

densidad de corriente de sodio.

N "' Testigo
"': HGF+ACtD
U—NGF
180pA l
2ms
B Yua (DAY

-Glﬁ -2 h 1 [ 1]
) ) Vm (mV)

Figura 14. Efectos de la actinomicina D sobre el aumento de densidad de corriente
de Na* inducido por NGF en células f pancreiticas.

Las células § fueron cultivadas durante 5-7 dias bajo condiciones testigo o bien bajo
tratamiento con NGF y/o ActD. A) Corrientes de Na* de células B, producidas en
respuesta a un pulso despolarizante a +10 mV. Se observan registros representativos de
los diferentes grupos experimentales. B) Relacion -V de las células en los diferentes
grupos experimentales. Como se puede ver, la ActD inhibe el aumento en la corriente de
Na* inducido por NGF. (*P<0.05 vs todos los grupos; pruebas de ANOVA y Fisher)
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Fraccion de corriente no inactivada

g

Conductancia de Na* (normalizada)
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Figura 15. Efectos de la ActD sobre la activaciéon e inactivacién en
estado estacionario de la corriente de Na* de células 8.

Como muestra esta figura, no existen diferencias significativas entre las
curvas de activacion o inactivacion en estado estacionario de células 8
testigo, tratadas con NGF o con NGF y ActD. A) Activacion de la
corriente de sodio. B) Inactivacién en estado estacionario de la misma
corriente.
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Los resultados de registro electrofisiolégico en células tratadas con CHX o
ActD demuestran que la sintesis proteica y la transcripcién génica son
necesarias apara que el NGF induzca el incremento en la densidad de
corriente de sodio; sin embargo, estos registros no demuestran que el NGF
afecte la sintesis de canales de sodio. Esto se debe a que el NGF podria
estar induciendo la sintesis de una proteina accesoria o bien, una
moduladora, que modificara la actividad de los canales de sodio en la
membrana plasmatica de las células 8. Ante la falta de esta proteina, por
el tratamiento con los inhibidores, no seria posible observar el aumento en

densidad de corriente de sodio.

Por esta razdon, resultaba indispensable analizar el efecto del NGF sobre la
sintesis de canales de sodio. Sin embargo, en nuestro modelo experimental
resulta practicamente imposible medir la produccién de las proteinas que
forman los canales de sodio, ya que para esto se necesita purificar grandes

cantidades de proteina, lo cual no es sencillo en cultivos primarios.

Debido a esta dificultad técnica, decidimos analizar el efecto del NGF sobre
el nivel en estado estacionario de RNAm para la subunidad a de canales de
sodio de células 5. Esta subunidad es la responsable de formar el poro
ibnico y por ello, es la tnica subunidad indispensable para la expresion de
los canales de sodio. Ademas, los experimentos con actinomicina D
sugerian que el aumento en la sintesis de canales de sodio podria

comenzar desde la transcripcién génica.

Para poder analizar este efecto del NGF, decidimos utilizar la técnica de
reaccién en cadena de polimerasa acoplada a transcripcion reversa (RT-
PCR), que es una técnica semicuantitativa que permite analizar el nivel de
un RNAm especifico a partir de cantidades pequerias (<1ug) de RNA total.
Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo con 200ng de RNA total

extraido de células 8 cultivadas durante 5-7 dias bajo condiciones testigo o
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bien, tratadas con NGF y/o dbAMPc. Esta tultima molécula se utilizé
debido a que es un analogo permeable de AMPc, que al igual que el NGF
induce el crecimiento de procesos parecidos a neuritas en células &; pero

no induce el aumento en densidad de corriente de sodio (ver figura 11).

Como cebadores (primers), se utilizaron oligonucleétidos disefiados a partir
de la secuencia reportada para la subunidad a tipo Il de canales de sodio
de cerebro de rata, ya que la expresiéon de este tipo de subunidad o ya

habia sido reportada en células 8 de rata219,

Como se puede ver en la figura 16, el NGF aumenta =2 veces el nivel de
RNAm para la subunidad o tipo III. Esto demuestra que el NGF modifica
especificamente la cantidad de RNAm para subunidad o tipo III. Esta
mayor cantidad de RNAm, al ser traducido, seria responsable de una
sintesis elevada de canales de sodio. Este mayor numero de canales
serian a su vez responsables del aumento en densidad de corriente de

sodio, al ser llevados a la membrana plasmatica de las células R.

A
T N A NA
Subunidad o e D o O Figura 16. Efectos del NGF sobre los niveles en
estado estacionario de RNAm para subunidad o

caror @D D D tipo III de canal de sodio. L
A) Reaccion de RT-PCR para subunidad « tipo Il y

B 8 GAPDH a partir de RNA total de los cuatro grupos
] - * experimentales (T=testigo, N=NGF, A=dbAMPc,

ga 20 ~L 5 NA=NGF+ dbAMPc). B) Niveles de RNAm para
3,% . . subunidad o tipo Il en los cuatro grupos,
g; ’ normalizados con respecto al grupo testigo. La
s3E 1 o reaccién de RT-PCR para GAPDH se utilizé para
ci2 normalizar la cantidad de RNA total en las
£7 s H reacciones para subunidad a. No existe diferencia
o0 i . . significativa entre los grupos Ny NA (*P<0.01 vs Ty

T N A NA A; prueba t de Student; n=5).
Por su parte, el tratamiento con dbAMPc no modificé significativamente el
nivel de RNAm para subunidad o tipo IIl. Este resultado correlaciona con

los registro electrofisiolégicos, ya que el dbcAMP no aumenta la densidad
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de corriente de sodio. Inclusive, tampoco existen diferencias significativas
en el nivel de RNAm para subunidad a entre el grupo tratado con NGF y
dbAMPc simultaneamente y el grupo tratado sélo con NGF. Esto también
correlaciona con los hallazgos electrofisiologicos, ya que no hay diferencias
significativas en la densidad de corriente de sodio de estos grupos (T.

Rosenbaum y M. Hiriart, comunicacién personal).

Esto implica que un efecto especifico del NGF sobre el RNAm de subunidad
a tipo III. Para corroborar que el aumento en el nivel de RNAm de esta
subunidad se debe a la activacion de la cascada de transducciéon de
sefiales del NGF, las células 5 fueron cultivadas durante 5-7 dias en
presencia de estaurosporina (ver figura 17). A esta concentracién, la
estaurosporina inhibe la actividad de cinasas de proteinas de serina y
treonina, asi como la de cinasas de tirosina. Este espectro amplio de
inhibicién asegura bloquear las diferentes vias de transducciéon de seiiales

que se activan en respuesta al NGF {ver introduccién seccién 3.).

A
T N+5t N

Subunidad ] .
- & Figura 17. Efecto de la estaurosporina sobre el

nivel de RNAm para subunidad o tipo III de
caroH (D GUD G0 canal de sodio.
B ., A) Reaccién de RT-PCR para subunidad o tipo III
* y GAPDH (T=testigo, N+St= NGF+ estauros-
20 I porina, N=NGF). B) Niveles de RNAm para

subunidad a tipo IlI norma-lizados con respecto
al grupo testigo. La reaccibn de RT-PCR para
GAPDH se utilizé para normalizar la cantidad de
RNA total en las reacciones para subunidad a.

( *P<0.01 vs T y N+S5t; prueba t de Student; n=5).

-
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-
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La estaurosporina inhibe el incremento en el nivel de RNAm para
subunidad a tipo III inducido por NGF. Esto demuestra que la actividad de
cinasas de tirosinas es necesaria para que el NGF induzca este aumento.

Estos resultados, en conjunto con los resultados electrofisiologicos,
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indican que el NGF induce un incremento en la sintesis de canales de
sodio a través de un aumento en el nivel del RNAm que codifica para estos
canales. Esta sintesis elevada se refleja en el aumento en densidad de

corriente de células .

3. EFECTOS DEL NGF SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE
CELULAS 8 DE RATA.

Con base en las observaciones anteriores decidimos evaluar la
participacion de los canales de sodio en la actividad eléctrica de células 8,
ya que, al igual que sucede en otros tipos celulares, la corriente conducida
por estos canales podria modificar el patrén de disparo de potenciales de

accion en estas células endocrinas.

Para esto, registramos la actividad eléctrica de células £ cultivadas
durante 5-7 dias bajo condiciones testigo o tratadas con NGF, mediante la
técnica de parche perforado (perforated patch). Inicialmente,
caracterizamos la actividad eléctrica en respuesta a dos distintas
concentraciones extracelulares de glucosa, una cercana al umbral de
secrecion de insulina (10.6 mMj y otra por encima de este umbral (20.6

mM), cercana a la concentracién de glucosa que induce secrecion maxima.

Mediante la técnica de parche perforado se pueden registrar en la misma
célula tanto corrientes idnicas (fijacion de voltaje), como el cambio del
voltaje membranal (fijaciébn de corriente}. El registro se comienza en la
configuraciéon de fijaciéon de voltaje, para asegurar, mediante el registro de
corrientes idénicas, que se tiene acceso a la célula, como se puede ver en la

figura 18.

117




Wi W |

10ms

Figura 18. Familias de corrientes iénicas de células 8.

Esta figura muestra dos familias de corrientes ionicas de células 8, registradas en la
configuracion de fijacion de voltaje de la técnica de parche perforado. Estas familias
de corrientes se obtuvieron en respuesta a un estimulo que variaba de -40 a +10 mV,
en incrementos de 10 mV, desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. A)
Familia de corrientes de una célula £ tratada con NGF. B) Familia de corrientes de
una célula del grupo testigo. En ambos casos se observa un componente entrante
transitorio, que corresponde a la corriente de Na*, y un componente saliente
sostenido, que corresponde a una corriente de K. La corriente de calcio queda
enmascarada por el componente de potasio!93.

Una vez establecido el acceso al célula, se registro la actividad eléctrica en
respuesta a glucosa y un estimulo de 0.2nA. Para caracterizar los efectos
del NGF sobre la actividad eléctrica de las células  decidimos evaluar tres
parametros. El primero de estos parametros fue la fracciéon de tiempo de
permanencia en potencial de meseta, la cual estd correlacionada con la

cantidad de insulina secretada.

El segundo parametro fue el nimero de disparos por registro, es decir la
frecuencia con que dispara cada célula, la cual también correlaciona con
la secrecion de insulina, ya que a mayor frecuencia de disparo se observa
mayor secrecion de esta hormona2¢3. El tercer parametro evaluado fue el
area bajo los potenciales de accion de las células B, ya que esto estima
tanto el tiempo de duraciéon de los potenciales como la magnitud de la

despolarizacion.
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En primera instancia, evaluamos el efecto del aumento en la concentraciéon
extracelular de glucosa sobre la actividad eléctrica de las células 8, ya que
el disparo de potenciales de accién de estas células depende del
metabolismo de la hexosa (ver figura 8). Como se puede ver en la figura 19,
el aumento en la concentracion de glucosa induce cambios en el patréon de

disparo de las células  testigo.

100 1 glucosa 10 mM

50 +

Y (11 LR et
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<100 +
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50 4+
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Figura 19. Efectos de Ia glucosa sobre el patréon de disparo de células 8.

Esta figura muestra que €l aumento en la concentracion extracelular de glucosa induce
un cambio en el patrén de disparo en las células £ del grupo testigo, después de 5-7 dias
en cultivo. Tanto en glucosa 10 mM (panel superior), como en glucosa 20 mM (panel
inferior), los disparos presentan un componente de despolarizacion lenta, seguida de un
componente de despolarizacion rapida. Algunas células presentan disparos en forma de
espigas que sobrepasan el nivel de 0 mV (overshoot); mientras que otras presentan
despolarizaciones mas sostenidas, en forma de meseta.
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Bajo nuestras condiciones de registro, existe una actividad eléctrica mas
sostenida en presencia de glucosa 20 mM, que en presencia de glucosa 10
mM. Ademas, en las células registradas en la concentracion alta se
presentaban ocasionalmente disparos que sobrepasaban el nivel de 0 mV
(overshoot), mientras que los disparos en glucosa 10 mM nunca

sobrepasaron este valor.

El tratamiento con NGF también induce cambios significativos en el
patron de disparo de las células f, tanto en glucosa 10 mM, como en
glucosa 20 mM (ver figura 20); ya que la actividad de células tratadas con
NGF es sostenida por mas tiempo que la de células testigo. Ademas, El
NGF induce la aparicion de disparos que sobrepasan los 0 mV en

respuesta a glucosa 10 mM.

Glucasa 10 mM Giucosa 20 mM

100 1 w00 T

4

50 4

¥m Imv) [+ I et L LIt L P VP

400 4 100
100me testigo 100me testigo
100 ¢ 00 7

Vm {mV) & 1 Vm imv)o 4.
50 1 £+
J00 4 400 4
10ome NGF 100ms NGE

Figura 20. Efectos del NGF sobre el patrén de disparo de células 8.

El tratamiento con NGF (parte inferior) durante 5-7 dias induce cambios
en el patron de disparo de las células B, tanto en respuesta a glucosa 10
mM (derecha), como en respuesta a glucosa 20 mM (izquierda).
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Las células 3 tratadas con NGF también son sensibles al aumento en la
concentracion extracelular de glucosa, ya que en este grupo experimental
el patron de disparo en glucosa 10 mM es diferente del que se observa en
glucosa 20 mM. Es decir, las células tratadas con NGF conservan la

capacidad de discriminar entre dos concentraciones distintas del azucar.

La elevacion de la concentraciéon extracelular de glucosa induce, tanto en
células £ testigo como en las tratadas con NGG, incrementos significativos
en los tres parérhetros evaluados: fraccién de tiempo en meseta (figura 21),
numero de disparos por registro (figura 22) y area bajo los potenciales de

accion (figura 23).

1.0 1
1 glucosa 10mM

0.9 + glucosa 20mMm
0.8 -
0.7
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 4

Fraccion de tiempo en meseta

0.1 -

0.0

T NGF

Figura 21. Tiempo de permanencia en meseta de la actividad eléctrica de células £.
La elevacion de la concentracion extracelular de glucosa induce que la fraccion de tiempo
de permanencia en meseta aumente, tanto en los potenciales de accion de células
testigo, como en los de células tratadas con NGIF. Ademas, las células tratadas con NGF
permanecen mas tiempo en este potencial de meseta que las células testigo, en las dos
concentraciones de glucosa. El tiempo de permanencia en meseta se midié a partir del
momento en que comienza la despolarizacién rapida y hasta el inicio de la fase de
repolarizacion del potencial de accién, sumando cada uno de estos periodos y dividiendo
entre la duracion total del registro. (**p<0.01 vs todos los grupos; *p<0.05 vs glucosa 10
mM; +p<0.01 vs T; pruebas de ANOVA y Fisher; n=17)

121




201 == glucosa 10mM §
18 - glucosa 20mM
16
14 4
12
10
8 -
6
4

No. de disparos / 500ms

T NGF
Plgura 22. NGmero de disparos por registro de la actividad eléctrica de células 8.

La elevacion de la concentracion extracetular de glucosa induce el aumento en el niimero
de disparos por cada registro (duraciéon: 300 ms) en la actividad eléctrica del grupo de
células testigo y el grupo tratado con NGF. El tratamiento con NGF induce un aumento
en esta frecuencia de disparo bajo glucosa 10 mM. Bajo giucosa 20 mM, la frecuencia
tiende a aumentar pero la diferencia no es significativa. (§P<0.05 vs glucosa 10 mM;
1P<0.05 vs T; pruebas de ANOVA y Fisher; n=17)
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Figura 23. Area bajo los potenciales de accién de células 8 eléctrica de células £.

