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Into the distance, a ribbon of black, 
stretched to the point of no turning back. 
Aflight of fancy on a windsweptjield; 
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, I. 

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

A soul in tension that's learning tofly. 
Condition grounded but determined to try. 
Cant keep my eyes from the circling skies, 
tongue-tied and twisted;just an earth-bound 
misfit, I. 

Above theplanet on a wing and aprayer. 
My grubby halo, a vapour trail in the empty air, 
across the clouds I see my shadow fly, 
out of the comer 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 eyesfrom the circling skies, 
tongue-tied and twistedjust an earth-bound 
misfit, I. 

Fink Floyd (Learning To Fly, 1987). 
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este trabajo se analizaron lo$ mecanismos involucrados en el numento en 
sidad de corriente de Na' de celulas R en respuesta a NGF. fiden~As, se 

la influencia de la corriente de ~ a *  en la actividad el6ctrica (10 ].as 
B y se identific6 una fuente de NGF pancreatico, a la que pucliel:an 

las cblulas B in. vivo. Nuestros resultados mnostran IllIe el 
de corriente es dependiente de la sintesis de proteinan y 
induce un aumento cercano a 2 veces en el nivel de RNAm 

para la subunidad a de canal de sodio tipo 111. En conjunto, estos resultadoa 
sJgieren que el aumento de la densidad de corriente de ~ a +  de lan celulas D on 
r$spuesta a NGF, se debe a1 amento en la slntesis de canalen de NB'. l'amb.l.bn 
d&mostramos que la corriente de sodio contribuye significativnmer~te a1 disparo 

potenciales de accibn de cblulas 13: de rata, ya que 10s potenciale!; de acci6n 
brepasan el nivel de OmV y son !sensibles a tetrodotoxina T X  l.as c:Blul.as 
atadas con NGF son m6s sensibles a la TTX, lo que se podria deber a que la 

cbrriente de ~ a +  de estas cblulas ‘represents una fracci6n mayor de la corriente 
tbtal. Por 6ltim0, demostramos qy6 las cblulas 13 producen y secretan NGF. Esta 

de la concentraci6n extracelular do y1ucc)sa y puode 
despolarizacibn de la membrana plasmdtica de las 

R, de manera similar a la secreci6n de insulina. La secre~i6n de NGF 
de las celulas D sugieke la existencia de mecanis~nos de regulac:i6n 

en el islofe pancre6tic0, ya que el NGF regula la 
celulas ique lo producen. Ademds, el NGF pancre6ticos 

endocrinos, a1 alcanzar la circulaci6n sistbmica, 
o que podria explicar la disminuci6n del NGF circulatltt? en pacientes 
iabbticos. 
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lh the present study, we characterized tlhe mechanisms involved in the increasing of fi-cell Nat 
' rrent in response to NGF. We also assessed the role played by Na* current in 8-cell eleclricnl 

Vivity. Finally, we identified a ~ancreatic  murce of NGF, to which B-re1111 could be exposcd in 
vtvo. Our data show that protein and mRNA synthesis is required for NGF to increase R-cell Na+ 

NGF treatment also increased steady state levels of type 111 Na* chanl~el a 
mRNA. Taken together, our obsewations suggest that NGF increaues 6-cell Nab current 
the increase in the synthesis of 6-cell Na* channels. Na* current plays an important role 

activity, both from contra1 and NGF-treated rat B-cells. In our recordin{( fiystem, 
action potentials from rat l3 cells show overshooting. This trait suggests that. Na+ currcnts 

afe parlctpatmg actively in rat l3-cell ruing. Moreover, rat 8 cell electrical activity is seclsitive to 
t trodotoxin (TTX). The action potentials from NGF-treated cells are more fieli~itive to this toxin e ynd this could be due to the increased Na+ currents in these cells, since Na t  current could 

present a larger fraction of total depolarizing current in NGF-treated cells Ulan in conlrol ones. 
results demonstrate that B-cells are capable to synthesize and secrete NC;lr. NCF is fiect.cted 
l3 cells in a glucose-dependent m h n e r .  Moreover, B-cell membrane depolariml.lon also 

NGF secretion. These data sug&sts that NGF and insulin could be secreted through 
systems of exocytosis. Since, l3 cells secrete NGF, it could be prolnlsed nn 

a/~tocrine/~aracrine regulation loop in the pancreatic islet. If pancreatic NGIP could be ~ecsclcd 
tb the systemic circulation, it could also have endocrine functions. This enclocritte rolca cold be 
related to the decreases in NGF serum levels observed in diabetic patients. Our results ~ugE(ests 
that NGF could be one of the most important modulators of pancreatic B-cell physiolou. If NQF 
skcretion is defective, it could affect 6-cell function, decreasing insulin secretion and lrnding to 
h e  development of diabetes mellitus. I 
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RESUMEN 

El [actor de crecimiento neuronal (NGF) es un regulador importante de la celula 5 
pancreatica. El tratamiento durante 5-7 dias con este factor induce el crecimiento de 
neuritas y el aumento en la densidad de comente de sodio en celulas 5 de rata. Estas 
corrientes de sodio aumentadas presentan caracteristicas sirnilares a las comentes de 
celulas 5 testigo, lo que sugiere que el NGF aumenta el numeru de canales de sodio 
activables en la membrana de las celulas tratadas. 

En este trabajo se analizaron 10s mecanismos involucrados en el aumento en densidad de 
comente de sodio de celulas 5 en respuesta a NGF. Ademas, se analiz6 la influencia de la 
comente de sodio en la actividad electrica de las celulas 5 y se identifico una fuente de 
NGF pancreatico, a la que pudieran estar expuestas las celulas 5 in vivo. 

Nuestros resultados muestran que el aumento en densidad de comente de sodio en las 
celulas 15 es dependiente de la sintesis de proteinas y RNAm. Ademas, el NGF induce un 
aumento cercano a 2 veces en el nivel de RNAm para la subunidad a de canal de sodio 
tipo 111. En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento de la densidad de 
comente de sodio de las ctlulas 5 en respuesta a NGF, se debe al aumento en la sintesis 
de canales de sodio. 

Tambien demostramos que la comente de sodio contribuye significativamente durante el 
disparo de potenciales de accibn de celulas 5 de rata; ya que a diferencia del raton, las 

~ ~ 

celulas 5 de rata presentan disparos que sobrepasan el nivel de OmV. Ademas estos 
potenciales de acci6n disparos son sensibles a tetrodotoxina (TTX), tanto 10s de celulas 
testigo como las tratadas con NGF. Sin embrago, las celulas tratadas son mas sensibles a 
la accion de la toxina, lo que se podria deber a que la comente de sodio de estas celulas 
represents una fraccion mayor de la comente total. 

Por ultimo, demostramos que las celulas 5 producen y secretan NGF. La secrecion de 
NGF por parte de las cklulas 5 depende de la concentration extracelular de glucosa y 
puede ser inducida mediante la despolarizaci6n de la membrana plasmatica de las celulas 
5, de manera similar a la secrecion de insulina. Sin embargo, la insulina y el NGF no se 
encuentran almacenados en 10s mismos grbulos de secrecion, ya que un potenciador de 
la secrecion de insulina, el AMP ciclico, es capaz de inhibir la secrecion de NGF en las 
celulas 5. 

L a  secrecion de NGF por parte de las celulas 5 sugiere la existencia de mecanismos de 
regulacion autocrina/paracrina en el islote pancreatico, ya que el NGF regula la fisiologia 
de las mismas celulas que lo producen. Ademas, el NGF pancreaticos tambikn podria 
tener efectos endocrines, al alcanzar la circulation sistemica, lo que podria explicar la 
disminucion del NGF circulante en pacientes diabeticos. 

Nuestros resultados sugieren que el NGF podria ser uno de 10s moduladores mas 
importantes de la celula 5. La disminucion de la secrecion de esta factor podria llevar a 
desajustes en la funcion de la celula 5 que podrian culminar en la disminucion de la 
secrecion de insulina y, con esto, el desarrollo de la diabetes mellitus. 



ABSTRACT 

Nerve growth factor (NGF) is an important modulator of pancreatic 6-cell physiology. 
Exposure to this factor induces neurite-development in 5-cell cultures after 5-7 days. 
NGF also increases insulin secretion and 6-cell sodium current. Since sodium currents 
from NGF-treated- and control 6-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 6-cell membrane. 

In the present study, we characterized the mechanisms involved in the increasing of 5-cell 
sodium current in response to NGF. We also assessed the role played by sodium current 
in 6-cell electrical activity. Finally, we identified a pancreatic source of NGF, to which 6- 
cells could be exposed in vivo. 

Our data show that protein and mRNA synthesis is required for NGF to increase 6-cell 
sodium current. Moreover, NGF treatment also increased steady state levels of type I11 
sodium channel a subunit mRNA. Taken together, our obsemations suggest that NGF 
increases %-cell sodium current through the increase in the synthesis of 6-cell sodium 
channels. 

Sodium current plays an important role in the electrical activity, both from control and 
NGF-treated rat 6-cells. In our recording system, the action potentials from rat B cells 
show overshooting, as opposed to the action potential of murine 6-cells. This trait 
suggests that sodium currents are participating actively in rat 6-cell fuing. Moreover, rat 
6 cell electrical activity is sensitive to tetrodotoxin (?TX]. The action potentials from NGF- 
treated cells are more sensitive to this toxin and this could be due to the increased 
sodium'cuments 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 6-cells are capable to synthesize and secrete NGF. NGF is 
secreted from 6 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 6- 
cell NGF secretion. 