La elevacion de la concentracion extracelular de glucosa induce el aumento el area bajo
los disparos en el grupo de células testigo y el grupo tratado con NGF. El tratamiento con
NGF induce un aumento significativo en esta area con respecto al grupo testigo, tanto en
glucosa 10 mM, como en glucosa 20 mM. {(**P<0.01 vs todos los grupos; +P<0.01 vs T;
$P<0.01 vs glucosa 10 mM; pruebas de ANOVA y Fisher; n=17)
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En las células tratadas con NGF, el aumento en la fraccién de tiempo de
permanencia en meseta en respuesta a glucosa 20 mM fue mas marcado
que en las células del grupos testigo. Esto implica que las células tratadas
con NGF discriminan mejor entre una concentracion de glucosa y otra, lo

cual concuerda con nuestras observaciones de secrecion de insulinat.

Las células 3 tratadas con NGF permanecen mas tiempo en potencial de
meseta que las cé€lulas testigo, en ambas concentraciones de glucosa. Este
aumento en la fraccién de permanencia en meseta se refleja en potenciales
de mayor duracion; el cual, en combinacién con despolarizaciones de
mayor magnitud, se traduce en un aumento en el area bajo los potenciales
de accibn de las células tratadas con NGF. Nuestros resultados
demuestran que este factor de crecimiento potencia la actividad eléctrica

de las células 5 inducida por glucosa.

4. PARTICIPACION DE LOS CANALES DE SODIO EN LA ACTIVIDAD
ELECTRICA DE CELULAS £ DE RATA.

La potenciacion de la actividad eléctrica podria ser responsable del
aumento en la secrecion de insulina inducido por NGF, y podria estar
relacionada con el incremento en la densidad de corriente de sodio. Por
esta razén, decidimos analizar la participacion de los canales de sodio

durante el disparo del potencial de acciéon de células 3 de rata.

Para esto, registramos la actividad eléctrica de células 5 en presencia de
tetrodotoxina (TTX}, la cual bloquea la corriente de sodio de estas
células!93, La TTX fue aplicada a través de un sistema de perfusion directa
a presién (picospritzer), a una concentraciéon de 10uM, en pulsos de 20 ms

de duracion.

La actividad eléctrica se registré en células f cultivadas durante 5-7 dias

bajo condiciones testigo o tratadas con NGF, a una concentracién elevada
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de glucosa (20.6 mM). A esta concentracion de glucosa, la corriente de
sodio participa de manera importante durante la secrecién de insulina, ya
que la administracion de TTX disminuye la cantidad de insulina

secretadal®d,

Como se puede ver en la figura 24, la exposicion a TTX modifica el patron
de disparo de las células . Esta toxina reduce la magnitud de las
despolarizaciones alcanzadas por los potenciales de accion de las células
3, tanto en el grupo testigo como en las tratadas con NGF, lo que se refleja

en una disminucion en el area bajo los disparos (figura 295).

1601 testigo

50 1

Vm (mV) 0 }-

400 L

200ms

100 1 TTX

50 +
Vm (mV) @ -

50 -

100 1

200ms
Figura 24. Efecto de la tetrodotoxina (TTX) sobre el patron de disparo de células £.

Esta figura muestra el registro de fijacién de corriente de una célula representativa del
grupo tratado con NGF, antes (panel superior) y después (panel inferior) de la aplicacién
de TTX (10 uM /20 msj.
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Figura 25. La TTX disminuye el drea bajo los disparos de células 8.

La exposiciéon a TTX disminuye significativamente el area bajo los disparos de células &
testigo y tratadas con NGF. Se observa un efecto mas marcado en las células tratadas
con NGF. {*P<0.01 vs TTX; prueba t de Student; n=06)

En el grupo testigo la disminucion en el area bajo los disparos se debe a
que los potenciales de accién presentan magnitudes menores en presencia
de TTX. En las células tratadas con NGF, la TTX también reduce la
magnitud de los potenciales, pero ademas disminuye significativamente la
duracion de los disparos, va que estas células permanecen menos tiempo
en potencial de meseta {figura 26). Debido a esto, se observa un efecto mas

marcado de la TTX en las células tratadas con NGF.

10 1 =3 sin TTX
09 { CEEER con TTX

0.8 1
0.7 4
0.8 4
0.5+
0.4 4
0.3 1
0.2 4
0.1 1
0.0

Fraccién de tiempo en meseta

T N
Figura 26. Efecto de Ia TTX sobre el tiempo de permanencia en meseta de la

actividad eléctrica de células 8.

La exposicion a TTX no modifica significativamente la fraccion de tiempo en meseta en
células del grupo testigo; sin embargo, en células tratadas con NGF, la TTX disminuye
significativamente este parametro. (*P<0.05 vs todos los grupos; prueba t de Student;
n=0)
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Estos resultados sugieren que la corriente de sodio juega un pape! mas
importante durante el disparo de potenciales de accidon de células tratadas
con NGF que en las células testigo, ya que los efectos de la TTX son mas

notorios en el primer grupo experimental.

En ambos grupos, la corriente de sodio no parece determinar la frecuencia
de disparo de las células 5, ya que la exposicibn a TTX no modifica

significativamente el numero de disparos por registro (figura 27).

189 — sin TTX

14 | R con TTX

12 -

10 1

No. de disparos / 500ms
- 3

T N
Figura 27. La TTX no modifica la frecuencia de disparo de las células £.

La exposicidon a TTX no modifica significativamente la frecuencia de disparo de células %
de ambos grupos experimentales.

Estos resultados demuestran que la corriente de sodio si participa durante
el disparo de potenciales de accién de células 5 de rata. Esta corriente
parece tener mayor relevancia en el disparo de células tratadas con NGF,
va que en estas células la corriente de sodio determina la magnitud y la
fraccion de tiempo en meseta; mientras que en las células del grupo
testigo, la corriente de sodio solamente determina la magnitud de los

potenciales de accién.

Esta participacion diferenciada de la corriente de sodio podria deberse a
que las células tratadas con NGF presentan una corriente de mayor
magnitud, y por esta razon contribuya mas a la despolarizacién que se

produce durante el potencial de accion.
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En ambos grupos, la corriente de sodio no estid implicada en la
determinacién de la frecuencia de disparo de los potenciales de accién.
Esta observacion en conjunto con el dato que demuestra que no existen
diferencias entre el numero de disparos de células testigo y tratadas con
NGF (ver figura 22), correlaciona con los hallazgos de fijacion de voltaje; en
donde se observa que la inactivacién en estado estacionario de la corriente

de sodio es similar en ambos grupos (ver figura 11).

5. IDENTIFICACION DE UNA FUENTE PANCREATICA DE NGF.

Los resultados anteriores muestran que el aumento en la densidad de
corriente de sodio inducido por NGF esta ligado a una mayor actividad
eléctrica de células 3. Esta actividad, a su vez, podria ser responsable de la
potenciacion de la secrecién de insulina por NGF. Esto sugiere que este
factor de crecimiento podria jugar un papel muy importante en la
regulacion de la fisiologia de las células f, si estas células pudieran estar

expuestas in vivo al NGF.

Por esta razén, decimos identificar una fuente insular de NGF. En primera
instancia, analizamos la expresidon de NGF en cultivos primarios de células
insulares de rata, por medio de técnicas de inmunocitoquimica. Para esto,
se utilizo la técnica de doble marcaje fluorescente, para NGF e insulina, lo

que permite identificar el tipo celular que exprese NGF.

Como se puede ver en la figura 28, las células insulares expresan NGF. La
tincién para esta factor coincide con la tinciéon para insulina, lo que indica
que las células B son capaces de sintetizarlo. Aproximadamente 3% de las
células positivas para NGF son negativas para insulina. Esto implica que,
ademas de las células f, existe otra pequefia poblacién de células

insulares capaz de sintetizar este factor de crecimiento.
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Figura 28. Inmunofluorescencia para NGF e insulina en cultivos primarios de células
8.

Esta figura muestra una doble tinciéon por inmunoflucrescencia para NGF (rojo) e insulina
(verde). Se puede apreciar que el 100% de las células que se tifien para insulina, también
se encuentran marcadas para NGF (amarillo). Una pequefia proporcion de células (3%)
son positivas para NGF, pero negativas para insulina (flechas). A, C y E) Células 8 testigo
después de 5-7 dias en cultivo. B, D y F) células tratadas con NGF y dbAMPc.
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La distribucidn intracelular de la tinciéon de NGF no siempre coincide con
la de insulina. Esto sugiere que los granulos que contienen al factor de
crecimiento son entidades separadas de los granulos de insulina. Ademas,
al amplificar digitalmente las regiones donde las dos tinciones coinciden,
se observan puntos de colores discretos separados {verde y rojo) y no
puntos de color mezclado {amarillo), lo cual apoya la idea de la existencia

de granulos distintos.

La sefial positiva a NGF se encuentra tanto en células testigo, como en las
tratadas con NGF y dbAMPc,. Esto indica que la expresion de este factor
de crecimiento es una propiedad intrinseca de las células 5, y que no se
esta tifiendo el NGF que capturan las células desde el medio de cultivo en

el grupo tratado.

Con el fin de corroborar esto, decidimos analizar la expresion de RNAm
para NGF en cultivos practicamente puros de células 3, tanto primarios, al
llevar a cabo un precultivo de 24 horas (ver métodos), como en la linea
celular RINmSF, que proviene de un insulinoma de rata. Como se puede
ver en la figura 29A, las células  expresan RNAm para NGF. Esto

comprueba la especificidad de la sintesis del factor de crecimiento.

Ademas de comprobar la sintesis de NGF en las células 3, la técnica de
RT-PCR nos permite analizar el efecto del tratamiento con NGF o bien
dibutiril AMPc (dbAMPc), sobre el nivel en estado estacionario del RNAm
para este factor de crecimiento. Como se puede ver en la figura 298, el
tratamiento con dbAMPc durante 5-7 dias reduce aproximadamente en
50% el nivel de RNAm para NGF.

El tratamiento con NGF no afecta significativamente este nivel, sin
embargo, revierte el efecto del dbAMPc. Esto sugiere que el NGF es capaz

de mantener la expresion de su propio RNAm mensajero, lo que podria ser
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importante como mecanismo de regulaciéon autocrina/paracrina en el

islote pancreatico.
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Figura 29. Expresién de RNAm para NGF en células 88 pancredticas.

A) RT-PCR para RNAm de NGF, a partir de RNA total de células $ cultivadas durante 5-7
dias bajo condiciones testigo (C), o bajo tratamiento con dbAMPc¢ (A), NGF (N} o ambas
moléculas {NA). Para corroborar la especificidad de la reaccién, la RT.PCR se llevd cabo
con RNA total de células de feocromaocitoma PC12 {P), come control negativo, y células de
glioma G6 (G}, como control positivo. La reaccién también se realizé con RNA total de
células insulares recién aisladas en células {F). B) Niveles en estado estacionario de RNAm
para NGF en células # después de 5-7 dias en cultivo. Se muestran los niveles de RNAm
para NGF, normalizados con respecto al grupo testigo [C), de células tratadas con dbAMPc
(A), NGF (N) o NGF+dbAMPc (NA}. El tratamiento con dbAMPc disminuye el nivel en
estado estacionario de RNAm para NGF en las células 3, después de 5-7 dias en cultivo.
El tratamiento con NGF s6lo no afecta significativamente este nivel, sin embargo, revierte
el efecto del dbAMPec. (*P<0.01 vs C; prueba t de Student; n=6)

La comprobacion de la sintesis de NGF por las células 8 no demuestra que
las células sean capaces de secretar este factor, lo cual seria indispensable
para que ejerciera sus efectos biolégicos. Por esto, decidimos analizar la
secrecion de NGF por parte de las células . Para ello, utilizamos dos
estrategias experimentales paralelas. La primera de ellas demostraria que
las células R secretan NGF biolégicamente activo, mientras que la segunda
evaluaria la cantidad de NGF secretada en respuesta a diferentes

estimulos.
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Como primera estrategia utilizamos un bioensayo, basado en la
sensibilidad a NGF de la linea tumoral PC12, derivada de feocromocitoma
de rata, las cuales desarrollan procesos neuriticos en respuesta al
tratamiento con este factor de crecimiento. Las células PC12 fueron
cultivadas durante 24 horas en medio condicionado (MC) por células . El
MC se obtuvo incubando células insulares durante 4 horas en un medio
quimicamente definido, que contenia glucosa a una concentracion de 20
mM.

Decidimos utilizar esta hexosa como secretagogo, ya que induce la
despolarizaciéon del potencial de membrana plasmatica y el ingreso de
calcio a las células . El aumento en la concentracién intracelular de Caz*

podria inducir la exocitosis de NGF, tal como sucede con la insulina.

Como se puede ver en la figura 30, bajo estas condiciones, las células £
secretan un factor que induce €l crecimiento de neuritas en células PC12,
cuya actividad es bloqueada por un antisuero dirigido contra NGF. Esto
indica que las células 5 son capaces de secretar el NGF que ellas mismas

producen.

Como segunda estrategia experimental, y con el fin de caracterizar mejor la
secrecidén de NGF por las células 3, utilizamos la técnica de ELISA de dos
sitios. Como estimulo para la secrecion de NGF, se utilizaron diferentes
concentraciones de glucosa (5, 11 y 20 mMj, para analizar el papel de esta

azicar como secretagogo del factor de crecimiento en células 5.

Ademas, se expuso a las célula a una concentracién extracelular
despolarizante de KCl (40 mM), para estudiar la posibilidad que la
secrecion de NGF estuviera ligada a la actividad eléctrica de las células .
Por tltimo, se trato a las células con dbAMPc, con el fin de caracterizar los

efectos de esta molécula sobre la secrecion de NGF; ya que nuestros
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resultados anteriores demostraban que a largo plazo, el dbAMPc reduce el
nivel de RNAm para NGF.

8
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Figura 30. Las células 8 secretan un factor similar al NGF.

A) Las células PC12 cultivadas durante 24 horas en medio condicionado (MC) por
células & extienden neuritas. B} La adicién de antisuero contra NGF (aNGF) inhibe ¢l
crecimiento de los procesos. C) El MC induce un aumento de 4 veces en el numero de
células PC12 que desarrollan neuritas. T, condiciones testigo (medio quimicamente
definido, glucosa 20 mM); MC, medio condicionado por células £ (glucosa 20 mMj;
MC+eNGF, medio condicionado + antisuero contra NGF. (*P<0.01 vs todos los grupos;
prueba t de Student; n=4)
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Como se puede ver en la figura 31, el aumento en la concentracién
extracelular de glucosa induce el incremento de la cantidad de NGF
secretado. Mientras que el grupo expuesto a glucosa 5 mM secreta 20-
60pg/ml de NGF, el grupo expuesto a glucosa 20 mM secreta 50-
180pg/ml. Bajo glucosa 11 mM no se observan diferencias significativas
con respecto al grupo en glucosa 20 mM. Esto indica que la secrecion de

NGF por las células 8 podria estar alcanzando un maximo entre estas dos

concentraciones.
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Figura 31. SBecrecion de NGF por células 8 en respuesta a diferentes
concentraciones de glucosa.

Las células expuestas a giucosa 20 mM secretan casi 2.5 veces mas NGF
que las células expuestas a glucosa 5 mM. No existen diferencias
significativas entre las cantidades de NGF secretadas por células
expuestas a glucosa 11 mM y glucosa 20 mM. La despolarizacién con
KCl {40 mM) también induce un aumento significativo en la secrecién de
NGF, mientras que el tratamiento con dbAMPc reduce en 67% la
cantidad de insulina secretada en respuesta a glucosa 11 mM. (*P<0.05
vs glucosa 5 mM, +P<0.05 vs glucosa 11 mM,; prueba t de Student; n=4)

La despolarizacion con KCl también induce el aumento en la secrecién de
NGF, lo que sugiere que la secrecion de esta factor de crecimiento también
es dependiente de la actividad eléctrica de la células 5, de manera similar

a lo observado para la secrecion de insulina. Sin embargo, la regulacién de
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la exocitosis de estas dos proteinas no es idéntica, ya que el AMPc reduce

la secrecidon de NGF, al contrario de lo que sucede con la insulina264,

Esta regulacion diferenciada de la secrecion de NGF e insulina sugiere que
las dos proteinas son almacenadas en distintos granulos. Esta hipétesis
- también es apoyada por los hallazgos de microscopia confocal. Al estar
almacenadas en diferentes granulos, la secrecién de estas proteinas podria
ser separada en respuesta a diferentes estimulos, dependiendo de las

necesidades fisiologicas de las células insulares.

134



“I ACT THE ROLE IN CLASSIC STYLE OF

A MARTYR CARVED WITH A TWISTED SMILE.
TO BLEED THE LYRIC FOR THIS SONG

TO WRITE THE RITES TO RIGHT MY WRONGS®.

MARILLION {SCRIPT FOR A JESTER'S TEAR, 1983)

V. DISCUSION

Mecanismos involucrados en el aumento de densidad de corriente de

sodio en células A.

Nuestros resultados de registro electrofisiologico demuestran que la
sintesis proteica y la transcripcidén génica son necesarias para que la
densidad de corriente de sodio de células 5 aumente en respuesta a NGF;
ya que agentes inhibidores de estos procesos, como la cicloheximida y la

actinomicina D, impiden que la densidad de corriente aumente.

La sintesis de proteinas podria participar en dos niveles distintos durante
el aumento de la corriente de Na*; ya que el NGF podria inducir
directamente el incremento en la sintesis de canales de Na* o bien, la
sintesis y activacion de una proteina reguladora, que propiciara que mas

canales de sodio pudieran ser activados por los estimulos eléctricos.

Una de las proteinas que regula la actividad de canales idnicos es la cinasa
de proteinas A (PKA). Esta cinasa es necesaria para que el tratamiento con
NGF induzca la aparicion de corrientes de Na* en células de

feocromocitoma de rata; ya que en lineas celulares derivadas de PC12,
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carentes de los genes de las dos isoformas de PKA (PKAI y PKAII), la
exposicion al factor de crecimiento no modifica la densidad de corriente de
sodio, al contrario de lo que pasa en la linea PC12 original. Sin embargo, el
NGF si induce en esta linea mutante el aumento en el niimero de canales

de sodio presentes en la membrana plasmatica, pero estos canales no son

funcionales, ya que requieren ser fosforilados por PKA265,

Es poco probable que este sistema NGF-PKA sea responsable del aumento
de corriente de sodio en células 5, ya que estas células expresan una
subunidad o« tipo III, mientras que las células PCl12 expresan una
subunidad o tipo I/1IA260, lo que da lugar a canales de sodio distintos, que
pueden ser regulados de manera diferentes. Ademas, en las células PC12,
el AMPc induce el aumento de la corriente de Na*, al igual que el NGF=2655;
mientras que en las células B, el AMPc no modifica significativamente esta
corriente®, Esto descarta la participacion de la PKA en el aumento en

densidad de corriente de sodio en las células .

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que el tratamiento con
NGF aumenta el nivel de RNAm para la subunidad a tipo III de canal de
sodio. Esto sugiere que el efecto del NGF sobre la corriente de sodio se
debe a un efecto directo sobre la sintesis de canales, cuyo numero podria
estar aumentando debido a la traducciéon de mas moléculas de RNAm.
Inclusive, estos resultados también descartan la participacion de la PKA
durante el aumento en densidad de corriente, ya que el tratamiento con
AMPc no modifica el nivel de RNAm para subunidad «, lo cual correlaciona

con los hallazgos electrofisiologicos.

El aumento en el nivel de RNAm para la subunidad o puede deberse, a su
vez, a la estabilizacion del mensajero o al aumento de su tasa de
transcripcion. Nuestros experimentos electrofisiologicos sugieren que el

incremento en la sintesis de canales de sodio inicia desde la transcripcion
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de RNAm, ya que la actinomicina D inhibe el efecto del NGF sobre la

corriente de sodio de células 3.

Para caracterizar a fondo el efecto del NGF sobre la transcripcién de la
subunidad « en las células , es necesario realizar ensayos con RNA
- nuclear, que son dificiles de llevar a cabo en nuestro modelo experimental.
Esto se debe a que se necesitan grandes cantidades de células, para
obtener cantidades suficientes de RNA para ensayos de sintesis (run on} y

degradacion (run off).

A partir de los cultivos primarios no es posible obtener tales cantidades de
células . Por esta razon, seria necesario analizar la estabilidad y la tasa
de transcripcién del RNAm para subunidad a tipo III en lineas tumorales
derivadas de insulinomas, a partir de las cuales se pueden obtener

cantidades razonables de RNA nuclear.

Nuestros resultados también muestran que el incremento del nivel de
RNAm para la subunidad a tipo Iil depende de la activacién de cinasas de
proteinas, ya que el tratamiento con estaurosporina inhibe el efecto del
NGF sobre el RNAm para la subunidad a. Esto implica la participacion de

las cascadas de transduccion de senales acopladas al receptor de NGF.

Bajo nuestras condiciones de cultivo, las células 5 expresan el receptor a
NGF de alta afinidad TrkA (T. Rosenbaum, tesis doctoral) y, aparentemente
no expresan el receptor p7S5NTR (resultados preliminares). Por esta razon, es
probable que el aumento en densidad de corriente de sodio se deba a la

activacion de TrkA.,

En otros modelos, como las células PC12, el NGF aumenta la transcripcion
de RNAm de canales de sodic por medio de dos mecanismos: uno
inmediato, que requiere incubaciones con NGF de corta duracién (<1min),

y otro que requiere incubaciones por mayor tiempo (~1-2 horas minimo).
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El mecanismo de respuesta inmediata regula la transcripcién génica a
través de proteinas transductoras de sefales activadoras de transcripcién
(STAT). Las STAT son factores de transcripcion capaces de translocarse
hacia el nicleo desde el citoplasma en respuesta a NGF. Por esta razén la
respuesta es practicamente inmediata, ya que solamente se necesita la
activacién de un efector, para que la sefial de la cascada de transduccion
alcance sus blancos en el genoma. Una vez que se encuentran en el
nucleo, las STAT dirigen la transcripcién génica, en particular de algunos

subtipos de subunidades a de canales de sodio, como PN1269,

El mecanismo de respuesta a NGF de largo plazo involucra la activacién de
una serie de cinasas de proteinas y de proteinas G pequerias, parecidas a
Ras, que culmina con la activaciéon de la cinasa de proteinas activada por
mitoégenos (MAPK). MAPK es capaz de fosforilar varios factores de
transcripcién, por lo que funciona como regulador central de la
transcripcion génica. A través de esta cascada, el NGF regula la expresiéon
de subunidades a de canales de sodio, en particular de la subunidad a

tipo I11/11A267,

En células PC12, el aumento en densidad de corriente de sodio depende de
la activacion sostenida de MAPK2#68, En esta activacién sostenida se
encuentra implicada la cinasa B-Ralf, la cual es activada por la proteina G
pequefia Rapl. Si se inhibe la activacion de Rapl, no se observa el
aumento en densidad de corriente caracteristica de la respuesta a NGF en
estas células. A su vez, la activacion de Rapl en células PC12 depende de
la proteina intercambiadora de nucledtidos de guanosina C3G, quien es

activada por proteinas adaptadoras de la familia CRK?269,

En las células B, el aumento la transcripcion de subunidad a de canal de
sodio tipo IIl, podria deberse a alguno de estos dos mecanismos, la via

MAPK o la via STAT. Para discernir entre estas dos vias, seria necesario
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analizar, en primera instancia, el efecto que tiene el NGF en incubaciones
de corta duracioén sobre la transcripcion de la subunidad o tipo 1il, para

comprobar o descartar la participacion de la via STAT.

Después de eso, seria indispensable analizar la activacion de las cinasas
de proteinas de la via MAPK. Para esto, seria necesario realizar
experimentos en lineas tumorales de células R, ya que se requiere purificar
grandes cantidades de proteina para caracterizar los patrones de

fosforilacion proteica.
Caracterizacion de la actividad eléctrica de las células £ de rata.

La regulacion de la corriente de sodio por NGF podria ser relevante como
mecanismo de modulaciéon de la actividad eléctrica de las células . Por
esta razon decidimos caracterizar el patrén de disparo de potenciales de
acciébn de las células R de rata, que en esta especie no habia sido

descrito180,

Nuestros resultados demuestran que después de 5-7 dias en cultivo, las
células R de rata presentan una actividad eléctrica dependiente de la
concentracion extracelular de glucosa. Bajo una concentracion de glucosa
10 mM, esta actividad consta de potenciales de accién que presentan una
fase de despolarizacién lenta, seguida de una fase de despolarizacion
rapida y abrupta del potencial de membrana. Después de la fase rapida, el
potencial membranal permanece en un nivel despolarizado de manera
sostenida, que podria ser equiparable a al nivel de meseta de los

potenciales de accion de las células 5 de ratén.

Cuando la concentraciéon extracelular de glucosa aumenta a 20 mM, la
actividad eléctrica de las células  de rata se hace mas sostenida, dado
que se observan incrementos en la frecuencia de disparo de potenciales de

accion y en la duracion y magnitud de ellos. Inclusive, bajo esta
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concentracion de glucosa, los potenciales de acciéon rebasan el nivel de O
mV, a diferencia de los potenciales de células  de ratéon, en donde no se
observa overshoot?!2, Esto sugiere que en la actividad eléctrica de estas

dos especies participan conductancias iénicas diferentes.

En particular, la existencia de potenciales que sobrepasan el nivel de 0
mV en las células $§ de rata sugiere que en estas células, la contribucién
de la conductancia de sodio para la despolarizacion es mayor que en las
células de ratén. De hecho, registro de actividad eléctrica con overshoot
han sido descritos para células 3 caninas y humanas y en estas dos
especies, el disparo de potenciales de acciéon depende de la actividad de

canales de sodio?!2,

En el caso de las células 8 de rata, la actividad de los canales de sodio
pemitiria que los potenciales de acciéon rebasaran el nivel de 0 mV en
glucosa 20.6 mM, debido a que la despolarizacién inicial del potencial de
membrana es rapida, lo que permitiria que aumentara la probabilidad de

apertura de los canales de sodio sensibles a voltaje.

En contraparte, bajo glucosa 10.6 mM despolarizacion inicial es mas
lenta, lo cual podria llevar a la inactivacién de los canales de sodio y de
esta manera evitar que la conductancia a este ion contribuya para el
disparo. Esto podria explicar el porque las células 5 testigo no presentan
overshoot en sus potenciales de accién bajo la concentraciéon baja de

glucosa (ver mas adelante).

Efectos del NGF sobre la actividad eléctrica de células 8.

La caracterizacion del patrén de disparo de las células B de rata nos
permito analizar el efecto del tratamiento con NGF sobre esta actividad
eléctrica. Nuestros resultados muestran que después de 5-7 dias en

cultivo, las células R tratadas con el factor de crecimiento presentan una
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actividad eléctrica mas sostenida, tanto en 10.6 mM como en 20.6 mM de

glucosa.

Los potenciales de accibn de las células tratadas presentan
despolarizaciones mayores. Inclusive, es posible observar
. despolarizaciones que rebasan el nivel de 0 mV en células tratadas con
NGF en respuesta a una concentracion extracelular de glucosa de 10.6

mM, los cuales no se observan en las células del grupo testigo.

Ademas, el tratamiento con NGF aumenta la fraccion de tiempo de
permanencia en potencial de meseta, bajo las dos concentraciones de
glucosa. Este aumento, en conjunto con el incremento en la magnitud de
las despolarizaciones alcanzadas por los potenciales de accion se traduce
en un aumento muy marcado en el area bajo los disparos de las células 3
tratadas. Esto indica que la cantidad de carga que ingresa a las células

tratadas con NGF es mayor.

Debido a que una fraccion importante de la carga que ingresa a las células
8 durante el disparo de potenciales de accion es acarreada por iones de
calcio, la concentracién de este ion podria alcanzar un nivel mas elevado
en las células tratadas con NGF que en las células del grupo testigo, lo que
Hevaria al aumento de la secrecién de insulina, el cual hemos observado
en células B8 después de 5-7 dias en cultivo.

Relevancia de la corriente de sodio para el disparo de potenciales de
accién de células .

La potenciacién de esta actividad eléctrica inducida por glucosa podria
deberse al aumento de densidad de corrientes idnicas en respuesta al
NGF. Por esta razon, decidimos analizar la contribucion de la corriente de

sodio para la actividad eléctrica de células 5 de rata.
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Nuestros experimento de fijacién de corriente sugerian que la corriente de
sodio juega un papel importante durante el disparo de potenciales de
accion en esta especie; ya que, a diferencia de las células 8 de raton, las
cé€lulas de rata presentaron despolarizaciones que sobrepasaron el nivel de
0 mV. Este overshoot solamente ha sido descrito en especies donde la
~ actividad eléctrica de las células 8 depende de sodio y calcio, como el

humano y el perro212,

Al registrar la actividad eléctrica de las células 5 de rata en presencia de
tetrodotoxina (TTX) observamos una disminucion en la magnitud de los
potenciales accion, tanto en las células del grupo testigo como en las
tratadas con NGF, que se refleja en la disminucién del area bajo los
disparos. Esto demuestra que la corriente de sodio determina el nivel
maximo de despolarizacion que puede alcanzar el potencial de accién de
las células 3, al menos en los disparos inducidos por una concentraciéon
extracelular de glucosa de 20.6 mM.

Las células 5 tratadas con NGF son mas sensibles al bloéueo por TTX, ya
que en las células testigo, la TTX disminuye aproximadamente 30% los
parametros de la actividad eléctrica (23% el tiempo de permanencia en
meseta y 34% el area bajo los disparos). En las células tratadas con NGF,
por su parte, la TTX disminuye aproximadamente 50% estos parametros
(32% el tiempo de permanencia en meseta y 58% el area bajo los disparos).
Esto podria deberse a que la corriente de sodio de las células tratadas con
NGF representa una fraccion mayor de las corrientes catidnicas

despolarizantes que la corriente de Na* de células testigo.

Sin embargo, en ambos grupos experimentales la corriente de sodio podria
determinar la cantidad final de carga que ingresa a las células, dado que la
TTX disminuye la magnitud de los potenciales de accién. La disminucion

de la carga que ingresa a las células 5 podria llevar también a que
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disminuyera el influjo de Ca?*. Es decir, el bloqueo de la corriente de Na*
impediria que el potencial de membrana se despolarizara de manera
eficiente como para que se desarrollara la corriente de Ca?* en su
totalidad.