Since 6 cells secrete NGF, it could be proposed an autocrineJparacrine 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 6-cell physiology. If NGF secretion is defective, it could affect 6-cell function, 
decreasing insulin secretion and leading to the development of diabetes mellitus. 



ABREVIATURAS UTILIZADAS 

AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico). 
CAM: Molecula de adhesion celular. 
dbAMPc: Dibutirato de AMP ciclico. 
GABA: Acido y-amino butirico. 
MAPK: Cinasa de proteinas activada por mitogenos. 
NCAM: Molecula 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: Reaccion en cadena de polimerasa acoplada a transcripcion 

reversa. 
TrkA. Cinasa de tirosinas A (receptor de alta afinidad por NGF). 



% V E R ~ O D Y  KNOWS M T  WE LIVE IN A WORLD WHERE 
THEY GIVE BAD NAMES TO BeAUTlFUL THINGS 
EVERYBODY KNOWS THAT WE LIVE IN A WORLD WHERE 
WE DON'T ONE BEAUTIFUL THINGS A SECOND GLANCE 
hkAVEN ONLY KNOWS THAT WE LIVE IN A WORLD WHERE 
wm~ we CALL BEAUTIFUL IS JUST SOMETHING ON SALE". 

IIPAR~WON (BEALIT~FUL, 1995) 

Durante la embriogenesis del mamifero, las cklulas 15 de 10s islotes 

pancreaticos se desarrollan a partir de la capa endodermica; sin embargo, 

estas celulas presentan caractensticas consideradas propias de tejidos 

derivados del neuroectodermo, entre las que destacan: la expresion de 

moleculas de adhesion neuronal (N-CAM)', la capacidad de extender 

procesos parecidos a neuritas que expresan neurofilamentos2 y proteina 

tau1 y la expresion del receptor al factor de crecimiento neuronal (NGF)3,4, 

lo que las hace a 10s efectos de este factor troficolv3. 

Ademas de estos marcadores bioquimicos, las celulas 15 presentan una 

actividad electrica caracteristica5, indispensable para la secrecion de 

insulinae. Esta actividad electrica depende de la expresion de canales y 

comentes ionicas de sodio, calcio y potasio, entre otras. En varios tipos 

celulares, la expresion de canales ionicos y la preservation de la actividad 

electrica dependen de 10s efectos de diversos factores de crecimiento7. En 

el caso de las celulas 15, trabajos de nuestro laboratorio han demostrado 

que el NGF induce un aumento en la densidad de la corriente de sodio 

sensible a tetrodotoxinas. 



En este trabajo se estudiarb 10s mecanismos responsables del aumento 

en la densidad de comente de sodio inducido por 'NGF en celulas D 

pancreaticas. Asi mismo, se analizafa el efecto que pudiera tener este 

aumento en la actividad electrica de las celulas 5, lo c u d  podria estar 

relacionado con una potenciacion de la secretion 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 caulas D. Por esta r d n ,  tambien se plantea identificar 

una posible fuente pancreatica de NGF, al c u d  pudieran estar expuestas 

las celulas f3 in uivo. 

1 .  I )  OrganizadJn estructural del islote pancredtico 

El pancreas de 10s mamiferos es  una glhdula de funcion mixta, tanto 

exocrina como endocrina, compuesta por tres compartimentos celulares: el 

sistema epitelial ductal, las celulas acinares y 10s islotes pancreaticos. El 

sistema epitelial ductal se  encuentra extensamente ramificado y es  

I responsable de conducir y descargar las secreciones de proenzimas 

digestivas pancreaticas hacia el duodeno. Ademas, las celulas del ducto 

producen y secretan iones bicarbonato, que neutralizan las secreciones 

acidas que llegan al duodeno desde el estomagog. 

Las celulas exocrinas se encuentran organizadas en acinos, de ahi el 

nombre de celulas acinares. En 10s acinos, cada celula exocrina se 

encuentra polarizada, de tal forma que 10s zimogenos de enzimas 

digestivas son secretados hacia la luz del conducto pancreatico. Estos 

zimogenos viajan por el conducto pancreatico hacia el duodeno, donde son 

activados por el pH bajo que ahi predomina. El increment0 en la 

concentration de iones H+ induce una proteolisis limitada, que convierte a 

10s zimogenos en proteasas func iona l e~~~ .  

7 



La funcion endocrina es  llevada a cab0 por 10s islotes pancreaticos, 10s 

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 regulation de la 

exocitosis, como la somatostatina y la arnilina. Los islotes e s t h  inigados 

profusamente por arterias que entran por el centro del islote y se ramifican 

en estructuras glomerulares. De ahi la sangre pasa a venulas colectoras, 

para descargar finalmente en la vena porta, que lleva las hormonas 

insulares a1 higado y a1 resto del organismoll. 

Figura 1. Esquema de organizaci6n del tejido pancrektico. 
El pancreas esta organizado en lobulos (1) que se comunican entre si a 
traves del conduct0 pancreatico. Estos lobulos constan de acinos de 
tejido exocrino (2) y de islotes pancreaticos (31, que se encuentran 
dispersos entre 10s acinos y donde se encuentran localizadas las celulas 
endocrinas pancreaticas. (Modificado de Yurina, 1985'0) 

Las hormonas pancreaticas son sintetizadas y secretadas por tipos 

celulares distintos. Asi, las celulas a secretan glucagon y se encuentran 

preferencialmente en la periferia de 10s islotes y representan alrededor del 

10% de las celulas insulares. El glucagon es una hormona que se secreta 

en respuesta a una disminucion en el nivel serico de glucosa. El blanco 

principal del glucagon son 10s hepatocitos, donde esta hormona induce la 



degradacion de glucogeno y la activacion de la gluconeogenesis, lo que 

lleva a la produccion 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 glucemial2. 

Por su parte, la somatostatina es  secretada por las celulas 6, que 

constituyen aproximadamente el 8% de las celulas de 10s islotesl3. La 

somatostatina es  una hormona que inhibe la secrecion de hormonas 

proteicas, como la hormona del crecimiento en la hipofisis, por lo que se 

ha propuesto que podria modular la secrecion de insulina y glucagon, a1 

igual que la secrecion exocrina pancreatica14. 

Las celulas insulares mas escasas son las celulas PP, que secretan 

polipeptido pancreatico y representan solamente el 3% de las celulas 

totales de 10s islotes. Este tipo celular solo se encuentra en 10s islotes 

localizados en la cabeza del phcreas, que es la region con menor densidad 

de islotes pancreaticosl5. No se conoce con exactitud el papel biologico del 

polipeptido pancreatico, per0 se sabe que induce la secrecion gastrica de 

HCl y podria ser una sefial endocrina de saciedadl6. 

Las celulas 6 representan el 80% de las celulas en 10s islotes de rata y por 

lo general se encuentran en el centro del islote, como se puede ver en la 

figura 2. Estas celulas sintetizan y secretan insulina, la principal hormona 

hipoglucemiante de 10s mamiferos, ya que induce el ingreso de glucosa a 

tejidos perifericos como musculo esqueletico y tejido adiposo, entre otras 

acciones. 

Ademas de insulina, las celulas f3 sintetizan acido y-amino butiricol7 

(GABA) y secretan amilina, un polipeptido precursor del deposit0 amiloide 

encontrado en 10s islotes de pacientes afectados por diabetes mellitus tip0 

11'8. Se ha propuesto que la amilina funciona como un factor insular 



antagonists de la insulina, ya que inhibe la secretion de esta hormona e 

induce resistencia a ella en tejidos perifericoslg. 

CClula fl insulina 
CClula a a glucagon 
CCIuIa 6 O somatostatina 

F m a  2. Estructura de 108 islotes pancre8ticos de rata. 
En la rata las celulas 5 constituyen el 80% de las celulas insulares y se 
encuentran localizadas principalmente hacia el centro de 10s islotes. Las 
celulas a y las celulas delta se encuentran distribuidas en la periferia. 
Las celulas PP constituyen apenas el 3% de las celulas insulares de la 
rata y no se encuentran presentes en todos 10s islotes. (Modificado de 
Orci y Ungerl3) 

La organizacion de las celulas endocrinas pancreaticas en islotes podria 

ser importante para modular la produccion de las hormonas insulares, 

mediante interacciones paracrinas entre 10s distintos tipos celulares, o 

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

La arquitectura de todo tejido depende de adhesiones intercelulares y de 

adhesiones entre las celulas y la matriz extracelular que las rodea. En el 

caso de 10s islotes pancreaticos, se Cree que su  organizacion estructural 

depende en gran medida de la expresion correcta de la molecula de 

adhesion celular neuronal (N-CAM). 

En ratones carentes (knockout) de N-CAM, la disposicion de 10s distintos 

tipos celulares del islote es irregular. Por ejemplo, las celulas a en estos 



ratones quedan distribuidas de manera aleatoria en todo el islote, en lugar 

de ocupar su lugar preferencial en la periferia del mismo20. Ademas, si se 

induce el crecimiento de insulinomas en estos ratones carentes de N-CAM, 

mediante la introduction de un oncogene transgenic0 controlado por el 

promotor de insulina (RiplTag2), se observa el desarrollo de methstasis 

diseminadas, mientras que en ratones transgenicos RiplTag2 que si 

expresan N-CAM, 10s insulinomas quedan restringidos al tejido 

pancreatico21. 

Sin embargo, la carencia de N-CAM no impide la formacion de 10s islotes 

durante el desarrollo, lo que implica que existen otras moleculas de 

adhesion involucradas en la formacion de 10s islotes. Algunas de estas 

moleculas han sido identificadas, como la molecula de adhesion epitelial 

(Ep-CAM), responsable de adhesiones intercelulares independientes de 

calcio22 y las cadherinas E y N, que forman adhesiones intercelulares 

dependientes de calcio2J. 

Se ha encontrado un nivel elevado de expresion de Ep-CAM en celulas 

epiteliales de 10s ductos de primordios pancreaticos fetales, que es  un 

compartimento celular de c u d  se Cree provienen 10s progenitores de las 

celulas insulares (ver la siguiente section). Estas celulas con niveles de 

expresion altos, tienden a formar acumulos parecidos a islotes; sin 

embargo, en 10s islotes de adulto la expresion de Ep-CAM se revierte, 

siendo mas baja en 10s islotes que en el epitelio del ducto pancreatico, lo 

que podria implicar que Ep-CAM es  necesaria para la formacion del islote, 

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

De hecho, la diferenciacion de celulas epiteliales del ducto hacia celulas 

insulares esth acompaiiada por una disminuci6n en la expresion de Ep- 

CAM; incluso, el bloqueo de la funcion de Ep-CAM con un anticuerpo 



inactivante en acumulos pancreaticos induce la transcripcion y traduccion 

de 10s genes de insulina y glucagon22. 

La adhesion celular dependiente de calcio, a traves de cadherinas, 

tambien es muy importante para la formacion del islote, sobre todo para la 

agregacion de las celulas 13, ya que en ratones transgenicos que expresan 

cadherina E defectuosa, las celulas 15 no se locgizan en islotes 

pancreaticos, sino dispersas entre el tejido acinar como celulas 

individuales; mientras que las celulas a de estos ratones se agregan 

selectivamente en estructuras parecidas a islotesZ3, lo que sugiere que la 

cadherina E regula las propiedades de adhesividad de las celulas 13 y la 

agregacion correcta de las celulas insulares. 

Ademas de las interacciones intercelulares, se ha propuesto que la 

interaccion de las celulas insulares con la matriz extracelular e s  necesaria 

para la formacion de 10s islotes y para mantener la funcion de las celulas 

insulares, ya que las celulas de islotes de rata cultivadas sobre colagenasa 

I forman agregados celulares parecidos a islotes, ademas de que en las 

celulas insulares cultivadas sobre matriz extracelular se preserva mejor su 

funci6n y supe~venc ia .  Esta interaccion con la matriz extracelular 

tambien es necesaria para mantener la adhesion de las celulas insulares a 

la capsula de tejido conectivo que rodea al islote24. 

La interaccion celula-matriz extracelular depende principalmente de las 

integrinas, proteinas dimericas integrales de membrana que funcionan 

como receptores a componentes de la matriz extracelular. En islotes 

pancreaticos, el 50% de 10s 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 celulas 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 



conectar la matriz extracelular a la maqu inda  intracelular de las celulas 

insulares24. 

Como se puede ver en la figura 3, las celulas del islote pancreatico no solo 

estkn unidas unas a otras a traves de moleculas de adhesion, tambien 

existe interaccion entre ellas a traves de uniones celulares comunicantes 

(uniones hendidas o gap), que se Cree son importantes para la secrecion de 

insulina, al sincronizar las fluctuaciones en 10s niveles de calcio 

intracelular entre las celulas D de un isloteZ5. 

Figura 3. Interaccionu htercelulare8 en la cilula 5. 

Esta figura esquematiza las distintas moleculas de adhesion celular 
(CAMS, cadherinas, integrinas) que son responsables de mantener la 
arquitectura del islotes pancreatico. En el recuadro se observa la 
organization de las uniones comunicantes en conexones, 10s cuales son 
importantes para la secrecion adecuada de insulina (ver texto). 

Las uniones comunicantes e s m  formadas por proteinas 

transmembranales llamadas conexinas. Las conexinas se disponen en 

hexameros en las membranas de dos celulas vecinas; cada celula procesa 

su propio hexhero ,  que a1 unirse al hexhmero de la celula vecinas forma 

un canal de union comunicante. En 10s islotes pancreaticos se han 

identificado a1 menos 6 transcritos distintos de genes que codifican para 



conexinas; per0 solo se .ha  comprobado la expresion de dos productos 

proteicos de estos genes, la conexina alfa 1 (tambien llamada Cx43) y la 

conexina alfa 626 (Cx45). 

La expresion de la conexina Cx43 contribuye a1 acoplamiento electric0 

entre las celulas 13 y a la produccion correcta de insulina; ya que diferentes 

lineas celulares que secretan insulina de manera anormal (secrecion 

continua, insensibilidad a glucosa, secrecion pobre, etc.) no expresan la 

conexina Cx43 y tampoco est&n acopladas. Si estas celulas son 

transfectadas con cDNA que codifique para esta conexina, de forma que 

expresen cantidades bajas de Cx43, per0 suficientes para observar 

acoplamiento, aumenta de manera importante la expresion 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 expresion de la conexina 

Cx43 y de acoplamiento optimos para una produccion y almacenamiento 

de insulina adecuados27. 

Las uniones comunicantes no s6lo existen entre celulas a, ya que tambien 

existen algunas que comunican a estas celulas con las celulas a. La 

interaccion de las celulas endocrinas a traves de estas uniones podria ser 

necesaria para el desarrollo correct0 del islote, ya que el patron de 

formacion de uniones comunicantes durante el desarrollo, es diferente 

entre las celulas endocrinas y las celulas exocrinas 28. 

De hecho las uniones comunicantes entre las celulas acinares, que rodean 

a1 islote pancreatico, son distintas a las uniones entre celulas endocrinas; 

inclusive, no existen uniones comunicantes entre las celulas exocrinas y 

endocrinas. Esto se debe a que las celulas acinares expresan las conexinas 

Cx26 y Cx32, las cuales no pueden formar conexones con la conexina 



Cx43, que se expresa en las celulas del islote. Este patr6n de expresion de 

10s genes de conexinas, y por lo tanto la falta de esta comunicacion 

estrecha entre las celulas exocrinas y endocrinas, podria ser responsable 

de una regulacion diferenciada de arnbos tips de secreciones, como se ha 

observado para algunos secret ago go^^^. 

1.2) Desarrollo embrionario del islote pancretttico 

El pancreas se forma en el embrion a partir de dos yemas primordiales, 

una ventral y otra dorsal, que geman desde el epitelio duodenal30. La yema 

dorsal gema directamente desde la pared duodenal y su aparicion antecede 

a la de la yema ventral, la c u d  puede ser considerada como una rarna 

independiente de la yema hepaticaJ1. Conforme avanza el desarrollo, las 

dos yemas se fusionan para formar el phcreas  maduro, y durante esta 

fusion, normalmente se pierde la conexion entre el duodeno y la yema 

dorsal, por lo que la comunicacion entre el phcreas  y el intestino delgado 

se queda en la yema ventral, a traves del conduct0 biliar c o m ~ n ~ ~ .  

La yema pancreatica ventral origina tarnbien la cabeza del phcreas,  

mientras que la yema pancreatica dorsal da lugar al cuerpo y a la cola del 

phcreas,  que constituyen la mayor parte de la masa pancreatica y donde 

existe una densidad mayor de islotes pancreaticosl5. 

En la rata, 10s primeros signos de organogenesis pancreatica se observan 

en el dia 11 de gestacion (estadio de 20 somitas), cuando el meenquima 

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 estA formada por una monocapa de celulas epiteliales, cuyos apices 

forman un lumen estrecho31. 
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FlgPra 4. D-0110 embrionario del phcreas. 
En esta figura se esquernatiza el desarrollo embrionario del phcreas de la 
rata, entre el dia 10 de gestacion, cuando el embrion presenta menos de 20 
somitas, y el dia 15 de gestacion, cuando el embrion presenta de 28 a 30 
somitas. (Modificada de Pictet y RutteIJl) 



La yema dorsal aumenta de tamaiio conforme avanza el tiempo. Este 

aumento se debe tanto al aumento en el numero de celulas, como al 

aumento del tamaiio de estas. Las celulas mesenquimales que rodean a la 

yema dorsal, principalmente las de la notocorda, parecen proporcionar 

sefiales indispensables para el desarrollo del phcreas31. 

Hacia el estadio de 24 somitas se nota una constriccion en las yema 

pancreatica, que la separa en dos lobulos: uno anterior y otro posterior. 

Conforme avanza el tiempo estos lobulos crecen, debido principalmente al 

aumento en el numero celular y a la aparicion de 10s primeros islotes, lo 

que hace que la superficie de 10s 1obulos se vuelva cada vez mas irregular. 