Al no activarse completamente la corriente de Ca?*, la concentracion
intracelular de este ion no llegaria al nivel necesario para mantener la
secrecion de insulina, v de esta manera la TTX inhibiria la secrecion de

insulina inducida por concentraciones elevadas de glucosa!?3,

Las diferencias que observamos entre la actividad eléctrica de las células 3
de rata y células de raton podrian deberse a que la contribucion de las
corrientes de sodio para el disparo de potenciales de accion es distinta en
estas especies. De hecho las corrientes de sodio de células 5 de ratén se
inactivan a potenciales mas negativos que las corrientes de rata: Mientras
que cerca del 100% de la corriente de sodio de células 5 de raton se
encuentra inactivada a -60 mV, en la rata, solamente se encuentra

inactivada el 50% de la corriente de sodio a este voltaje.

Es decir, en el raton la corriente de sodio esta inactivada en el potencial de
reposo de la célula 8 y, por esta razdn, no contribuiria significativamente
para despolarizacion del potencial de accién. En la rata, la corriente de
sodio si podria contribuir significativamente al disparo de potenciales de
accion, en particular en las células tratadas con NGF, en donde el valor
absoluto de la corriente de sodio es mayor que el de corrientes de células

testigo.

Por esta razon, el aumento de la corriente de sodio podria ser uno de los
mecanismos involucrados en la potenciacion de la actividad eléctrica
inducida por glucosa en las células . Sin embargo, esta potenciaciéon por

NGF podria deberse también al aumento en la densidad de otras corrientes
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i0nicas, como las corrientes de calcio tipo L y N9, La contribuciéon de
otras corrientes a la potenciacion de la actividad eléctrica de células £, en
respuesta a NGF, debera ser analizada utilizando bloqueadores especificos

de canales de calcio.

Produccién y secrecion de NGF pancredtico.

En conjunto, las observaciones anteriores demuestran que el NGF es un
modulador importante de la actividad eléctrica de las células 3, a través
del aumento de corrientes i6nicas. Por esta razon, resulté importante
identificar una fuente de NGF a la cual pudieran estar expuestas las

células 3 en el islote pancreatico.

Nuestros experimentos de inmunocitoquimica y Biologia molecular
demuestran que las células 5 sintetizan NGF. Ademas, por medio del
bioensayo con células PC12 y de la técnica de ELISA, demostramos que
ademas de sintetizarlo, las células 8 secretan NGF bioldgicamente activo.
Esto implica que las células $5 si pueden estar expuestas al NGF in vivo,
aun mas, que este factor de crecimiento podria ser un regulador autocrino
o paracrino de la fisiologia de estas células, ya que ellas expresan también

el receptor TrkA y son sensibles a NGF.

De hecho, se puede plantear la existencia de un sistema de regulacién por
retroalimentaciéon en el islote pancreatico, ya que el tratamiento con NGF
mantiene elevado el nivel de su propio RNAm y el de su receptor!®® (TrkA),
lo que aseguraria que el NGF mantuviera sus efectos sobre la células
aun a baja concentracion. Si este sistema de regulacién llegara a fallar, la
funcién de las células 8 podria verse afectada, ya que como lo muestran
los resultados de este trabajo y otros obtenidos por nuestro laboratorio, el

NGF puede incidir sobre varios aspectos de la fisiologia de la célula 3.

144




Es posible también que el NGF pancreatico tenga efectos endocrinos, de
manera que esta neurotrofina podria engrosar la lista de hormonas
pancreaticas. En apoyo a esta hipdtesis, se ha observado que en ratas
diabéticas disminuye el nivel tisular endégeno de NGF?70, y que en
pacientes diabéticos con neuropatia disminuye el nivel sérico circulante de

este factor271,

La disminucién de NGF en estados diabéticos podria deberse a una
secrecion pobre o inadecuada de NGF desde el pancreas, tal como sucede
con la deficiencia de insulina en la diabetes mellitus. Inclusive, el NGF
pancreatico podria afectar la produccion y/o secrecion de NGF en otros
tejidos, ya que esta neurotrofina es capaz de regular su propia secrecién272

y produccién, como lo demuestran nuestros resultados de RT-PCR.

La regulacion de la secrecidn de NGF por glucosa sugiere que existen
mecanismos comunes de exocitosis de estas dos proteinas en la célula 5.
Es posible que el regulador principal de la secreciéon de NGF sea, al igual
que para la insulina, el Ca?* que ingresa a la célula § durante la fase de
meseta de la actividad eléctrica inducida por glucosa. De hecho,‘ al
despolarizar a las células mediante el aumento de la concentraciéon

extracelular de K* también aumenta la secrecion de NGF.

Sin embargo, esto no implica que la insulina y el NGF se encuentren
almacenados dentro de los mismos granulos de secrecion; ya que al menos
un potenciador de la secreciéon de insulina, el AMPc, inhibe la secrecion de
NGF inducida por 11.6 mM de glucosa. Ademas, al analizar por
microscopia confocal y amplificacién digital las zonas donde se coexpresan
insulina y NGF, observamos puntos (pixeles) discretos para cada una de
las tinciones. Esto es, que las zonas de superposicién de color (amarillo) se
construyen a partir de dos colores separados (verde y rojo) y no por puntos

de color mezclado.

145



En conjunto, los resultados de secrecion y microscopia confocal muestran
que la insulina y el NGF son almacenados en granulos distintos. Esto
implicaria que puede existir secrecion diferenciada de estas proteinas en el
islote pancreatico: en respuesta a algunos estimulos se cosecretarian la
insulina y el NGF, mientras que otro tipo de sefiales podria inducir la

secrecidon de una u otra proteina.

Dado que las células 8 secretan NGF, ¢como se explica el aumento en
densidad de corriente de Na* en respuesta a este factor?. Es decir, si las
células 5 pueden secretar NGF, en especial en respuesta a glucosa 11.6
mM que es la concentracion encontrada en el medio RPMI 1640, ¢por qué
aumenta esta corriente?, sacaso no deberia mantenerse siempre en el

mismo nivel?.

Es posible que el NGF secretado por las células f en cultivo se diluya en el
medio, ya que, para los experimentos de registro electrofisiolégico, las
células se cultivan a una densidad de 10° células/ml, mientras que para
los experimentos de secrecion de NGF, se cultivan a una densidad de 108
células/ml. A esta densidad de células, fuimos capaces de detectar
concentraciones de NGF cercanas a 200pg/ml/4 horas; es decir, en
periodos de 48 horas, tiempo al cual se cambia al medio en nuestros
cultivos, el nivel de NGF alcanzaria 24 ng/ml (si la secrecién fuera

sostenida y constante).

Una concentracion de 24ng/ml equivale a 0.5x10°M, en otras palabras, al
50% de la Kd para NGF del receptor TrkA. Tomando en cuenta que los
experimentos de registro electrofisiologico se llevan a cabo en cultivos a
una densidad 10 veces menor, podemos entender porque el NGF endégeno

no afecta la corriente de sodio de las células .
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Sin embargo, en el islote pancreatico la concentracion que puede alcanzar
el NGF liegaria a ser significativamente mayor, debido a las restricciones
que impone la arquitectura insular al volumen de dilucién del NGF. Es
posible, también, que la interconexién celular, a través de uniones
comunicantes o de otro tipo, permita que las células f secreten mas NGF
in vivo que in vitro, tal como sucede con la insulina?’. Debido a esto, el
efecto del NGF endégeno podria ser mas importante en el islote que en

cultivo.

Siguiendo esta linea, es probable que el NGF sea necesario para mantener
una expresion adecuada de canales i6nicos, capaces de sostener la
actividad eléctrica y, con ello, la secrecién de insulina. Ante la falta de una
concentracion adecuada de NGF, la densidad de canales ionicos
disminuiria con el tiempo en cultivo, por lo que las corrientes i6nicas
también serian de menor tamano, en las células cultivadas en ausencia de

NGF exédgeno.

Las células expuestas al NGF exogeno por su parte, mantendrian una
expresion adecuada de canales y, por lo tanto, corrientes iénicas de mayor
tamarno, lo que explicaria nuestros hallazgos electrofisiologicos (ver figura
32). Para comprobar esta hipétesis, seria necesario realizar una analisis de
las variaciones de las corrientes idnicas, tanto de sodio como de calcio, con
respecto al tiempo en cultivo. Si la densidad de corriente es mayor
inmediatamente después de la obtencion de las células, que después de
transcurridos algunos dias en cultivo, entonces podriamos pensar que el

NGF es responsable de mantener estas corrientes a niveles adecuados.
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Figura 32. El NGF como modulador de la actividad eléctrica de las células.

Esta figura esquematiza el modelo que proponemos de la accién del NGF sobre la
actividad eléctrica de las células £ y la secrecién de insulina. Este modelo propone que
las células # pueden estar expuestas continunamente in vive al NGF, dado que ellas
mismas secretan este factor (porcion derecha). El NGF mantiene una expresién
adecuada de canales ibnicos y con ello, una actividad eléctrica suficiente para
mantener la secrecion adecuada de insulina. Ante la falta de NGF, ya sea por
deficiencias en los mecanismos de exocitosis, o bien, por las condiciones de cultivo in
vitro, la expresion de canales idnicos disminuye. Esto lleva a una actividad eléctrica
atenuada, que es insuficiente para sostener la secrecion de insulina.

Por lo expuesto anteriormente, podemos concluir que el NGF es uno de los
moduladores méas importantes de la fisiologia de la célula 8, ya que ante la
deficiencia de esta factor de crecimiento, disminuiria la actividad eléctrica
de las células £, y con ello la secrecién de insulina. De esta manera, el eje
autocrino/paracrino NGF-insulina podria estar relacionado causalmente
con la patogenia de la diabetes mellitus: Si disminuye la secreciéon de NGF,

entonces disminuye la secrecion de insulina.

Por otra parte, en caso de que existan deficiencias en la regulaciéon de la
exocitosis de la célula 8, podria afectarse tanto la secrecion de insulina,

como la de NGF, lo cual agravaria el cuadro diabético. Ante la posibilidad
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que estos escenarios ocurran, es necesario caracterizar completamente el
papel del NGF como modulador autocrino/paracrino de las células del
islote pancreatico, lo que podria fructificar en nuevas estrategias de

terapia farmacoléogica para la diabetes mellitus.
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We studied the effects of nerve growth factor (NGF),
fibroblast growth factor (FGF), and dibutyryl-cAMP
(dbcAMP) on rat pancreatic -cell motphology and of
NGF and dbcAMP on insulin secretion. After 2 wk in
culture, nearly 3% of B-cells extended neurite-like pro-
cesses spontaneously; when cells were treated with
NGF, almost 30% of them extended processes. In the
presence of dbcAMP, almost ail 3-cells flattened, and
the extension of neurite-like processes was more pro-
nounced in fetal than in adult cells, The most promi-
nent effect, regardiess of age, was observed in cells
treated with NGF and dbcAMP together, since the
percentage of neurite-like bearing p-cells increased to
50%. p-cells cultured under these conditions main-
tained their immunoreactivity to insulin and nearly all
p-cells and their neurite-like processes were also posi-
tive to GABA, tubulin, tau protein, and N-CAM, FGF
increased the percentage of aduit p-cells bearing
neurite-like processes to 13%, and FGF and dbcAMP
applied together to 40%. B-cells treated with NGF and
dbcAMP for 5 to 7 d preserved their capability to
secrete the hormone in response to different extracel-
lular glucose concentrations. Insulin secretion of
dbcAMP -treated B-cells was 2.5-fold higher than in
control cells. NGF-treated cells wvere able to discrimi-
nate between different glucose concentrations, a prop-
erty lost in control cells with time in culture.

Key Words: NGF; cAMP; FGF: pancreatic p-cells; insu-
lin secretion; tau protein.

Introduction

Nerve growth factor iINGF) is of critical importance in
the development and maintenance of sensory and sympa-
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thetic neurons. Other cell types that respond to NGF include
chromaffin adrenal cells (reviewed by Levi-Montalcini.
1987). and the tumoral cell tines PC12. derived from a rat
pheochromocytoma (Greene and Tischler, 1976)as well as
different insulin-secreting cell lines (Polak et al.. 199];
Scharfmann et al., 1993; Tazi et al.. 1995).

Phenotypical changes promoted by NGF include the
extension of neurite-like processes; these changes are
enhanced by a combined treatment with NGF and cAMP in
normal and tumoral cells derived from the adrenal medulla
{Schubert and Whitlock. 1977; Heidemann et al.. 1985;
Pacheco Cano et al.. 19901,

Other important trophic factors are those derived from
fibroblasts. Fibrobiast growth factors (FGF) are capable of
mimicking many actions of NGF in hippocampal neurons
and in cerebral cortical neurons. as well as in the PC 12 cell-
line (Rydel and Greene, 1987).

It has been described that mice B-cells are able to extend
neurite-fike processes spontaneously. These processes
contain neurite-specific intermediate filament proteins
{Teitelman. 1990). However, the effects of NGF. FGF. and
cAMP have not been fully characterized in normal pan-
creatic B-celis.

Recent reports show that cell lines RINmS5F, [NS-1, as
well as rat B-cells. express high- and low-affinity nerve
growth factor receptors. trk-A and p75™'", respectively
(Scharfmann et al.. 1993; Kanaka-Ganteinbein et al.,
1995a). and that RINmSF cells respond to NGF extending
neuron-like processes {Polak et al., 1993).

Although B-cells express NGF receptors. it has not been
studied if NGF induces neuron-like processes or physi-
ological changes in normal B-cells, nor if the sensitiviry to
the factor depends on the age of ceiis.

fn the present study, we investigaied the etffects of
NGF and dbcAMP on the phenotype of rat adult and fetal
pancreatic B-cells in primary culture. and of FGF on adult
B-cells. We also evaluated the initial effects of NGF and
dbcAMP on B-cell physiology. focusing on the insulin
secretory response of treated cells to different glucose
concentrations.
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Fig. 1. Effect of NGF and cAMP on pancreatic B-cell morphology. isclated adult islet cells were cultured for 2 wk. and processed for
insulin immunocytachemistry. Culture conditions were as follows: (A) Control cells . {B) Cells ireated with 5 mAf dbcAMP (C, D) Cells

wreated with 2.55 NGF (40 ng/mL) and 5 mM dbc AMP. Bar, 20 um,

Results

NGF and dbcAMP
Induce Phenotypical Changes in S-cells

After 2 wk in culture, control -cells showed a charac-
teristic round appearance and formed small clusters, as
shown in Fig. |A. A small percentage of control p-cells
developed neurite-like processes spontaneously (Table ).

The percentage of adult B-cells bearing neurite-like pro-
cesses did not significantly increase when cells were
exposed during 2 wk to the complete molecute of NGF (78
NGF). Instead. when cells were cuitured with the biologi-
cally active NGF -subunit (2.55 NGF) (Angeletti and
Bradshaw. 1971). 26% of adult B-¢elis developed neurite-
like processes. as shown in Table [,

In contrast, 29% of fetal B-celis developed neurite-like
processes when exposed to 75 NGF for the same period
(Table 1).

It has been shown in other cell types that permeable
analogues of cAMP can partially mimic the effects of
NGF and act synergistically with NGF to promote neurite
outgrowth (Schubert and Whitlock,1977; Heidemann, et
al.. 1985). As shown in Fig. |B, most of the B-cells
exposed in culture to 5 mAf dbcAMP, flattened, acquired

stellate-like forms, and tended to converge forming mono-
layers, not clumps. Under this condition, 18.8% of adult
ceils and 30.5% of fetal cells extended neurite-like pro-
cesses {Table 1),

We observed the most dramatic changes in adult and
fetal B-cells when they were cultured with both NGF {7S or
2.58) and dbcAMP. In this case, most B-cells from both
ages flattened and converged, forming large groups of cells
in which peripheral B-cells debeloped long neurite-like pro-
cesses (Fig. 1C, D). Nearly 50% of adult and fetal p-cells
extended neurite-like processes (Table 1),

In fetal B-cells, we did not observe an increase in
neurite-like process length. However, in adult B-cells. the
processes were 50% longer when treated with 7S NGF and
dbcAMP, and | 17% longer when treated with 2.58 NGF
and dbcAMP, as compared to conirol cells {Table 1}. These
results suggest different but synergistic effects for NGF
and dbcAMP on P-cetl morphology.

Also, to determine whether the modified insulin-posi-
tive cells were also synthesizing GABA, we processed
cultures of islet cells for double immunocytochemical
visualization of insulin and GABA antibodies. Almost all
treated and untreated P-cells, as well as the neurite-like
processes, were doubly labeled, as shown in Fig. 2.
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Table t
Morphological Changes of Pancreatic B-Cells
Stimulated by NGF and dbcAMP

Y Neurite Neurite
Bearing Length,

Group ) Cells - pm
Adult Cells
Control (99 3J7+£04 463t 1.4
dbcAMP () 18.8 x3.4 61.2 £0.5
NGF 7S (%) 3.2£09 50814
NGF 2,58 (4 2615 2228 579 £0.7
NGF 7S + dbcAMP (3} 50.2+88 69.2 + 0.3
NGF 2.35 + dbcAMP (4) 43 £330 100.7 £ 1.2%
FGF (4} 126 £ 1.4* 61310
FGF + dbcAMP (4) 40 £ 3.0 St £ 104
Fetal Cells
Control (4) 25135 36.7 £ 8.5
dbcAMP (4} “30.520.7¢ "28x04
NGF 78 (&) 29 £3.0° 50.8+07
NGF 7S + dbcAMP (4} 51.5+11.5 42 £ 0.3

¢ The number in parentheses denotes the number of indepen-
dent experiments assessed. each one per duplicate.

b P < 0.01. with respect to the control,

v P < 0.05. with respect to the control,

Microtubule Involvement

in Neurite-Like Extension in f-Cells

The outgrowth and maintenance of neurite-like pro-
cesses require the assembly of microtubules. Tau protein is
a microtubule-associated protein { found primarily in neu-
ronal tissue) that promotes microtubule assembly and sta-
bilization (Olmsted. 1986: Matus. 1988).

We searched for B-tubulin (data not shown)and tau pres-
ence in insulin positive- cells, by double staining with
ICC andindirect [F. As shownin Fig. 3, incells treated with
NGF and dbc AMP, insulin and tau were present in the cell
body and the neurite-like processes. However, both anti-
gens were also present in control cells, but no quantitative
experiments to detect it the concentration of these mol-
ecules was modified by the treatment were performed.

.\'-(: AM Expression in -Cells
The neural adhesion molecule (N-CAM}is a cell surface

glvcoprotein expressed in a variety of ¢eli types, including .

neurons and glia. that has been implicated in the cetl-to-ceH
recounition process during development. NGF has been
described to induce a four- to fivetold increase in relative
levels of N-CAM in PC12 cells (Préntice et al.. 1987). We
assessed the expression of N-CAM in f-cells under different
treatments. In Fig. 4. we show cells treated with NGF and
dbc AMP double labeled for insulin and N-CAM. It is cleat
that all insulin-positiv¢ cells also contain N-CAM (in both
the cell body and the neurite-like processes): however. con-
trol cells also vontained N-CAM, and we did not evaluate to
see it the relative levels of N-CAM were modified by NGF.

Fig. 2. Presence of GABA in adult B-cells. B-cells cultured for 2
wk with 2.55 NGF and dbc AMP. (A) Immunocytachemistry for
insulin. (BY Immunofluorescence for GABA atalight wavelength
of 450490 nm. Bar, 20 um.

FGF Also Induces Morphological Changes-
in Aduit B-Cells

As stated, after 2 wk in culture, 3% of adult p-cells
developed neurite-like progesses spontaneously under
control conditions. and when cells were treated with
dbcAMP, the percentage raised to 19% (Table 1).

In the presence of FGF, 13% of cells developed neurite-
like processes, and when dbcAMP was also included with
FGF. 40% of the cells were modified (Table 1). Neurite-like
processes were 30% longer in ceils treated with FGF, and
75% longer when treated with FGF and dbc AMP, as compared

“to control cells (Table 1), suggesting again that dbcAMP

has a synergistic effect with FGF on B-cell morphology.

Insulin Secretion by .S'ingle‘Adulr B-Cells Treared
with NGF and dbcAMP

In order to determune if the initial phenotypical changes
were associated to functional modifications. insulin secre-
tion of isolated B-cells exposed to the ditferent NGF and
dbc AMP conditions was measured with a reverse hemolytic
plaque assav { Neill and Frawley, 1983). We decided 1o use
B-cells between d 3 and 7 in culture because phenotypic
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Fig. 3. Tau protein is present in B-cells. Adult islet cells were
cultured for 2 wk in the presence o 2.55 NGF and dbcAMP. (A)
[mmunocytochemistry torinsulin. Bar. 23 um. (B) Immunotluo-
rescence for tau protein. Bar. 20 um,

changes are mild at this time. and it is possible to detach
cells from Petridishes and assay themn for insulin secretion.
thereby avoiding cell damage.

The =ffect of NGF and dbcAMP on total insulin secre- '

tion index of adult B-cells after 5—7 d in culture is shown in
Fig. 5. Control cells secreted insulin in response to glucose
stimulation; however. their capability to discriminate
between different concentrations of glucose declined. as
their response 10 20.6 m\f glucose was not significantly
different from the basal secretion {in 5.6 mM glucose).

Insulin secretion by NGF-treated cells was not signifi-
cantly different from that of control cells: however. NGF-
treated cells were more sensitive to glucose concentration
changes. as the insulin secretion index in 20.6 m.W glucose
was 79% higher than in 5.6 m/ glucose.

The response to glucose of dbcAMP cultured B-cells
was remarkable. even though the compound was not pres-
ent during the assay. The response of the dbe AMP-treated
B-cells to 3.6 ml/ and 20 mA/ glucose was in both cases
nearly threetold higher thar in contrel cells. Moreover. the
insulin secretion index in dbe AMP-treated cells increased
39" in high ylucese to basal glucose, respectively.,

Fig. 4. N-CAM presence in B-cells. Adult islet cells were cul-
tured tor 2 wk in the presence of 2.35NGF and dbcAMP. (A)
[mmunocytochemisiry tor insutin. (B)Y Immunofluorescence for
N-CAM. Bar. 20 pm.

Finally. total insulin secretion ot B-cells cultured with
NGF and dbc AMP was very similar to that of cells cultured
with dbcAMP only. The cellular mechanism that explains
the increase in insulin secretion by dbc AMP involves the
ampiification of harmone secretion by individual cells, and
the increase in the percentage of plaque-forming cells. in
both glucose concentrations (Table 2),

Discussion

Pancreatic B-cells manifest an extraordinary morpho-
logical plasticity in vitro. Teitelman {1990) observed that
102-20% of fB-cells from adult CD-1 mice developed neu-
ritic processgs spontaneously and demonstrated that the
cytoplasmic elongations were positive 1o neurofilament
anttbodies. [nourexperiments. only 3% ofrat B-cells devel-
oped neurite-like processes spontaneously: the difterences
between the rwo studies could be owing 1o species variation
and or the percentage of fetal bovine serum used in the
culturemedia (10 vs 1%o inourexperiments). Itis important
to note that rat pancreatic islet cells survive better in the
presence of 10% ftetal bovine serum {FBS) in the culture
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18002 - Table 2
A Insulin Secretion by Single f Cells
3 Cultured with NGF and dbcAMP
x Glucose, % of plague- Plague area,
9 10000 4 Treatment mAf forming cells pM n
= ] Control 5.6 62+ 3.7 4415+499 5
E 0.6 T £5.2 6015 + 656 5
£ 000 4 NGF 5.6 63+ 1.5 5039 £ 663 4
@ 20.6 74 £ 3.2¢ 7691 £ 1031 4
dbcAMP 5.6 15+ 2.9 11977 £ 1095 5
T 20.6 8323 15075 = 1278 §
3 NGF+ 5.6 79+ 1.5 12413 £ 1014° 5
j Ll & » I
CONTEOL NGP  dboiMP NGF+dbeANP dbcAMP 20.6 85+ 1.5 14139 £ 981 5

Flg. 5. Effect of 75 NGF and dbcAMP on insulin secretion by
isalated adult P cells. Islet cells were cultured for 5 d under the
different above-mentioned conditions and were harvesied and
challenged with 5.6 mM (2 )and 20.6 mM () glucose concen-
trations for 1 h. Insulin secrction of isolated B-cells was mes-
sured with the RHPA. Each bar represents the mean £ SEM of
5 separate experimenis. *Denotes the significance level with
respect to controf cells (P < 0.01). +Denotes significance level
of 20.6 mM glucose with respect to 5.6 mM glucose in the
respective group (P < 0.01).

medium; however, we used only 1% FBS to minimize
serum factors that could modify the neurite-like processes
outgrowth by p-cells (Ziller, et al., 1983).

After two weeks in culture, the effects of NGF on B-cell
morphology were clear and the differential responses of
adult and fetal f-celis to the trophic factor are interesting.

In adult f-cells, 75 NGF could only stimulate neurite-
like processes outgrowth in the presence of dbcAMP;
however, 2.8 NGF alone was sufficient to induce the
phenotypic changes described above.

In contrast, fetal B-cells did respond to 7S NGF indi-
cating that B-cell responsiveness to trophic factors changes
with the developmental age of the cell. Differences in p-cell
plasticity depending on age could be due, in part, to a low
expression of NGF receptors in adult cells, which could be
overcome using the active B-subunit of NGF.

Similar to what has been observed in other cell types
{(Gunning et al.,1981), dbcAMP partially mimics the
effects of the trophic factors on p-cell morphotogy and acts
synergistically with them to induce process outgrowth;
since B-cells were cultured with NGF or FGF and dbc AMP
together, nearly 50% and 40%, respectively, extended
neurite- like processes,

This synergic action between trophic factors and
dbc AMP is also observed on the increase of the neurite-like
process fength. In aduit f-cells cultured with 78 NGF and
dbcAMP, the processes were 50% longer than those present
in control cuitures. Moreover, when cells were exposed to
2.58 NGF and dbcAMP the processes were 117% longer.
Comparably, we observed a 75% increase in the process
length with FGF and dbcAMP.

4 Denotes significance tevel with respect 1o 5.6 mM glucose of
the same group of f-cells, P < 0.05,

% Denotes the significance level with respect to control ceils,
P<0.0l

On the other hand, the length of the neurite-like pro-
cesses in fetal B-ceils tended to increase with NGF and with
dbcAMP, but it was not statistically different from control
cells that infrequently developed neurite-like processes,
Surprisingly, the mean length of the processes in fetal cells
was near one-haif the mean iength reached by adult cells.
This difference could be owing to the developmental stage,
since immature cells generate less stable microtubules. as
it has been observed in the developing brain {Nunez. 1986:
Matus, 1988).

This synergy between dbcAMP and NGF or FGF on
neurite-like extension by f-cells could be owing to an
increase in intracellular cAMP:; this could indicate the acti-
vation of c AMP-dependent protein-kinases (PK A) or other
signal transduction mechanisms. However. the question of
whether PKASs play a crucial role in the actions of these
trophic factors remains controversial {Ginty et al., 1991:
Tan et al., 1994).

DbcAMP could induce cell adhesion and spreading, and
therefore facilitate the effects of the trophic factors, as well
as increase the stability of the neurite-like microtubules, as
ithas been observed in PC12 cells (Heidemann et al., 1985).

Morphological changes are determined by microtubule
assembly and stabilization, and an increase in the levels
of tubulin and several microtubule associated proteins
(MAPs), which has been observed following long-term
NGF treatment (Drubin et al.,1985), One of these MAPs,
tau protein, has been generally associated to neurons
{reviewed by Nunez, 1986), where it is known to induce
tubulin assembly and 1o stabilize microtubules (Drubin and
Kirschner, 1986). We observed that most of the adult
insulin-positive cells and their neurites are also positive to
B-tubulin and 1au protein antibodies. However, we were not
able to determine if the concentration of these molecules
was higher in treated cells with respect to the control cells,
which also expressed them. It is likdly for NGF and
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dbcAMP to induce the synthesis of tubulin, tau, and prob-
ably other MAPs that participate in the development of
the processes.

Insulin secretion is not modified by culturing the cells
for 5 d in the presence of NGF. compared to control cells.
However, whereas control cells partially lost their glucose
sensitivity, NGF-treated cells secreted more insulin in
response tc a high glucose concentration than control cells.

We have previously observed that after | or 2d incutture
in 10% FBS supplemented RPMI-1640, singie P-cells
secreted threefold more insulin in response to 15.6 mM
glucose than to 5.6 mM glucose {Hirart and Ramirez-
Medeles, 1991). In this model. the secretory response to
high glucose concentrations decreases with time in culture
(Hiriart, 1988). Moreover, when B-cells are cultured in the
presence of only 1% FBS. this decline is more pronounced
and can be observed earlier in culture. Cur data suggest that
NGF treatment could sustain the capability of single -cells
to discriminate between different extracellular glucose
concentrations. .

On the other hand. the effect of culturing B-cells with *

dbcAMP on insulin secretion was remarkable, since even
when dbc AMP was not present during the hormone assay,
P-cells treated with this molecute dramatically increased
their response to different glucose concentrations. This
could be explained by the fact that cAMP is one of the
second messengers on insulin secretion {Hedeskov, 1980)
and because tubulin comprises part of the exocytotic
machinery of the cells. and it has been shown that tubulin
synthesis in B-cells is stimulated by this factor (Pipeleers
et al.,1976).

It is not known if B cells are exposed to NGF in vivo
during embryonic development or in the adult state. A
recent report demonstrated the expression of Trk-A in islet
celis and the secretion of NGF by nonendocrine adjacent
cells inanin vitro model of developing fetal pancreatic islet
{Kanaka-Gantenbein et al.. 1995b). Moreover, Trk-A is
also present in aduit rat pancreas (Kanaka-Gantenbein et al.,
1995a). and our daia indicate that NGF could be an impor-
tant trophic factor for adult B-cells.

It is interesting to note that the heterogeneity among
B-cells, which has been shown in different studies. pre-
vails in the response of the cells to trophic factors, as only
40-50% of cultured cells exhibit phenotypical changes
when cultured with FGF or NGF and dbcAMP. It is then
conceivabie that differences in cell plasticity may correlate
to the existence of f-cell subpopulations, as it has been
shown for insulin secretion (Hiriart and Ramirez-Medeles.
1991, 1993).

Materials and Methods

Reagents were obtained from the following sources:
collagenase type [V from Worthington (Freehoid, NJ);
guinea-pig insulin antisera for RHPA and rabbit GABA
(glutaraldehyde conjugate) antisera, from Biodesign Inter-

national (Kennebunkport, ME); guinea-pig insulin his-
tochemical antisera from Incstar (Stillwater: M1} NGF
from submaxillary glands 7S-NGF and 2.58-NGF: ¥GF
from bovine pituitary glands. monoclonal anti-t (tau);
monoclonal anti-8 tubulin; monoclonal anti-N-CAM
(neural cell adhesion molecule): bovine serum albumin
(BSA) (fraction V); chromium chloride: staphylococcal
protein A; HEPES; poly-L-lysine hydrobromide {(mol wt >
380,000} RPMI-1640 salts: Spinner-Eagle’s salts; 3-3'
diaminobenzidine tetrahydrochioride: tissue culture dishes
(Corning, Cat. No. 25000-35) from Sigma (St. Louis. MO):
fetal bovine serum ( FBS); guinea-pig complement: Hanks’
balanced sait solution (HBSS): penicillin-streptomycin
solutions from GIBCO (Grand [sland, NY): Biotin/Avidin
Vectastain ABC kit: and Texas red avidin D from Vector
Laboratories (Burlingame, CA).