El crecimiento de 10s lobulos se  ve acompaiiado por la rarnificacion del 

lumen del ducto pancreatico, el c u d  e s  poco visible a1 principio, dado que 

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

En 10s dias siguientes, 10s lobulos de las yemas pancreaticas crecen y se 

expanden entre el mesenquima, con lo que el lumen del ducto se ensancha 

y para el dia 15 de gestacion ya e s  totalmente evidente, y alcanza su mayor 

t a m e 0  entre 10s dias 16 y 17 de gestacion. El aumento de tamaiio de las 

yemas pancreaticas tambien las acerca lo suficiente como para fusionarse 

en el momento en que el lumen del ducto se ensancha. La fusion de las 

yemas pancreaticas y la aparicion del lumen del ducto marca el fin de la 

organogenesis pancreatica31. 

El desarrollo de la estructura del tejido acinar se ve acompaiiado por la 

diferenciacion de las celulas exocrinas. Desde el dia 13 de gestacion 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 celulas que contienen grhulos  de zimogeno no se detectan 

sino hasta el dia 15-16 de gestacion, cuando la produccion de enzimas 

pancreaticas aumenta exponencialmente33. 



El momento precis0 de la aparicion de las celulas endocrinas pancreaticas 

ha sido debatido durante largo tiempo, ya que dependiendo de la tecnica 

que se utilice para determinar la expresion de marcadores endocrinos, se 

han propuesto dos patrones temporales distintos para la aparicion de cada 

uno de 10s tipos celulares. 

A1 utilizar anticuerpos contra hormonas insulat-es34 o 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 despues de la evaginacion de la yema 

pancreatica dorsal. La expresion de insulina se puede detectar un dia 

despues de la de glucagon; mientras que la expresion de somatostatina se 

detecta hasta el dia 16 de gestacion, inclusive, la expresion de enzimas 

exocrinas pancreaticas antecede a la expresion de somatostatina. La 

ultima hormona en ser detectada con estos metodos es  el polipeptido 

pancreatico, el cual es posible detectarlo solo hasta el nacirniento. 

Sin embargo, si se combina la tecnica de microdiseccion con la 

amplification de reaccion 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 c u d  se expresa a lo 

largo de todo el epitelio intestinal anterior desde el estadio de 8 somitas en 

el embrion de raton35 (7.5 dias de gestacion). L a  localization de esta 

hormona a lo largo de todo el epitelio anterior concuerda con la presencia 

de celulas endocrinas secretoras de somatostatina en el intestino del 

animal adulto36. 

Este mismo estudio demuestra que la transcripcion de 10s RNAm de 

glucagon e insulina inicia simultfineamente a partir del estadio de 20 

somitas del embrion de raton (8.5-9 dias de gestacion); es  decir de 10 a 12 

horas antes que suceda la condensacion del mesenquima que marca el 

inicio de la gemacion de la yema pancreatica dorsal, cuando el embrion 



cuenta ya con 25 somitas. La localization de 10s transcritos para glucagon 

e insulina esta restringida a la pared dorsal del duodeno, en la zona que 

dara lugar precisamente a1 primordio pancreatico. Esta expresibn 

temprana implicaria que existe un  compromiso hacia la diferenciacion de 

celulas endocrinas previo a la morfogenesis pancreatica. 

La transcription del gene para poli#ptido pancreatico se puede detectar 

por RT-PCR desde el estadio de 30 somitas, e s  decir entre 8 y 10 horas 

despues de gemacion de la yema pancreatica 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 10s 

metodos utilizados, ya que se ha estimado que la sensibilidad de la 

amplification por RT-PCR es 108 veces mas sensible que 10s ensayos para 

p r o t e i n a ~ ~ ~ .  

Dado que existe un compromiso de diferenciacion celular endocrina previo 

a la organogenesis 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 

w n a  que forma el primordio pancreatico, no se puede inducir la expresion 

de genes marcadores de diferenciacion pancreatica37. 

No se conocen exactarnente 10s genes involucrados en la adopcion del 

compromiso de diferenciacion pancreatica, per0 se sabe que en el embrion 

de pollo desde el estadio de 13 somitas (dia 1 de gestacion), la region del 

epitelio que da lugar a la yema dorsal es  capaz de responder a seriales de 

diferenciacion emitidas por la notocorda, mientras que zonas posteriores 

en el epitelio fuera de lo que sera el primordio pancreatico no responden a 

estas s e ~ i a l e s ~ ~ .  



1.3) Mecanismos involucrados en el cornpromiso de diferenciacidn 
pancreatica 

Se sabe desde hace mucho tiempo, que las interacciones entre el 

mesenquima y el epitelio son importantes para inducir la diferenciacion y 

morfogenesis pancreatica38. En particular, se sabe que es necesaria la 

interaccion del epitelio que da origen a la yema pancreatica dorsal con el 

mesenquima de la notocorda, que es  una estructura involucrada en 

determinar patrones de desarrollo de varios organos, como el sistema 

nervioso, en varias especies, desde insectos hasta mamiferos. 

La interaccion epitelio-mesenquima durante el desarrollo del phcreas  

parece llevarse a cab0 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 10s 

conductos pancreaticos, dando lugar a la diferenciacion de las celulas 

acinares. 

La dependencia del desarrollo pancreatico en la interaccion con el 

mednquima se comprueba al analizar experimentos de microdiseccion, en 

donde se disecta epitelio pancreatico de embriones de raton de 11.5 dias 

de gestacion, se le separa del mesenquima notocordal, y se cultiva bajo 

distintas condiciones39. 

Si el epitelio se cultiva solamente sobre cajas de petri con un medio 

suplementado con suero, no es posible observar diferenciacion celular ni 

morfogenesis. En cambio, si el epitelio intestinal se cultiva sobre matriz 

extracelular de membrana basal, es posible observar la fonnacion de 

estructuras parecidas a ductos pancreaticos, con celulas que expresan 

marcadores de celulas ductales, como la citoqueratina 7. Este papel de 

inductor de diferenciacion de la membrana basal parece depender en gran 

medida de laminina, un o de 10s componentes de matriz extracelular40. 



De manera sorpresiva, si el epitelio primordial pancreatico es 

transplantado bajo la capsula renal de un raton singenico, se observa el 

desarrollo de islotes pancreaticos, organizados como islotes maduros, con 

celulas a en la periferia y celulas l3 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 10s islotes no depende 

de la interaccion con el mesenquima, sino, tal vez, de otras sefiales 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 p a n c r e a t i ~ o ~ ~ .  

En este modelo experimental, en la unica condicibn que fue posible 

observar el desarrollo de tejido acinar, fue a1 recombinar el epitelio 

primordial pancreatico con el mesenquima de la notocorda, tanto in vitro 

como en transplantes a capsula renal. Esto implica que el mesenquima es 

capaz de enviar mensajes hacia el epitelio para determinar su destino de 

diferenciacion. Estos factores mesenquimales necesarios para el desarrollo 

pancreatico no son bien conocidos, per0 podrian ser tanto proteinas 

solubles, como mensajes estructurales, grabados en la matriz extracelular 

que rodea a1 epitelio p a n c r e a t i ~ o ~ ~ .  

Algunas de las moleculas que se han implicado como mensajeros entre la 

notocorda y el epitelio primordial son la activina-l3B y algunos miembros 

de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)41, 10s 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 creacion de patrones morfogenicos en 

Drosophila y raton. 

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

receptor de membrana llarnado Patched (codificado por el gene ptc), con lo 



c u d  induce la transcription de genes especificos durante el desarrollo 

embrionario42. 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 a1 phncreas, la expresion de este gene es 

Si se induce la expresion de shh en el phncreas en etapas tardias del 

desarrollo, se observan celulas que expresan insulina, glucagon y amilasa 

pancreatica, per0 no se observan islotes ni acinos, inclusive la region del 

abdomen que deberia estar ocupada por el phncreas se encuentra ocupada 

por una estructura parecida a intestino, con capas musculares lisas 

rodehndola, lo que implica que la expresion ectopica de shh permite la 

diferenciacion de cilulas endocrinas y exocrinas, per0 evita una 

morfogenesis adecuada44. 

La interaccion 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 a1 pkncreas, se induce la expresion de shh y se 

detiene la transicion de la morfologia del epitelio intestinal hacia epitelio 

pancreatico41. Esto implica que la notocorda sintetiza una sefial que 

reprime la expresion de shh, lo que se considera uno de 10s primeros 

eventos relacionados con el desarrollo del phcreas.  

Inclusive, si se bloquea in vitro la funcion de la proteina SHH en cultivos 

de endodermo pancreatico, con anticuerpos inactivantes , se induce la 

expresion de genes marcadores de desarrollo pancreatico, como la 

insulina y el gene homeotico pdxl, el c u d  es indispensable para el 

desarrollo del pkncreas y la parte posterior del duoden041 (ver mas 

adelante). Aun mas, si se cultiva epitelio estomacal en presencia de 

ciclopamina, que es un fiumaco inhibidor de la sefializacion por SHH, se 

puede inducir la expresion de glucagon e insulina en este epitelio. 