Animals and Pancreatic Islet Cefl Cultures

Animal care was performed according to the N/H guide
Jor the care and use of laboratory animals (National Insti-
tute of Health Publication No. 85-23, revised, 1985).

Young adult male Wistar rats (200-250 g). or pregnant
rats in the 1 8th d of gestation, were obtained from the local
animal facility, maintained in a 14-h light (06:00-20:00 h),
10-h dark cycle, and allowed free access to standard labo-
ratory rat chow and tap water.

Adult and fetal pancreatic islet cells were isolated as
described previously { Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991,
with minor modifications. Briefly, pancreatic islets were
separated from the acinar tissue by collagenase digestion
and a Ficoll gradient centrifugation. clean islets were then
hand-picked. Dissociation of the cells was achieved by
incubating the cells in a shaker bath, for 10 min, at 37°C in
calcium-free Spinner s solution, with 15.6 mM glucose.
0.5% BSA, and 0.01% trypsin, followed by mechanical
disruption. Isolated isletcells were cultured in RPM1-1640,
CaCl, (600 pM) was added to give a final concentration of
1.2 mM, and supplemented with 1% FBS, 100 U/mL peni-
cillin, 100 ug/mL streptomycin,and 0.25 pg/mL fungizone.
on standard tissue cuiture dishes. Experimental cells were
cultured with either 75 NGF (50 ng/mL )or 2.55 NGF (40 ng/
mL), dbcAMP 5 mM, or both NGF and dbc AMP. Cultures
were maintained at 37°C, in 2 humidified incubator (5% CO,
in 95% air) for 2 wk. changing the mediumn every other day.

Immunohistochemistry

After 12 din culture, B-cells were tdentitted with immu-
nocytochemistry (ICC) against insulin. Briefly. cells were
fixed overnight, at 4°C, in a sclution of 4%, paraformalde-
hyde in 0.1M sodium phosphate buffer (pH 7.4), washed
three times in 0. 1 M tris buffer solution {pH 7.4), perforated
for 30 min with 0.3% of Triton X-100 in tris buffer. and incu-
bated for 48 h at 4°C, with the primary antiserum. Dilution
of antisera was as follows: insulin 1:4000, tau protein
1:1000, B-tubulin 1:500, GABA 1:2000,and N-CAM 1:100.
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Usually, the first ICC was performed to detect insulin
with a secondary peroxidase-antiperoxidase antibody and
3,3'-diaminobenzidine as final substrate. to form a brown
reaction product. After this procedure, double antigenic
staining to detect either tau, B-tubulin, N-CAM, or GABA
was accom'plished. using a secondary biotinylated anti-
body and Texas red-labeled streptavidin. Cells were
observed under a Nikon fluorescent microscope at a wave-
length of 450-490 nm. We avoided spurious labeling of
cells with the second antibody by using antibodies raised
in different species.

Momhological changes were evaluated measuring two
parameters: { 1) the percentage of neurite-bearing cells and
(2) the average length of neurite-like processes. A neurite-
bearing cell is defined as a cell with one or more processes.
at least two times tonger than the perinuclear diameter. We
measured the length of neurite-like processes by projecting
the image of the cell on a monitor attached to a video cam-
era and a Nikon Axiophot inverted microscope. with the
aid of the JAV A video analysis software (Jandel Scientific,
Version 1.40, Corte Madera, CA).

During culture, cells tended to form clusters, the neurites
were measured only in isotated B-cells, or in cells from the
periphery of a cluster that could be clearly distinguished
from the rest. At least |50 cells were measured per culture
dish and all experiments were done by duplicate. At any
given condition. a minimum of four separate cultures were
_ evaluated.

Reverse Hemolytic Plaque Assay (RHPA)

Insulin secretion from individual beta cells was ana-
lyzed, after 5~7 d in culture under different experimental
conditions, with a reverse hemolytic plaque assay (RHPA)
" {Neill and Frawley, 1983), as previously described (Hiriart
. and Matteson, 1988; Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991).

We chose d 57 in culture to evaluate the initial secre-
tory changes of the cells under the different treatments
because phenotypical changes were mild at this time. In the
RHPA, it is necessary to detach cells from the Petri dishes
to mix them with the red blood cells and seed them together
on the Cunningham chambers. Usiag cells in the first week
of culture thus obviated mechanical injury of B-cells with
long neuritic processes, that are observed in the cultures on
subsequent days.

Briefly. islet cells were detached from culture dishes by
incubating them for 10 min in calcium-free Spinner s solu-
tion, with 13.6 mV glucose, 0.5% BSA: equal volume of
cells were mixed with protein A-coated sheep red blood
cells, introduced into Cunningham chambers treated with
polv-L-lysine to promote cell attachment. and incubated for
45 min. Then the chambers were rinsed and filled with Hanks
balanced sait solution. which contained 5.6 or 20.6 mM
glucose. and incubated foran hour in the presence of insulin
antiserum. The monolaver was furtherincubated for 30 min
with guinea-pig complement. Insulin reieased during the

incubation rime with the insulin antiserum was revezled by
the presence of hemolytic plaques around the secretory
cells, which result from the complement-mediated lysis of
red blood cells bearing insulin-anti-insulin complexes
bound 1o protein A.

We measured the size of plaques with the same equip-
ment used to measure neurite-like processes length (see
Immunohistochemistry section). and plaque size was
expressed as area. At leasi 60 cells were measured per
experimental condition. We also counted the number of
cells that formed plaques. and these results were expressed
as percentage of insulin-secreting cells; at least 100 cells
were counted per experimental condition. All the experi-
ments were carried out in duplicate.

The overall secretory activity of B-cells under a given
experimental condition was expressed as a secretion index.
calculated by multiplying the average plaque area by the
percentage of plaque-forming cells (Smith et al.. 1986:
Hiriart and Ramirez-Medeles. 1991).

Statistical Analysis

Significant differences between data were evaluated by
anatysis of variance (ANOVA), followed by Fisher's mui-
tiple range test or by two-tailed Student s /-test for unpaired
data. using the Number Cruncher Statistical System (NCSS,
4.2, Dr. Jerry L. Himze, Kaysvitle, UT. 1983). Al results
are expressed as mean + SEM.
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Abstract. Nerve growth factor (NGF) induces neurite-
like process outgrowth in cultured aduit pancreatic B
cells. DbcAMP partially mimics this effect on cell mor-
phology. and both compounds act synergistically to pro-
mote neuritelike process outgrowth. To determine if
NGF- and dbcAMP-induced differentiation was accom-
panied by changes in B cell electrical activity, we studied
the macroscopic Na current of adult rat B cells identified
with the reverse hemolytic plaque assay and cultured for
one week with these factors.

After 5-7 days, B ceils cultured in the presence of
2.58 NGF exhibited a 48% increase on the macroscopic
Na current, which was due to an increase on Na current
density. We did not observe changes on voitage depen-
dence of current activation, nor on steady-state inactiva-
tion. Aithough dbcAMP also promotes changes on B
cell morphology, it did not affect the Na current density.

Key words: NGF-—Na channels—Pancreatic B-cells—
cAMP—Reverse hemolytic plaque assay

Introduction

Nerve growth factor (NGF) regulates growth, survival
and morphological plasticity of sensory and sympathetic
neurons (reviewed by Levi-Montalcini, 1987). In other
cell types. like chromaffin adrenal cells and rat pancre-
atic B cells. NGF induces the extension of neuritelike
processes {Vidaltamayo, et al.,, 1996). This effect of
NGF is potentiated by permeable analogues of cAMP
(like dibutyril-cAMP} (Gunning et al.. 1981; Pacheco-
Cano et al.. 1990; Vidaltamayo et al.. 1996).
Moreover. concomitantly to the morphological
changes induced in different cell types, in the rat pheo-

Correspondence 10: M. Hirian

chromocytoma cell line PC12, NGF also promotes
changes in cell excitability, enabling them to generate
action potentials (Dichter, Tischler & Greene, 1977).
in these cells, NGF induces an increase both on the Na-
peak current and the Na channel density (Mandel et al.,
1988. Pollock et al., 1990). These effects are also ob-
served in primary cultures of rat chromaffin cells (Islas-
Sudrez et al., 1994).

Pancreatic f8-cells have Na channels that are impor-
tant in electrical activity and insulin secretion stimulated
by high glucose concentrations (Hiriart & Matteson,
1988; Pressel & Misler, 1990). This current can be iden-
tified by its rapid activation and inactivation during a
sustained depolarization and by its sensitivity to the Na-
channel blocker tetrodotoxin (TTX) (Hiriart & Matteson,
1988; Plant, 1988; Pressel & Misler, 1990).

Siace sodium channel moduiation and activity are
important features in neuronallike differentiation and in
B cell physiology, we decided to investigate if NGF and
dbcAMP treatment has an effect on Na current of pan-
creatic § cells, identified with the reverse hemolytic
plaque assay.

Materials and Methods

Materials were obtained from the following sources: insulin antibody
from Biodesign International, (Kennebunkport, ME): collagenase class
IV from Worthington (Freehall, NI); fetal calf seram. antibiotics and
guirea pig complement from Gibco (Grand Island. NY): tetrodotoxin
from Calbiochem (La Jolla. CA): all salts. protein A, RPMI-1640.
glucose, dbeAMP and NGF 2.55 from Sigma Chemical (St. Louis.
MO}

PaNCREATIC B-CeLL CULTURE

Animal care was performed according to the NIH Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (National Institutes of Health Publica-
tioh No. B5-23, revised. 1985).

Young adult male Wistar rats (200250 g) were obtained from the
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local animal facility, maintained in a 14-hr light (06:00-20 hr), 10-hr
dark cycle, and allowed free access to standard laboratory rat chow and
tap water,

Pancreatic B-cells were obtained following the technigque previ-
ously described (Hinart & Ramirez-Medeles. 1991). Briefly, pancreas
were separated from the acinar tissue by collagenase digestion and a
Ficoll gradient centrifugation. Islet cells were then dissociated with
rypsin (2.5 mg/mi in Spinner salt solution). Single cells were cultured
for 5-7 days in RPMI-1640 supplemented with 5% tetal calf serum,
200 Ufmi penicillin G, 200 pg/mi streptomycin and 0.5 pg/ml ampho-
tericin B, Experimenial ceils were treated for 5-7 days with either
NGF 2.58 (50 ng/ml} or dbcAMP (5 mm), control cells did not receive
any ireatment. ’

REVERSE HEMOLYTIC PLAQUE ASSAY

To identify insulin-secreting cells, a reverse hemolytic plaque assay
{RHPA) was performed as described by Hiriart and Ramirez-Medeles
(1991). We chose to evaluate the initial change of the cells under the
different weaunents after 5 1o 7 days in culture because phenotypical
changes were mild at this time. In the RHPA it is necessary to detach
cells from the Petri dishes to mix them with red blood cells and seed
them together on Cunningham chambers. Thus, using cells after one
week of culture obviated mechanical injury of § cells with long neuritic
processes, which are observed in cultures on subsequent days.

Previous to the assay, sheep red blood cells (SRBC) were coupled
to Staphylococcal protein-A using chromium chloride. These SRBCs
were incubated with isiet cells, harvested from culture dishes by incu-
bating with dissociation cell solution, in the presence of glucose (20.6
mM} and insulin antibody for | hr. Following this incubation, guinea
pig complement was added to induce the lysis of the SRBC. 8 Cells
were identified as those surrounded by a lysis halo.

ELECTROPHYSIOLOGICAL RECORDINGS AND ANALYSIS

Whole-cell patch-clamp recordings (Hamill et al., 1981), were made at
a temperature of 20-22°C using an Axopaich 200 amplifier (Axon
[nstrumenis, Foster City, CA). Patch electrodes were pulled from cap-
illary tubes KIMAX-51 (Kimble Products) and had a resistance of 1.5
to 3m{l. Electrode tips were coated with Sylgard (Dow Coming).

In each cell. the capacity uansient of the pipette was canceled
before accessing the cell and total cell capacitance was determined by
digital integration of capacitive transients with pulses of |0 mV, from
a holding potential of -80 mV.

Capacity transients were canceled and series resistance was com-
pensated using the intemal voltage-clamp circuitry. Remaining linear
capacity transients as well as leakage currents were subtracted by a B2
procedure.

The pulse protocel used for the analysis of the peak fy, consisted
in applying depolarizing test pulses of 15 msec, from -30 to +60 mV
in 10 mV steps, trom a holding potential of -80 mV.

Na current activation ¢urves were obtained by converting the
peak-current values 10 conductances. We used the equation:

gne = IV = End

where /y, is the peak sodium current, V,, the command puise potential
and E\, is the reversal potential observed in the {-V relaticnships ob-
tained from cells where 15 mm NaCl was included in the internal
solution. that in average was +43 mV (varied from +42 o +45 mV).
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Conductance values were normalized and firted 10 2 Boltzmann rela-
tion: '

B/Bmax = {1+ &xp [V - Va, )ika]} !

where g is the Na peak conductance, g, the maximal Na conductance
Va,,, the midpoint of the activation curve and ka the activation steep-
ness factor.

For the steady-state j, inactivation curve, a two-puise protocol
was used. A 33-msec prepulse, starting at —120 to ~30 mV with 10 mV
steps, was used to inactivate Na channels. This pulse was followed by
a test pulse at +10 mV, the peak current from the test pulse was plotted
as a function of the prepuise potential, and a steady-state inactivation
curve was obtained by normalizing the current values and fitting data
with a Boltzmann equation:

Hlpgg = {1+ exp {(V = Vi, )iki})™!

where [ is the peak current, [, is the peak current from a prepulse to
-120 mV, V is the prepulse potential, Viy, is the half-inactivation value
and i is the inactivation steepness parameter.

Recording Solutions

Extemal Solution (mMm} Internal Solution (mMm)

130 NaCl 120 CsAsp
SKCl 10 CsC1
5 CaCt, 10 BAPTA
2MgCl, 10 HEPES
10 HEPES §CsF
0 Giucose 2 ATP-Mg

In L5 experiments, 15 mm NaCl was added to the internal solution
in order to obtain the reversal potentiai of the Na current.

STATISTICAL ANALYSES

All data are reported as the mean £ SEM; n denotes the number of cells
studied. The statistical significance was obtained with the one way
ANOVA test using the Number Cruncher Stadistical System (Dr. J. L.
Hintze, Kaysville, UT, 1983),

Results

Na CHANNEL DENSITY INCREASES IN NGF-TREATED
ADpULT B CELLS

Figure 14 and B illustrates families of whole-ceil cur-
rents recorded from control and B-cells treated with NGF
(50 ng/ml) for 5-7 days, respectively, in response to
depolarizing voltage steps. B-cells were identified with a
RHPA. In both conditions, the fy, rapidly activates to a
peak and then inactivates during maintained depolariza-
tion.

The peak current-voltage relationships for /y, in
control cells and NGF-treated cells are shown in Fig. 1C.
[n buth cases, currents activated near —-30 mV and
reached a maximum around +10 mV. Maximum Na cur-
rent in NGF-treated cells was, in average, 48% (P < 0.01)
larger than in controi cells,

In t5 cells, 15 mM NaCl was included in the internal
solution. In this condition, the currents reversed direc-
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tion from inward 10 outward at about +43 mV (Fig. 10},
which is close to the calculated sodium Nernst potential
(Ene = +47 mV, at 20°C).

When 5 mm CoCl, was added to the external solu-
tion to block Ca currents, the peak Na current amplitude
was not altered by the treatment (data not shown). More-

over, the currents were completely blocked by 100 nM.

TTX in both control and NGF-treated B cells (data not
shown), as previously observed in rat B-cells (Hiriart &
Matteson, 1988).

The increase in sodium current amplitude in (3 cells
exposed to NGF does not result from changes on the
voltage dependence of current activation, nor on the
steady-state inactivation of the current, as shown in Figs.
2 and 3.

In Fig. 2, the voltage dependence of peak sodium
conductances was calculated and used to construct a
Boltzmann relationship (as described in Materials and
Methods), for control and NGF-treated B-cells. NGF-
treatment did not modify the midpoint of activation
(Va,,), nor the steepness ka of the curves (Table 1).

Figure 3 shows the steady-state fraction of noninac-
tivated Na channels plotted as a function of membrane
potential. In both cenditions, half-inactivation (Vi)
was around —60 mV and the inactivation was practically
complete at voltages positive to —40 mV. The steepness
parameter ki did not change with NGF treatment (Ta-
ble t).

The increase in Na current could not be attributed to
a difference in cell surface area, average cell capacitance

Fig. 1. Comparison of Na currents and Na
current-voltage refationships between conwol and
B cells wreated during one week with NGF (50
ng/mi). {A) Control B cells, (8) NGF treated
B-cells. Representative Na current families, which
were recorded during 10-msec steps to different
voltages, from a holding potential of -80 mV (see
Materials and Methods). {C) The mean-peak Na
current was plotied as a function of voliage, under
control conditions (circles), n = 28 and in
NGF-treated ceils (squares}, n = 27. Emor bars
represent SE. In both conditions, the last two
points were obtained from experiments with 15
mM NaCl in the internal solution (n = 13}, hence
the reversal potential is around +43 mV.

1.0 - a

Sodium conductance (normalized)

Fig. 2. Voltage dependence of Na cument activation. At each voltage
the Na conductance was calculated, as described in Materials and
Methods, and plotied as a function of voltage. Expernimental data are
plowted as symbols: controt B-cells {circles), NGF-treated B-ceils
(squares) and dbcAMP-treaed B-cells (triangies); and the smooth
curve represents a Bolizmann fit to the data (see Materials and Methods
and Table 2).

in NGF-treated cells increased by 6.8% and in dbc-AMP
treated ceils, average cell capacitance increased by 9%,
although these increments were not statistically signifi-
cant (Table 2). Moreover, in Fig. 5 individual data from
control, NGF- and dbcAMP-treated B cells were pooled,
it is clear that there is no direct relationship between cell




Fraction not Inactivated

T T T
-120 -100 -80 60 -40 -20 0

vm (mV)

Fig. 3. Voltage dependence of Na current inactivation. A 35-msec
prepulse was used to inactivate Na channels to a steady-state level, The
Na currents recorded during a test puise to +10 mV were used to
determine the fraction of noninactivated channels. The Na current dur-
ing the test pulse was normalized and plotted as a function of the
prepulse voltage. Experimental data are plotted as symbols: control
B-cells (circles), NGF-treated B-cells (squares) and dbcAMP-treated
B-cells {triangles); and the smooth curve represents a Boltzmann fit to
the data (see¢ Materials and Methods and Table 2).

Table 1. Effects of NGF and dbcAMP on B-cell peak Na current

Treatment Capacitance Density Peak current
(pF) (pA/pFY (pA)

Control 33+04 =447+ 4.5 -363.7+t28

NGF 94203 -58.1 £ 57 -539.5 £ 5.2*

dbcAMP 96+ 0.6 -47.3 £ 6.7 =419.4 £ 4.5

*P<001. " P<005,

Table 2. Boltzmann parameters of 3-cell sodium currents

Vu*r_- ka V,r,._. kr‘
Control 40410 912102 -62571223 1049+02
NGF 445112 . 89504 6252123 993+06
dhcAMP 303 t1.1 962+03 -6064+28 9.08+ 14

size {that is closely related to capacitance) and sodium
channel density. Together. these data indicate that NGF
increased PB-cell Na current density by approximately
30% (P < 0.05).

EFFECT OF DBCAMP oN Na CURRENT OF B CELLS

Since dbc AMP also induced the outgrowth of neuritelike
processes in P cells, we also tested the effect of this agent
on the Na peak current of these cells. Figure 4 shows
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families of whole-cell Na currents for a control cell (A)
and a dbcAMP-treated cell (B).

The peak current-voliage relationships of Na cur-
rents for control cells and dbcAMP-treated cells are
shown in Fig. 4C. Both for control and dbcAMP-treated
cells, the currents activate around =30 mV and reach a
maximum near +[0 mV. Nevertheless, no significant ef-
fects of dbcAMP could be observed on the peak Na
current, nor on voltage dependence activation or steady-
state inactivation of 8 cells (Tables 1 and 2; Figs. 2, 3
and 4).

Discussion

This study represents the first description of the effects
of NGF on the clectrical properties of a nonneural-crest-
derived cell type. We observed that NGF treatment in-
creases Na channel density in pancreatic $-cells.

Adult and fetal pancreatic B-cells, as well as insulin-
producing ceil lines like RINmSF and INS-1, express
both types of NGF receptors; high affinity Trk-A and
low affinity p7S™N®® (Kanaka-Gatenbein et al., {9954,
and Scharfmann et al., 1993). We have observed that
cultured rat B-cells undergo nevronallike phenotypic
changes in response to NGF and dbcAMP (Vidaltamayo
et al., 1995), in a way similar to what has been observed
in chromaffin cells and PCI12 cells (Greene & Tischler,
1976, Schubert & Whitlock, 1977; Heidenmann et al.,
1985 and Pacheco Cano et al., 1990).

We evaluated the effect of culturing islet cells for
five o seven days in the presence of NGF or dbcAMP,
on Na current of 8 cells identified with the reverse he-
molytic plaque assay.

We cbserved that NGF treatment in culture induces,
on the average, an increase of 48% on the Na peak cur-
rent. This increment on Na current may be due to an
increase in the number of Na channels in the membrane
of B cells, since the membrane capacitance of NGF-
treated cells and control celis is not significantly differ-
ent, these data represent a 30% increase on the Na cur-
rent density.

It has been well documented that phenotypical re-
sponses to NGF by chromaffin cells and PC12 cells.
involve an increased synthesis and expression of func-
tional Na channels (Islas-Sudrez et al., 1994; Mandel et
al., 1988; Pollock et al.. 1990). This is what probably
happens in our model, since it is not likely that NGF
induces the expression of a different type of Na channel
in B cells, because the voltage dependence of Na current,
the kinetics of activation and the steady-state inactivation
and TTX sensitivity, show no differences between con-
trol and experimental cells.

This increase in Na channel density in B cells could
be important for the NGF-induced sprouting of the neu-
ritelike process, since it has been shown that Na channels
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Flig. 5. Relationship between peak Na current density and cell capaci-
tance. Individual peak Na current densities at 10 mV were ploted
against the respective cell capacitance. Circles denote control cells,
trizngles denote NGF-treated cells and squares denote dbcAMP-treated
cells.

could be associated with cytoskeletal elements, provid-
ing a potential anchoring mechanism for different mem-
brane regions (reviewed bv Mandel. 1992).

Although there is a synergistic effect between NGF
and dbcAMP on B-cell process outgrowth (Vidaltamayo
et al.. 1996), there is no direct effect of dbcAMP rreat-
ment on Na current density, nor on the Na current be-
havior. Similar results have also been observed in PC12
cells (Pollock et al., 1990).

We have previously shown that after one week in

51

Fig. 4. Comparison of Na currents and Na
current-voltage relationships berween control and
# cells treated during one week with dbcAMP (3
mM). (A) Control B cells, {B) dbcAMP-treated
B-cells. Na current families were recorded during
10-msec steps to different voltages. from a holding
potential of ~80 mV (see Materials and Methods).
{C) The peak Na current was plotted as a function
of voltage, under control conditions (circles), n =
28, and in dbcAMP-wreated cells (triangles) n =
21. Error bars represent SE. In both conditions, the
last two points were cbtained from experiments
with 15 mm NaCl in the internal solution (n =
15), hence the reversal potential is around +43
mV.

culture, NGF enables B cells to secrete more insulin in
the presence of 20.6 mm glucose than in the presence of
5.6 mM, a property that is lost in control cells (Vidalta-
mayo et al., 1996). This could be due in part to the effect
of NGF on B cell Na current.

It has been alleged that Na current does not contrib-
ute significantly to B cell excitability (Ashcroft & Rors-
man, 1989). However several data support that Na cur-
rent is important for § cell physiology:

-Na current contributes to the generation of action
potentials during the initial phases of secretagogue-
induced depolarization (Pressei & Misler, 1990).

-TTX inhibits up to 57% of high glucose-
stimulated insulin secretion (Hiriart & Matteson, 1988)
and aiso carbachol-induced insulin secretion in 5.6 mm
glucose (Hiriart & Ramirez-Mendeles, 1993).

-Finally, the fact that the NGF-treated B cells se-
crete insulin more efficiently than control cells (Vidalta-
mayo et al., 1986} could be explained by a faster and
stronger depolarization due to the presence of more Na
channels on the $8-cell membrane.

Finally. it is important to note that since NGF has
been implicated in islet morphogenesis {Kanaka-
Gatenbein et al., 1995b), it is also possible that NGF
increases f-cell excitability during development by
modulating Na channe! expression.
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ABSTRACT Differentiation and function of pancreatic g
cells are regulated by a variety of hormones and growth
factors, including nerve growth factor (NGF). Whether this is
an endocrine or autocrine/paracrine role for NGF is oot
known, We demonstrate that NGF is produced and secreted by
adult rat pancreatic 8 cells. NGF secretion is increased in
response to elevated glucose or potassium, but decreased in
respoase to dibutyry! cAMP. Moreover, steady-state levels of
NGF mRNA are down-regulated by dibutyryl cAMP, which is
opposite to the effect of cAMP on insulin release, NGF-
stimulated changes in morpkology and function are mediated
by high-affinity Trk A receptors in other mammalian cells, Trk
A receptord are present in 8 cells and steady-state levels of Trk
A mRNA are modulated by NGF and dibutyryl cAMP. Taken
together, these findings suggest endocrine and autocrine roles
for pancreatic S-cell NGF, which, in turn, could be related to
the pathogenesis of diabetes mellitus where serum NGF levels
are diminished.

Nerve growth factor (NGF) has been implicated in the survival
and differentiation of neuronal and non-neuronal systems (1).
In particular, it induces morphoiogical and physiological
changes in pancreatic 8 cells, including an increase in voltage-
dependent sodium current density (2) and the extension of
neurite-like processes. This latter effect is potentiated by
dibutyryl cAMP (dbcAMP) (3). Furthermore, pancreatic 3
cells treated with NGF in culture (5 days) secrete more insulin
in response to stimulation with 20.6 mM glucose than with 5.6
mM glucose. [n contrast, with increasing time in culture,
insulin secretion of control cells tends to be similar in both
glucose concentrations {3). The effects of NGF on 3 cells are
mediated through the high-affinity receptor Trk A (4), which
- has been shown to exist in pancreatic B cells (5, 6).

Together, these data suggest that NGF is an important
factor in the maintenance of the endocrine function of 8 cells
in vitro. However, pancreatic NGF has not been detected. A
possible source is the pancreatic B cell itself. since it has been
observed that endogenous NGF levels in diabetic animals (7)
and NGF serum levels in type [I diabetic patients (8) are
decreased. Nevertheless. despite efforts to detect NGF expres-
sion in fetal B cells or in 8 cell lines by Northern blot analysis
{9). to date, neither synthesis not secretion of NGF by § cells
has been demonstrated.

In the present study, we demonstrate NGF synthesis and
secretion by single aduit rat pancreatic 8 cells. Furthermore,
since regulation of the levels of Trk A receptors can modulate
responsiveness to NGF (10, 11), we also examined whether
NGF and/or dbcAMP modulate 3 cell Trk A mRNA levels.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture. Animal care was performed according to the
National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Institute of Health Publication
No. 85-23 revised, 1985). Pancreatic B cells were obtained from
young adult male Wistar rats (200-250 g) as described previ-
ously (3). Isolated cells from rat pancreatic islets were seeded
for 24 b in bacteriological Petri dishes to promote fibroblast
attachment, After this period, supernatants with islet cells
were recollected and cultured under control conditions in cell
cuiture Petri dishes (Corning) with RPMI 1640 medium (with
11.6 mM glucose) supplemented with 5% fetal bovine serum,
100 ug/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin, and 0.25 ug/ml
Fungizone. Experimental cells were cuitured in the presence of
either dbcAMP (5 mM), NGF (50 ng/mi), or NGF + dbcAMP
(50 ng/ml, 5 mM).

PC12 cells were maintained in RPMI 1640 medium supple-
mented with 10% horse serum and 2.5% fetal bovine serum
(GIBCO), 100 nug/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin, and
0.25 pg/ml Fungizone.

Immunocytechemistry. Freshly isolated single cells or cells
cultured for 11 days were processed (3) and incubated over-
night with rabbit anti-mouse NGF antibody (Sigma) and
guinea pig anti-porcine insulin antibody (Incstar, Stillwater,
MN), as recommended by the supplier’s technical bulletins.
Finally, a second CY5-conjugated (excitation 650 nm,
emission = 670 nm) goat anti-rabbit IgG antibody was added
in the case of NGF detection and a fluorescein isothiocyanate-
conjugated (excitation = 494 nm, emission = 520 nm} goat
anti-guinea pig [gG antibody in the case of insulin detection.
Cells were observed under confocal microscopy using the red
channel for CY5 (NGF) and the green channel for fluorescein
isothiocyanate (insulin). ‘

PC12 cells were stained by the avidin-biotin complex
method (3) using a rabbit anti-Trk A antibedy (Santa Cruz
Biotechnology) as recommended by the supplier, followed by
an incubation with biotin-labeled goat anti-rabbit IgG antibody
and development with avidin-peroxidase complex and 3.3'-
diaminobenzidine as final substrate, to form a brown reaction
product.

Cytoplasmic RNA {solation and Reverse Tramscriptase
(RD)-PCR for NGF and Trk A Detection. Cytoplasmic RNA
was extracted from cells cultured for 5 days under the different
experimental conditions described above. The TR [zl reagent
(catalogue no. 15596-026: GIBCO/BRL) was used as in-
structed in the technical bulletin. Cells were lysed directly in
a culture dish by adding 1 mf of TRIzol reageats per | x 10°
cells (12). Cytoplasmic RNA (200 ng) was reverse transcribed
following the supplier's recommended protocol {Perkin-
Elmer catalogue no. N808-0143).

Abbreviations: NGF, nerve growth factor; dbcAMP. dibutyryl cAMP:
RT. reverse transcriptase; GAPDH, glyceraidehyde-3-phosphate de-
hydrogenase; CM, conditioned medium.

fT.R. and R.V. cortributed equally to this work.

§To whom reprint requests should be addressed. e-mail: mhirian@
ifcsun.ifisiol.unam, mx,
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RT-PCR were carried oust with 200 ng of total RNA for
NGF mRNA detection in B cells. The PC12 pheochromocy-
toma and the C§ glioma cell lines were used as negative and
positive controls, respectively. The reaction was also per-
formed with freshly isolated B cells. A parailel reaction was
carried out in the same mRNA sample using the glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping
gene for quantitative purposes.