Ademas, 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 localization 

normal de la yema pancreatica dorsal (estomago), como en regiones 

intestinales mas caudales a ella45. 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 

seriales que repriman la expresion de shh, y se han propuesto al menos 

dos factores troficos como candidates al papel de represor de shh in vivo, 

la activina-ISB y el FGF. La activina-OB es una proteina que pertenece a la 

familia del factor de crecimiento transformante O (TGFO), mientras que 10s 

FGF forman una familia de factores de crecimiento, constituida por a1 

menos 18 polipeptidos. Estos factores troficos son capaces de reprimir la 

expresion de shh in vitro41 e in vivo46, y son expresados por la notocorda 

durante las etapas en las que se desarrolla el p&ncreas47. 

Si se cultiva epitelio primordial pancreatico en presencia de activina-f3B o 

de concentraciones bajas de FGF2 (1 ng/ml), se observa la represion de la 

expresion de shh y la induccion de la expresion de pdxl e insulina41, que 

son dos marcadores inequivocos de diferenciacion 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 transgenicos que expresan un 

receptor a activina no funcional se obsema hipoplasia insular y una 

disminucion en el contenido de insulina en el phcreas48. 

Todos esto datos en conjunto sugieren que estos factores troficos podrian 

jugar un papel importante durante el desarrollo pancreatico, per0 hasta la 

fecha no se ha podido demostrar esta funcion in vivo, dado que en ratones 



a 10s que se les deleto (knockout) el gene de activina-SB, el phcreas  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 al@n otro miembro de la familia 

de FGF suplante la funcion de este factor t r ~ f i c o ~ ~ .  

Sin embargo, en ratones transgenicos en 10s que se inactivo la funcion de 

un subtipo de receptor a FGF, el receptor FGFR2b, se observan 

malformaciones y reduccion del numero de acinos en 10s phcreas.  La 

inactivacion in vitro de este receptor, con anticuerpos neutralizantes y con 

oligonucleotidos antisentido, inhibe la proliferacion y la diferenciacion de 

tejido exocrino en epitelio pancreatico libre de mesenquima; mientras que 

el tratamiento con FGF1, 7 o 10, que son agonistas de FGR2b y que son 

expresados en el primordio pancreatico desde etapas tempranas del 

desarrollo, aumenta la expresidn de amilasa, un  marcador de 

diferenciacion exocrina. Esto sugiere que algunos miembros de la familia 

del FGF funcionan como las sefiales del mesenquima que inducen la 

diferenciacion del tejido acinar pancreaticoS0. 

Como se dijo anteriormente, uno de 10s marcadores de diferenciacion 

pancreatica es la expresion del gene homeotico 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 conduct0 biliar comunS1, mientras 

que en el animal adulto su expresion queda restringida al epitelio 

duodenal y a las celulas 5 del islote pancreatico. Se propone que el 

product0 de Pdxl funciona como un factor de transcription que regula la 

expresion de 10s genes de insulinaS2 y somatostatina53. 

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

correcta de este gene homeotico, ya que si se deleta este gene en ratones 



transgenicos, no se desarrolla el phcreasS4 y se presenta un desarrollo 

anormal del tercio distal del duodenosl. En humanos, la delecion de un 

solo nucleotido en la secuencia de pdvl tiene como resultado el nacimiento 

de pacientes con agenesis pancreatica55, de forma similar a la obse~vada 

en 10s ratones transgenicos. 

En un principio, se consider0 que la falta de pdvl inhibia completamente 

el desarrollo pancreatico; sin embargo, un analisis mas detallado demostro 

que en 10s ratones pdvl-1- se alcanzan a desarrollar las yemas 

pancreaticas. La yema dorsal alcanza a ramificarse para formar una 

estructura epitelial pequeria, mientras que la yema ventral desaparece con 

el tiempo. Ademas, e s  posible observar en la yema dorsal celulas que 

expresan glucagon, per0 no se encuentran celulas que expresen insulina o 

amilasa pancreaticasl. 

El desarrollo del p ~ c r e a s  en 10s ratones pdwl-1- se detiene por la falta de 

crecimiento y proliferacion de las celulas pancreaticas, lo que impide una 

ramification mayor del phcreas  y una morfogenesis adecuada. Esto 

sugiere que el gene pdxl esta implicado en la manutencion del 

compromiso de diferenciacion pancreatica, per0 que deben existir otros 

mecanismos involucrados en la adquisicibn de este compromiso, 10s 

cuales, como ya se dijo, pudieran estar controlados por el product0 del 

gene shh 

1.4) Desarrollo del islote pancredtico. 

Las celulas precursoras del islote pancreatico son observadas por primera 

vez desde el estadio de 20-22 somitas (dia 11). Este es el primer momento 

en que las celulas dispersas en la yema pancreatica dorsal, muestran 10s 

granulos de secrecion caracteristicos de las celulas endocrinas 

pancreaticas, al ser teriidas con azul de metileno31. Las celulas endocrinas 

primordiales aparecen dispersas entre el tejido de la yema pancreatica 
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dorsal, y aumentan de numero entre 10s estadios de 20 a 30 somitas; sin 

embargo, el numero de celulas endocrinas no aumenta por division 

celular; y es  muy dificil encontrar figuras mitoticas en estas celulas23. 

Entre 10s estadios de 28 y 30 somitas, las celulas endocrinas se empiezan 

a encontrar formando pequexios islotes de pocas celulas. Estas estructuras 

son excluidas del tejido de la yema pancreatica y se recluyen entre el tejido 

de la matriz de la yema y su l h i n a  basal. La exclusion del tejido 

endocrino parece deberse a un cambio en el patron de citocinesis; ya que 

las celulas que rodean a 10s islotes se dividen perpendicularmente al eje 

del lumen pancreatico, al contrario del resto de las celulas acinares, cuyo 

eje de division es paralelo al eje del lumen. 

Cuando el embrion llega al dia 12 de gestacion y presenta entre 35 y 40 

somitas, la mayoria de las celulas endocrinas se encuentran en islotes de 

hasta 12 celulas. En estos islotes, con el tiempo, aumentara el numero 

celular, per0 es probable que este aumento no se deba a la division de las 

celulas del islote; ya que es  muy dificil encontrar figuras mitoticas entre 

estas celulas, cuyos nucleos casi no incorporan tirnidina tritiada31. 

Hacia el dia 15 de gestacion, 10s islotes forman grupos celulares unidos a 

uno o mas acinos. Varios islotes pequexios 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 relacion 

muy estrecha entre 10s distintos tipos celulares del phcreas.  Solo hasta 

etapas tardias del desarrollo del feto de rata (20-21 dias), se pueden 

encontrar islotes que no mantienen nin@n tipo de union con el tejido 

exocrino, y que aparecen con la tipica morfologia redonda, casi libres del 

tejido exocrino. 



El origen embrionario de las celulas del islote pancreatic0 ha sido motivo 

de controversia durante largo tiempo. Debido a que las celulas insulares, 

en particular las celulas 0, cornparten varias caractensticas con celulas 

derivadas de la cresta neural, Pearses propuso que estas cklulas y el resto 

de las celulas endocrinas del tracto digestive compartian un origen comun 

con las neuronas, y formaban un sistema neuroendocrino difuso, 

caracterizado por la capacidad de las celulas de incorporar y descarboxilar 

precursores de aminasS7 (fenotip APUD) . 

Esta hip6tesis se vio apoyada por experimentos con ratones transgenicos, 

a 10s cuales se les transfectaba el antigeno T grande del virus SV40, un  

oncogene que dirige la proliferacion de las celulas que lo expresan, 

acoplado a la region promotora del gene de insulina. En este modelo, se 

encontro que el transgene solamente se expresaba en la cresta neural y en 

celulas insulares, lo que parecia comprobar el origen neuroectodermico de 

las celulas 1358. 

Sin embargo, un andisis mas detallado de la expresion del antigeno T en 

estos ratones demostro que este oncogene no siempre se expresaba de 

manera simulGnea a la insulina, ya que podia expresarse en cilulas que 

expresaran otras hormonas pancreaticas, como glucagon59.60. Esto 

implicaba que la regulacion de la expresion de un  gene por el promotor de 

la insulina podia deberse a factores no especificos de amplia distribution 

en el embrion. Ademas, en experimentos realizados con quimeras de 

embriones, en 10s cuales se transplants el ectodermo del embrion de una 

especie hacia el mesodermo y endodermo del embrion de otra, se encontro 

que las celulas insulares mantienen el fenotipo del embrion donador del 

mesodermo y del endodermo, y no el fenotipo del embrion donador de la 

cresta n e ~ r a 1 ~ 1 , ~ ~ .  



Inclusive, si se reseca el ectodermo de embriones de rata antes de la 

migracion de las celulas de la cresta neural y se cultiva el mesoendoermo 

restante, se puede observar el desarrollo de islotes pancreaticos en 

ausencia del ectodermo63. ~ s t o s  experimentos desechan, en principio, la 

idea de un origen neuroectodermico de las celulas del islote pancreatico; 

sin embargo, en ellos no se pudo descartar una migracion neural anterior 

al momento de la manipulacion quirurgica, debido a que las tecnicas de 

microdiseccion y cultivo de embriones no estaban cornpletamente 

reiinadas64. Experimentos mas recientes, que se discuten mas adelante, 

apoyan la teoria de un origen endodirmico comun para todos 10s tipos 

celulares pancreaticos, tanto celulas insulares como acinares y ductdes. 

El hecho. que las cilulas B compartan algunas caracteristicas con las 

neuronas como la expresibn de receptores a factor de crecimiento 

neuronal4 (NGF), la sintesis de acido gamma-aminobutiricol7 (GABA), la 

expresion de canales de sodio sensibles a voltaje65 y de proteinas de 

neurofilamentos2, puede deberse a la existencia de factores de regulacion 

de la transcripcion genica cuya distribution no este restringida por el 

patron de desarrollo embrionario, sino por la conservation de funciones 

comunes en estas celulas. 

Entre estos reguladores de transcripcion comunes entre neuronas y 

celulas B encontramos 10s activadores de transcripcion Islet- 166, Pax-667 y 

Beta268. Ademas, las celulas B, a1 igual que las neuronas, no expresan el 

factor de represion de transcripcion llamado factor silenciador de 

restriccion neuronall factor silenciador de transcripcion del elemento 

represor (NRSF/REST), que irnpide la expresion de genes caracteristicos de 

neuronas en celulas no neur0nales6~. La falta de este factor silenciador 

permite que las celulas B expresen genes que se creian propios de 

neuronas70, que podrian estar involucrados en el desarrollo del islote 



pancreatico o bien, que podrian cumplir funciones comunes de regulation 

de exocitosis. 

En la actualidad se propone un origen endodirmico para las celulas 

pancreaticas y la existencia de una cWula precursors comun para las 

celula insulares, acinares y ductales. Esta cilula progenitora (stem) 

deberia expresar, durante algunas etapas del desarrollo, caracteristicas 

mixtas de 10s tres tipos celulares pancreaticos; sin embargo, hasta la fecha 

no han sido identificadas ni caracterizadas las celulas progenitoras 

pluripotenciales del pancreasg. 

La existencia de una celula que pueda expresar caracteristicas mixtas de 

diferenciacion exocrina y endocrina, y que pudiera funcionar como 

progenitora, se propuso desde 1972; cuando se observaron celulas 

pancreaticas que contenian grhulos  de zimogeno y a1 menos un tip0 de 

granulo endocrine, 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 celulas mixtas 

no se lograron observar en tejido pancreatico sano; ademas, estos estudios 

no identificaron a nivel molecular el contenido de 10s g rhu los  de 

secrecion, lo que es necesario para determinar la expresion de marcadores 

especificos de diferenciacion c e l u l d ~ .  

Estudios posteriores realizados en una linea celular (AR42J) derivada de 

un carcinoma acinar, demostraron la existencia de celulas que pueden 

expresar marcadores de diferenciacion exocrina (amilasa) y endocrina 

(insulina) simultheamente. Ademas, al analizar la regeneracion del tejido 

pancreatico adulto posterior a eventos da inos ,  como pancreotomia71, 

ligation del ducto pancreatic072 o recubrimiento del phcreas  con 

celof8n73, se han observado celulas ductales que expresan marcadores de 



diferenciacion exocrina y endocrina, a partir de las cuales se regenera el 

tejido pancreatico. 

Estas obsewaciones llevaron a proponer que las celulas del ducto 

pancreatico eran las celulas progenitoras de 10s tres tipos celulares 

pancreaticos. Esta hipotesis se apoyo tambien en la extraordinaria 

plasticidad de las celulas ductulares, quienes pueden, incluso, 

transdiferenciarse hacia hepatocitos en animales sometidos a una dieta 

baja en cobre74. 

Sin embargo, estudios mas recientes parecen descartar esta hipotesis, ya 

que el primordio pancreatico puede dar lugar a 10s tres tipos celulares por 

separado e indistintamente, dependiendo de las condiciones en que sea 

cultivado, como se menciono en la seccion anterior. Esto implica la 

existencia de celulas progenitoras capaces de originar 10s tres tipos 

celulares pancreaticos, y por lo tanto, capaces de expresar, bajo 

condiciones especificas, marcadores de diferenciacion mixta. Estas celulas 

progenitoras no se han logrado aislar ni caracterizar, aunque se ha logrado 

identificar las condiciones que permiten el desarrollo de cada uno de 10s 

tipos celulares pancreaticos, y se han establecido algunas de las 

caracteristicas que deberian presentar estas cilulas 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 vascularizacion y de algunos factores 

solubles que no se han identificado en su totalidadsg. Estos factores 

podrian ser especificos para determinar la diferenciacion de las celulas 

progenitoras hacia celulas 6, ya que la diferenciacion hacia celulas alfa 

podria seguir un patron automatic0 (default), comun al patron de 

diferenciacion de otras celulas endocrinas del tracto digestivo que secretan 

glucagon o derivados del gene de glucagon, como la oxintomodulina51. 



La existencia de este patrcin endocrino comun del tracto digestivo se 

propuso a partir de estudiar el desarrollo de 10s embriones de 10s ratones 

transgenicos pdxl-I-, en 10s cuales, de 10s tipos celulares pancreaticos, 

solamente se desarrollan las celulas alfa, tanto en la region duodenal 

donde deberia de existir el phcreas  como en otras regiones del intestino 

mas alejadas. 

Las celulas que iniciaron su diferenciacion siguiendo este patron comun 

endocrino podrian ser precursoras tanto de las celulas alfa, como de las 6; 

ya que se han observado celulas que coexpresan glucagon e insulina 

durante el desarrollo del islote pancreatico en rata75 y humano76. Incluso, 

se han observado celulas que coexpresan insulina y somatostatina o 

polipeptido pancreatico. Estos resultados coinciden con las observaciones 

realizadas en ratones transgenicos que expresan el antigen0 T grande de 

SV40 bajo el control del promotor de insulina, ya que este oncogene se 

expresa tanto en celulas 6 como en celulas alfa pancreaticas60. 

Con base en estos datos, se ha propuesto que las celulas insulares 

pertenecen a un mismo linaje celular precursor, y que durante la 

diferenciacion, por influencia del medio extracelular, se va restringiendo la 

expresion gknica hacia 10s genes especificos del fenotipo maduro60. 

Observaciones que apoyan esta hipotesis se han realizado al estudiar 

insulinomas de rata en cultivo. 

Estos insulinomas (linea RIN) fueron inducidos por la exposicion de 

animales a rayos X y fueron caracterizados como insulinomas 

transplantables a peritoneo, que producian en 10s animales una 

hipoglucemia grave acompariada por hiperin~ulinemia~~. Algunos de 10s 

transplantes del insulinoma original produjeron metiistasis a higado, de 

donde se obtuvo un nuevo cultivo (linea MSL). Esta nueva linea celular 



expresa glucagon, polipeptido pancreatico y arnilina, per0 en ella no se 

detecta la expresion de insulina. 

Ademas, si se retransplanta esta linea en ratas, induce una perdida de 

peso importante acompaiiada por anorexia, sin datos de hiperinsulinemia, 

lo que corresponde con 10s signos clinicos de un glucagonoma. Estos 

resultados implican que se puede obtener un tumor productor de glucagon 

a partir de un tumor productor de insulina7*. Se propone que este cambio 

fenotipico se debe a la perdida de factores de transcription implicados en 

la regulacion de la transcripci6n del gene de insulina, ya que el fenotipo de 

insulinoma se ve a c o m p ~ a d o  por la expresion de pdwl, mientras que el 

glucagonoma no expresa este gene79. 

Esta ultima obser-acion coincide con lo que pasa en el islote pancreatico 

maduro, donde la expresion de pdxl esth restringida a las celulas 15, ya 

que no se expresa en celulas alfasO. Esto sugiere que durante la 

maduracion de las celulas alfa, se inactiva el gene pdxl en el progenitor 

comun de las celulas insulares. Sin embargo, como se menciono 

anteriormente, estas celulas si alcanzan a desarrollarse en 10s ratones 

pdxl-I-, aunque no se ha descartado que las celulas que expresan 

glucagon en estos animales pertenezcan al linaje de las celulas endocrinas 

del intestino secretoras de glucagon (celulas L), y no sean propiamente 

celulas insularesg. 

Angisis de la expresion de hormonas pancreaticas durante la ontogenia 

del islote tambien sugieren la existencia de celulas precursoras 

pluripotenciales para las celulas insulares. Se propone que estas celulas 

precursoras expresan en un principio un peptido relacionado con el 

polipeptido pancreatico, el peptido YY; ya que en el primer momento en 

que se detectan celulas endocrinas en el rudiment0 pancreatico, estas 

celulas expresan peptido W y glucagonsl, poco despues aparece una 



poblacion de celulas que se dividen activamente y que expresan peptido 

W, glucagon e insulinas2. Tambien se observa la coexpresion del peptido 

W con somatostatina y polip6ptido pancreaticosl. 

Experimentos de ablacion dirigida tambien sugieren precursores comunes 

para las celulas del islote. En estos experimentos se transfecta el gene de 

una proteina citotoxica, la toxina difterica A, bajo el control de la region 

promotora del polipeptido pancreatico. En 10s ratones transgenicos que 

expresan esta construction, no se desarrollan las celulas 13, 6 ni las PP; sin 

embargo, si se observa la aparicion de celulas ass. 

Estas observaciones sugieren que 10s precursores de las celulas insulares 

expresan, a1 menos durante un estadio del desarrollo, el polipetido 

pancreatico, y que las celulas alfa pueden provenir de precursores 

distintos a1 resto de las celulas del islote, o bien son las primeras celulas 

en divergir del programa comun de diferenciacion de las celulas 

endocrinas pancreaticas. 