All oligonucleotide primers were synthesized and used to
prime the amplification of the cDNA template. Based on the
published sequences of mouse NGF (13), Trk A (14), and
GAPDH (15), we chose the 5-GGCATGCTGGACCCAAGC-
TC-3' sequence for the sense (5°) primer and the 5'-GCGCTT-
GCTCCGGTGAGTCC-3' for the antisense (3') primer for NGF
mRNA detection, the 5'-GCAAAGCCGTGGAACAG-3' se-
quence for the sense (5') primer and the 5'-CCCATGGCGCA-
TGTACT-¥ for the antisense (3") primer for Trk A mRNA
detection, and the 5'-GCCCCCATGTTTGTGAT-3' sequence
for the sense (5') primer and the 5'-GCCCCAGCATCAAAG-
GT-3' sequence for the antisense (3') primer in the case of
GAPDH mRNA amplification. Twenty-five cycles of amplifica-
tion were performed with an annealing temperature of 59°C for
NGF and 57°C for Trk A and GAPDH.

Reaction products were sequenced and proved to have a
100% identity with the set;uence reported for the NGF, Trk 4,
and GAPDH genes (13-15). The ampiified material was visu-
alized by ethidium bromide staining, foliowirfg 1% agarose gel
clectrophoresis. Resolved PCR bands were transferred to a
Hybond-N nylon membrane. Membranes were cross-linked by
exposure to UV light.

To confirm the specificity of the RT-PCR, internai anti-
sense (3') oligonucleotides were designed with the following
sequence: 5'-ATCTAGACTTCCAGGCCC-3' for NGF, 5'-
GGAGGGCAGAAAGGAAG-Y for Trk A, and 5'-GTGG-
ATCTGACATGCCG-3 for GAPDH. Hybridizations were
carried out with the intermal oligonucleotides labeled with
[v-3*P)ATP using T4 polynucleotide kinase. Band intensities
were determined with the use of a PhosphorImager.

Bioassay with PC12 Cells. Islet cells were precultured for
24 h under control conditions to ensure proper attachment to
culture dishes. After this time, cells were cultured with a
chemically defined medium supplemented with 20 mM glucose
for 4 h. The chemically defined medium consisted of RPMI
1640 supplemented with insutin-transferrin-sodium selenite
solution (1:100; GIBCQ), putrescine (100 uM), and proges-
terone {20 nM). PCI12 cells were subcultured for 24 b in the
supernatants from the 8 cell-conditioned medium (CM). At
the end of this incubation, PC12 cells were stained with rabbit
anti-Trk A antibody as described above and the percentage of
neurite-bearing cells was counted. A neurite-bearing cell was
defined as a cell with one or more processes, at least 10 um
long. The length of the processes was measured with the aid of
the JAVA video analysis software (Jandel Scientific 1.4, Corte
Madera, CA) by projecting the image of the cell on a monitor
attached to a video camera and a Nikon Axiophot inverted
microscope. To determine specificity of NGF effects, a rabbit
anti-mouse¢ NGF-neutralizing antibody (Sigma) was added to
the CM.

Detection of NGF Secretion by Pancreatic g Cells. Secretion
of NGF by pancreatic 8 cells was determined with a two-site
ELISA assay NGF Emax Immunoassay System (catalogue no.
G3550; Promega). Experiments were performed as instructed
by the technical bulletin using the supernatants of g cells
incubated for 4 h in HBSS (Sigma) with 5, L1, or 20 mM
ghacose as welt asin 11 mM glucose with 40 mM KCl or § mM
dbcAMP.

RESULTS

Presence of NGF Protein in Rit Pancreatic g Cells, The
expression of NGF by pancreatic B cells was demonstrated

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 7785

FiG. 1. Presence of NGF in adult g cells. f cells cultured for 11 days
with NGF (50 ng/ml) and dbcAMP (5 mM). {4} Cells cultured under
control conditions for 11 days. (B) Celis cultured for 11 days in the
presence of NGF + dbcAMP. Bar, 50 pm.

using immunocytochemistry for protein detection and RT-
PCR for detection of mRNA. The latter technique was used
because of the limited amount of cytoplasmic RNA thatcan be
obtained from primary cultures. To obtain cytoplasmic RNA
from pure islet cells, without fibroblasts a differential seeding
technique was performed (as desctibed in Experimental Pro-
cedures).

Because pancreatic islets contain several cell types, a double
labeling technique was used to determine whether B cells
express NGF: a CYS5 probe (red fluorescence) for NGF and
fluorescein isothiocyanate probe (green fluorescence) for
insulin, The experiments of Fig. 1 were performed after 11
days of cell culture, when effects of NGF and dbcAMP on B
cell morphology were evident (3). The yellow staining, a
consequence of colocalized green and red dyes, represents
celis positive for both insulin and NGF. All control (Fig. 14)
and treated (Fig. LB) B celis are NGF positive (red or yellow);
of these, approximately 3% of the cells are completely negative
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Fig. 2. NGF mRNA levels are dependent on dbcAMP. {4)
RT-PCR reaction products from rat pancreatic 8 cells cuitured under
different experimental conditions, (8) dbcAMP induced a 46% de-
crease in NGF mRNA levels (n = 6; "P < 0.01, Student's 1 test) with
respect to control, whereas treatment with NGF and NGF + dcAMP
had no effect. C, controt; A, dbicAMP; N = NGF; N + A, NGF +
dbcAMP; P, PCI2 cells; G, C6 glioma; I, freshly isolated islet ceils,
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for insulin (red only). The localization of NGF and insulin
staining in the cells was not always in the same areas. This
could indicate that NGF and insulin are localized in different
secretory granules.

Effects of NGF and/or dbcAMP on NGF Steady-State
mRNA Levels. mRNA for NGF was present in fresh and
cultured isolated pancreatic § cefls (Fig. 2), implying that
constitutive expression in vivo continues during in vitre culture.
Moreover, the presence of NGF protein and its mRNA was
also found in the rat insulinoma cell line RINmSF (data not
shown), ‘

We determined the effect of cuituring islet cells for 5 days
in the presence of NGF and/or dbcAMP on the steady-state
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Fic. 3. Pancreatic B cells secrete a molecule with NGF-like
biological activity. (4) PC12 cells cultured in the presence of the CM
extended neuritic processes. (B) When an NGF-neutralizing antibody
was added 1o the CM, extension of neurites by PC12 was abolished to
control levels because cells did not extend neuritic processes and
eventually (48 h} detached from the plate. {C) The addition of the CM
o PC12 cells induced a fourfold increase in the percentage of
neurite-bearing cells (n = 4 *P < 0.01, ANOVA, followed by
two-1ailed Student’s ¢ tes1). Comrol, chemically defined medium (20
mM glucose); CM, conditioned medium (20 mM glucose); CM +
anti-NGF, conditioned medium (20 mM glucose) + anti-NGF anti-

body.
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levels of NGF mRNA. We found that although NGF alone has
no effect, the presence of a saturating concentration of § mM
dbcAMP in the culture induces a 46% decrease in the levels of
mRNA for NGF. However, when cells were cultured with both
compounds, this latter decrease in NGF mRNA was not-
observed (Fig. 2).

Pancreatic B Cells Secrete Biologically Actlve NGF. The
above data demonstrate that g cells contain NGF mRNA and
protein. However, they do aot indicate whether B cells secrete
biologically active NGF. To explore this possibility, we used
PC12 responsiveness to NGF as a bioassay because these cells
are well known to extend neurites in response to this factor
(16). In the bioassay, neurite outgrowth was assessed in PC12
cells grown for 24 h in the presence of a CM from B cells
stimulated with 20 mM glucose. Neurite outgrowth in PC12
cells cultured in the 8 cell CM was fourfold higher than in
control cells. The addition of a NGF-neutralizing antibody
blocked this effect (Fig, 3). This result indicates that pancreatic
p cells secrete a biologically active NGF-like molecule.

NGF Secretion by Pancreatic § Cells in Response to In-
creasing Extracellular Glucose Concentrations. Previous data
obtained with the reverse hemolytic plaque assay technique
show that insulin secretion in single cells increases nearly three
times in 20 mM glucose with respect to 5 mM glucose (17). To
identify and measure NGF secretion in single 8 celis, we used
an ELISA. .

Pancreatic B cells stimulated with 20 mM glucose secrete
50-180 pg/ml NGF, two to three times more than cells
incubated with 3 mM gluccse (Fig. 4). Moreover, KCl (40 mM})
+ 11 mM glucose induces a threefoid increase in NGF
secretion with respect to cells incubated with 5 mM glucose.
On the other hand, the addition of db¢cAMP + 11 mM glucose
induces a 67% decrease in NGF secretion with respect to the
group treated only with 11 mM glucose.

Effects of NGF and/or dbcAMP on Trk A mRNA Steady-
State Levels. The effects of NGF are mediated by Trk A
receptors, which are present in pancreatic 8 cells (6). Because
pancreatic 8 cells synthesize and secrete NGF and the treat-
ment of 8 cells with NGF and/or dbcAMP induces the
extension of neurite-like processes, we investigated the effects
of these molecules on the levels of Trk A mRNA,
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FiG. 4. Pancreatic 8 cells secrete NGF in response to different
glucose concentrations. Cells stimuiated with 20 mM glucose secrete
50~180 pg/ml INGF. Cells stimuiated with 5 mM glucose secrete 20-60
pg/ml NGF. NGF secretion in KC] (40 mM) + 11 mM glucose was
significantly different from secretion in 5 mM glucose, but not from
secretion in 20 mM glucose (56-220 pg/ml vs. 50-180 pg/ml). NGF
secretion is diminished by 67% when cells are cultured with dbcAMP
{5 mM) + 11 mM glucose with respect to 11 mM glucyse alone, An
» denotes P < 0.05 with respect to 5 mM glucose; + denotes P < 0.05
with respect to 1t mM glucose (Student’s ¢ test, n = 4),
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Fig. 5. dbcAMP and/or NGF up-regulate Ttk A mRNA levels. (4)
RT-PCR reaction products for Trk A detection under different
experimental conditions. {8) dbcAMP and NGF each induced a
twofold increase in Trk A mRNA levels (P < 0.05) with respect to
control, whereas treatment with NGF + dbcAMP induced a sixfold
increase with respect 1o control (n = §; P < 0.05, Student’s f test). C,
control; A, db¢AMP (5 mM); ¥, NGF (50 ng/ml); NA, NGF +
dbcAMP; F, fibroblasts; P, PC12 cells.

The RT-PCR technique was used to determine whether
NGF and/or dbcAMP had any effect on the levels of Ttk A
mRNA. As shown in Fig. 5, treatment of B cells with NGF or
dbcAMP induced an iricrease in Trk A mRNA levels. The most
potent enhancement on Trk A mRNA levels was observed
when cells were treated with NGF and dbcAMP together. In
this case, the increase in Trk A mRNA levels was sixfold with
respect to control] levels.

DISCUSSION

In the present study, we have demonstrated for the first time
that pancreatic B cells synthesize and secrete NGF. Moreover,
biclogically active pancreatic NGF is secreted in response to
changes in extracellular glucose concentrations similar to the
dependence of insulin secretion on extemal glucase. This
parallel increase in the secretion of both molecules suggests
that glucose-induced depolarization leads to a calcium influx
and finally to exocytosis and secretion. High potassium, a
known secretagogue of insulin (18) that depolarizes B cells,
also leads to an increase in NGF secretion.

It has been shown that insulin granules are complex and
contain products from nearly 50 independent genes besides
insulin and peptide C (19). Although our immunocytochemical
results suggest that insutin and NGF are not stored in the same
compartment, they do not preclude simultaneous secretion of
NGF and insulin. However, not all insulin secretagogues have
the same effect on NGF release. Our data show that dbcAMP,
which increases insulin secretion (20}, inhibits NGF secretion
induced by 11 mM glucose.

The fact that 8 cells are both secreting and responding to
NGF implicates an autocrine and/or paracrine role for NGF in
the pancreas. Such a feedback scenario must include the
regulation of the receptor component. For example, it has been

. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 7787

suggested that up-regulation of Trk A receptors in insulinoma
INS-1 and forebrain cholinergic neurons cam increase semsi-
tivity to NGF (11, 10). Treatment of 8 cells with NGF or
dbcAMP induced an increase in Trk A mRNA levels, The most
potent enhancement on Trk A mRNA levels was observed
when ceils were treated with NGF and dbcAMP together. This
result correlates with our previous finding (3) of an additive
effect of NGF and dbcAMP on g8 cell morphology.

The increased expression of Trk A mRNA by dbcAMP-
treated cells suggests that a higher number of membrane
receptors for NGF may exist in these cells. This would render
cells more sensitive to NGF actions due to a higher probabitity
of interaction between the receptors and the available NGF.
Prolonged NGF exposure induces an increase of mRNA for
Trk A in PC12 cells (21) and in cholinergic neurons (11), where
NGF may play a critical role in Trk A gene expression during
development (22). It has also been shown that growth hormone
induces an increase in NGF-binding sites in the insulinoma cell
line INS-1 {11). These studies also suggest that the increase in
high-affinity NGF-binding sites may render cells more sensi-
tive to the actions of NGF.

On the other hand, we observed the presence of mRNA for
NGF in freshly isolated islet cells and in cells cultured for §
days. Experiments performed by other research groups have
not been able to demonstrate the presence of NGF in pan-
creatic fetal 8 cells in primary cultures nor in insulin-secreting
cell lines (9). This is probably because of the use of techniques
not sensitive enough to detect low levels of mRNA; however,
we do not know whether fetal B cells synthesize NGF.

We also describe that the presence of a saturating concen-
tration of 5 mM dbcAMP in the cuiture induces a 46%
decrease in the levels of mMRNA for NGF. Although NGF itself
does not modulate NGF mRNA levels, it apparently protects
against the aforementioned down-regulation by dbcAMP,
Finally, these down-regulatory effects of dbcAMP on NGF
secretion and NGF mRNA steady-state levels could be over-
come by the increase on Trk A receptors ou the membrane
surface of B cells exposed to NGF, permitting B cells to
respond even if the concentration of the trophic factor is low,

The sustained sensitivity of B cells to NGF could be neces-
sary for the maintenance of 8 cell function. NGF treatment
enhances glucose-stimulated insulin secretion in fetal rat g
cells (23) and in the INS-1 cell line {(24), and NGF treatment
prevents the loss of sensitivity to external glucose concentra-
tion changes in B cells cultured in vitro (3). The action
mechanism for NGF could be through the mitogen-activated
protein kinase pathway (25). It has been described that glu-
cose-induced insulin secretion in INS-1 cells involves this
pathway and that NGF can potentiate this effect (24). More-
over, NGF could be necessary for the maintenance of g cei!
electrical activity, since it induces a 30% increase in sodium
current density of adult rat B cells after 5 days in culture (2).

Furthermore, NGF has been implicated in islet morphogen-
esis and ontogeny because the use of an inhibitor of Trk A
activity, K252a, prevents islet maturation (9). These data
suggest that NGF may play a relevant role in normal function
of pancreatic islet.

NGF, as well as insulin, is secreted in response to increasing
glucose concentrations, suggesting both an autocrine and
endocrine role for NGF in vive. Finally, it is possible that a
deficient secretion of NGF by pancreatic 8 cells contributes to
the decreased serum levels of NGF in patients with diabetic
neuropathies (8), and may, along with decreased insulin levels,
be causally related to the deveiopment of neuropathoiogy,
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