En resumen, las evidencias experimentales sugieren la existencia de una 

celula precursors que expresa peptido W, y que podria estar relacionada 

con las celulas endocrinas del intestino, de la cual se derivan el resto de 

las celulas insulares. Las primeras celulas en separarse del resto del linaje 

insular serian las celulas alfa, que dejarian de expresar pdxl y el resto de 

las hormonas pancreaticaa. 

Otra fraccion de las celulas insulares continuaria expresando glucagon y 

conforme avanza el desarrollo estas celulas expresarian secuencialmente 

las otras hormonas pancreaticas: insulina, somatostatina y polipeptido 

pancreatico, para despues dar lugar a las celulas insulares que expresan 

solo una hormona. 



La celula precursora endocrina podria diferenciarse a partir de celulas 

pluripotenciales pancreaticas. No se sabe con exactitud que factores 

determinan que una celula pluripotencial pancreatica se  comprometa 

hacia el linaje endocrino, per0 las evidencias experimentales sugieren que 

la diferenciacion endocrina en el phcreas  e s  automatica (default), 

mientras que la diferenciacion exocrina requiere de sefiales del 

mesenquima. 

Las seiiales del mesenquima serian requeridas en dos momentos: 

inicialmente, estas sefiales serian necesarias para inducir el compromiso 

de diferenciacion pancreatica en el epitelio intestinal, y posteriormente, 

senan necesarias para inhibir el programa de diferenciacion endocrina e 

inducir la diferenciacion exocrina. 

El compromiso de diferenciacion exocrina podria implicar la expresion de 

factores de represion de transcription, que impidieran la expresion de 

caractensticas 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 celulas endocrinas, lo que permite 

que estas expresen otro conjunto de genes, como se menciono 

an te r i~rmente~~.  

La participation de seiiales mesenquimales como inductores de 

diferenciacion exocrina se demostro en experimentos de cultivo de 

rudimentos pancreaticos. Cuando estos rudimentos son cultivados in vitro 

libres de mesenquima, la proporcion de celulas productoras de insulina es  

5 veces mayor a la observada en rudimentos cultivados con todo y su 

meknquima. Si 10s rudimentos pancreaticos libres de meknquima son 

tratados con folistatina, que es  un inhibidor endogeno de activina, la 

proporcion de celulas endocrinas es similar a la observada en 10s 

primordios cultivados con meknquima. 



Inclusive, tanto las celulas endocrinas de primordios completos como las 

que se desarrollan en presencia de folistatina mantienen caracteristicas de 

celulas B inmaduras, ya que no expresan transportadores de glucosa Glut- 

2. Ademas, alrededor del 50% de ellas coexpresa glucagon, mientras que 

las celulas endocrinas que se desarrollan en ausencia de mesenquima 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 tambien sugiere que existen seiiales que 

inducen la diferenciacion endocrina, ya que la folistatina inhibe la funcion 

de la activina al unirse a ella e impedir que interactue con su receptor. 

Como se vio en la seccion anterior, se ha propuesto a la activina como una 

sefial inductora de diferenciacion pancreatica en el epitelio intestinal, asi 

que esta proteina podria tener 10s dos tipos de papel propuestos para las 

sefiales mesenquimales: induciria en un principio el compromiso de 

diferenciacion pancreatico, para despues permitir el desarrollo del linaje 

endocrino. 

Existen otros mensajeros involucrados en el desarrollo correct0 de 10s 

islotes pancreaticos. Entre ellos se encuentra el factor de crecimiento 

neuronal (NGF), el cual tiene efectos diversos sobre las celulas 5 

pancreaticas, que se discutirh mas adelante. Se ha demostrado que las 

celulas de 10s primordios pancreaticos expresan NGF y su receptor de alta 

afinidad, conocido como TrkA (ver mas adelante), tanto in viv& como in 

vitroE5. 

Si se bloquea in vitro la transduccion de sefiales de TrkA con K252A, que 

es un inhibidor especifico de este receptor, en primordios pancreaticos, se 

observa el desarrollo de un numero adecuado de celulas 5; sin embargo, 

estas celulas se mantiene dispersas en el tejido acinar, en lugar de formar 



acumulos redondos, que son 10s precursores de 10s islotes pancreaticos. 

Este efecto del K252A no se debe a toxicidad sobre las celulas 6, ya que a1 

retirar el K252A las celulas t3 que ya estaban presentes comienzan a 

reorganizarse en acumulos. 

La organizacion de 10s islotes es  importante para la funcion de las celulas 

insulares, porque, como se menciono con anterioridad, la produccion de 

insulina aumenta cuando las celulas t3 e s t b  en contact0 unas con otras y 

forman uniones comunicantes27. Estas observaciones implican que el 

desarrollo de las celulas insulares y la fonnacion de 10s islotes 

pancreaticos son dos procesos independientes, y que existen seiiales que 

regulan por separado estos procesos. 

Aunque hasta ahora no se han podido identificar todas las seriales que 

inciden en el desarrollo de las celulas insulares, si conocemos algunos de 

10s mecanismos involucrados en la adquisicion del fenotipo endocrino en el 

phcreas,  sobre todo 10s que regulan la restriccion de la expresion genica 

hacia genes especificos, que es el momento cumbre de la diferenciacion 

celular. En el caso de las celulas 6, esta restriccion es notable, ya que en el 

animal adulto no solo la expresion de insulina esth practicarnente 

confinada a1 islote pancreatico, sino el mensajero de insulina representa 

mas del 10% del RNAm total de la celula 69. 

2. REOULACI~N DE LA SECRECI~N DE INSULINA 

2.1) Sintesis y almacenamiento de insulina 

La insulina es la principal hormona hipoglucemiante de 10s mamiferos. 

Sus efectos a corto plam e s t b  encaminados a aumentar la captura de 

glucosa por parte de 10s tejidos perifericos, como el musculo esqueletico y 

el tejido adiposo, y aumentar el almacenamiento de glucosa en forma de 

glucogeno en el higado y el musculo. 



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 por 21 aminoacidos, y la 

cadena B, que contiene 30 aminoacidos. Estas dos cadenas proteicas se 

encuentran unidas por dos puentes disulfuro, uno que conecta el 

aminoacido 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 c u d  contiene, ademas de 

la secuencia para estas dos cadenas, una secuencia de aminoacidos que 

une a las dos cadenas, llamada peptido C y un peptido lider, que dirige a 

la cadena naciente de preproinsulina hacia el reticulo endoplasmico 

rugoso, donde concluira su traducciona6. 

A) Transcripci6n del gene de  insulina. 

La preproinsulina es  codificada por un solo gene en 10s humanos, que se 

encuentra localizado en el cromosoma 11; mientras que en la rata y el 

raton, existen dos genes que codifican para esta hormona. Se Cree que uno 

de 10s genes para insulina de roedor (el gene I), surgio de la duplicacion del 

gene ancestral (gene 11), en u n  evento mediado por RNA y 

retrotranscripcion hace unos 25 millones aAos87. 

La estructura de 10s genes para insulina se encuentra conservada en cerca 

de 50 especies de mamiferos. En general, 10s genes de insulina esGn 

compuestas por 3 exones y 2 introness8 (ver figura 5), con excepcion del 

gene para insulina de rata y raton 1, ya que estos genes carecen del 

segundo intron. Este dato sugiere que el gene de insulina de roedor I fue 



transcrito a partir del gene 11, se comenw su  procesamiento (splicing) y 

despues fue retrotranscrito a cDNA y reincorporado a1 genomaa7. 

Estructura del gene de insulina 
Figwa 5.Eatruchua del gene 
de inaulina 
Esta figura esquematiza las 
regiones reguladora y codifica- 
dora del gene de insulina. Dentro 
de la region reguladora se 
encuentran secuencias promo- 
toras (caja TATA), secuencias 
potenciadoras (IEBl) y elementos 
que responden a sefiales intrace- 
lulares, como la secuencia CRE 
que responde a AMPc y la 
secuencia P1, que responde a 
glucosa. (El esquema no esti  
dibujado a escala) 

El exon 1 del gene de insulina codifica para una region 5' del RNAm que no 

se traduce, mientras que el exon 2 codifica para el peptido seiial, la cadena 

B de la insulina y la region NH-terminal del peptido C y el exon 3 codifica 

para el COOH-terminal del peptido C, la cadena A y una region que no se 

traduce del extremo 3' del RNAm para insulinaag. 

La  region de regulation 5' del gene de insulina contiene tres tipos de 

secuencias que regulan la transcripcion del RNAm para esta hormona (ver 

figura 5): una region promotora, una region potenciadora (enhancer) y una 

region silenciadora (silencer). Tanto la region promotora como las regiones 

potenciadoras se comportan como elementos de especificidad celulargo. 

Esta especificidad aumenta tarnbien por la presencia de la secuencia 

silenciadora, que impide la expresion del gene de insulina fuera de las 

celulas 691. La regi6n reguladora del gene de insulina abarca la secuencia 

de nucleotidos que comienza en el nucleotido numero 300 previo 



(upstream) al sitio de iniciacion de transcripcion, hasta el nucleotido 

numero 5 1 despues (downstream) del sitio de iniciacion (-300 a +5 1)92. 

La region promotora del gene de insulina contiene la secuencia 

conservada TATAA (caja TATA) entre 10s nucleotidos -20 a -30 previos al 

sitio de iniciacion de la transcripcion. Esta secuencia TATA es la 

responsable de indicar a la RNA polimerasa I1 el sitio de iniciacion de 

transcripcion en muchos genes, a1 unirse al factor de transcripcion comun 

TFIID. Mutaciones en esta region disminuyen considerablemente (5 veces o 

mas) la expresion de un gene reporter0 acoplado a la region reguladora del 

gene de insulina transfectado en lineas celulares 893. 

La region potenciadora del gene de insulina contiene varios tipos de 

secuencias, entre 10s que se encuentran secuencias que aumentan y 

secuencias que suprimen la transcripcion del gene. Esta doble funcion, ya 

sea positiva o negativa, de la region potenciadora depende del tip0 celular 

donde se encuentre el gene de insulina o del estado metabolic0 de la 

celula. Asi, las secuencias silenciadoras pueden estar activas aun en 

celulas 6, sobre todo en sitilaciones donde las celulas 8 e s t h  expuestas a 

condiciones toxicas, como la hiperglucemia94. 

En la region potenciadora se encuentra secuencia IEBl (GCCATCTG), que 

a1 ser mutada disminuye 25 veces la transcripcion controlada por esta 

region reguladora. Esta secuencia IEBl se encuentra alrededor del 

nucleotido -105 y pertenece a una clase de elementos reguladores 

conocidos como cajas E. A las cajas E se unen factores de transcripcion 

conocidos como proteinas helice-asa-helice. (Helix-Loop-Helix), que forman 

heterodimeros para unirse al DNA y regular la transcripcion. Algunas de 

las proteinas HLH se expresan en casi todos 10s tejidos de un  organismo, 

mientras que otras esGn restringidas de forma especifica algunos tipos 

celulares. 



En el caso de las celulas 13, el factor de transcripcion que se une a la 

secuencia IEB e s ~  formado por una proteina HLH ubicua y la proteina 

especifica N ~ U ~ O D / B E T A ~ ~ ~ .  NeuroDfBETA2 se expresa en todos 10s tipos 

celulares endocrinos del islote pancreatico y en neuronas95, y se ha visto 

implicada en determinar el destino de diferenciacion de estos dos tipos 

celulares. En ratones carentes de NeuroD/BETA2 las celulas insulares se 

desarrollan en muy baja cantidad, ya que el numero de celulas B 

disminuye en 755, mientras que el numero de celulas alfa y delta 

disminuye en 40 y 20%, respectivamente. Ademas, las celulas endocrinas 

que alcanzan a desarrollarse se encuentran formando pequeiios acumulos, 

que no llegan a organizarse como islotes madurosg6. 

Se pensaba que la proteina HLH ubicua del complejo que se une a la 

secuencia IEB era uno de 10s productos del gene E2A, E47 o bien E1297; 

sin embargo, en ratones en 10s que se deleto el gene E2A, el desarrollo de 

celulas insulares es normal, a1 igual que 10s niveles circulantes de insulina 

y glucosa. Esto implica que ante la falta de E2A, otra proteina HLH puede 

suplir la funcion de sus productos, aunque no se puede descartar que en 

condiciones normales de expresion de E2A, Sean E47 o El2 las 

contrapartes de N ~ U ~ O D / B E T A ~ ~ ~ .  

Pese a que el sitio IEB potencia la expresion del gene de insulina, este sitio 

no es el responsable de restringir esta expresion a las celulas 13, porque, 

como ya  vimos, el factor de transcripcion que se une a IEB se encuentra 

tambien en las otras celulas del islote pancreatico. De hecho Neuro 

D/BETA2 puede regular la expresion de varias hormonas como glucagon9g 

y secretinaloo, ademas de insulina. Esto implica que deben existir factores 

de transcripcion especificos para las celulas 13, o bien que en estas celulas 

se expresa una combinacion especifica de factores de transcripcion de 

distribution ubicua. 



Existen por lo menos 3 factores de transcnpcion cuya expresion estA 

practicamente restringida a las celulas D en el animal adulto: PDX1, Pax4 

y Nkx6.1. Estos tres proteinas pertenecen a la farnilia de proteinas que 

contienen un dominio homeotico (homeobox) y e s t h  involucradas en la 

regulacion del desarrollo embrionario de varios tipos celulares1O1. Como se 

vio en la seccion anterior, la funcion de PDXl es necesaria para el 

desarrollo del phcreas,  tanto exocnno como endocrine. En el animal 

adulto PDX 1 regula la expresion de insulina y somatostatina en las c6lulas 

l3 y delta del islote pancreatico; mientras que en celulas donde no se 

expresa PDX1, como en 10s glucagonomas, no es  posible expresar genes 

controlados por el promotor de insulina102. 

En pacientes donde una copia de PDXl se encuentra mutada, se 

desarrolla diabetes tipo I1 en edades tempranas103 (conocida tambien como 

diabetes del joven que aparece en la madurez: MODY), debido en parte a 

una produccion deficiente de insulina y a una capacidad pobre de sensar 

aumentos en la glucemia. De manera similar, en ratones transgenicos 

donde se suprime especificamente la expresibn de PDXl en celulas 6, 

disminuye tanto la produccion de insulina con la edad, como la expresion 

del transportador de glucosa GLUT-2. 

PDXl se une a una secuencia TAAT, llamada sitio PI, localizada en la 

posicion -77 de la region reguladora del gene de insulina. Para que PDXl 

mantenga una funcion optima es necesario que interactue con la 

secuencia IEB1 mencionada anteriormente, ya que si esta ultima 

secuencia es mutada, PDXl no puede aumentar la expresion del gene de 

insulina80. Esto implica que 10s factores de transcripcion HLH cooperan 

con PDXl para mantener una expresion adecuada de insulina. 

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

pancreatico, a las celulas D. Su funcion en estas celulas no es conocida 



totalmente, per0 se sabe que es capaz de unirse a regiones del DNA que 

contengan 1: 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 expresi6n de glucagon; ya que en 

ratones transgenicos carentes de PAX4, no se desarrollan las celulas 6 ni 

las celulas delta de 10s islote, per0 aumenta el numero de celulas 

productoras de glucagon. Ademas de comprobar la importancia de PAX4 

para obtener el fenotipo de las celulas 13, estos experimentos sugieren que 

las celulas 13 y delta comparten un  precursor comun1O4. 

El ultimo factor de transcripcion que, hasta ahora, se Cree est& restringido 

a las celulas 6 es Nkx6.1, una proteina que contiene un dominio 

homebtico y que fue identificada a1 analizar la expresion de RNAm 

especificos de cilulas 13 por substraccion de mensajeros de lineas 

tumorales de celulas insularesl05. Nkx6.1 pertenece a la familia de factores 

de transcripcion NK2 y no se conoce su mecanismo de accion; sin 

embargo, se sabe que la expresion de este factor de transcripcion estA 

asociada a la production de insulina durante la progresion de las celulas 

de insulinomal", y que en 10s ratones transgenicos que no cuentan con 

este gene, no se desarrollan las celulas 13, pese a que el numero de las 

otras celulas insulares es  norma149. 

B) Regulaci6n de  la transcripcion 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 celula 6. Sin embargo, 10s niveles de RNAm 

de insulina varian constantemente en la celula 13 en respuesta a estimulos 

presentes en el medio. Uno de 10s principales reguladores de la 

transcripcion del gene de insulina es  el AMP ciclico (AMPc) intracelular. 

Esta molecula se produce como parte de la cascada de transduccion de 



seiiales de varios receptores presentes en las celulas 0, 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 posicion -177. A esta secuencia CRE se  une 

un factor de transcripcion llamado CREB, el c u d  es responsable, a1 

activarse, de aumentar la transcripcion del gene de i n ~ u l i n a ' ~ ~ .  L a  

activacion de CREB se debe a una fosforilaci6n catalizada por la cinasa de 

proteinas regulada por AMPc (PKA). LA PKA, a su vez, se activa cuando 

aumenta la concentracion de AMPc intracelularlo8, y de esta forma se 

conectan las cascadas de transduccion de seiiales de receptores 

membranales con la expresion genica. 

En la celula 0, uno de 10s receptores que induce la produccion de AMPc es 

el receptor a glucagonlog. Esta hormona es capaz de inducir la secrecion 

de insulina in vitt-0110, sin embargo, el papel que juega el glucagon en la 

regulacion de la secrecion de insulina in vivo es motivo de controversia, ya 

que no se sabe si el glucagon secretado por las celulas alfa e s  capaz de 

afectar a las cilulas f3ll1.ll2. Sin embargo, el receptor de glucagon podria 

activarse por medio del peptido parecido a glucagon 1 (GLPl), el c u d  es un 

potente estimulador de la secrecion de insulina y de la transcripcion del 

gene de esta hormona, cuyos efectos se deben a la activacion de la 

adenilato ciclasa, y por la tanto a la produccion de AMPc, en las celulas 

13113. 

La glucosa es otra molecula capaz de regular la transcripcion del gene de 

insulina. Esta regulacion es la mas importante desde el punto de vista 

fisiologico, ya que asegura que las celulas 13 sean capaces de secretar mas 

insulina cuando la concentracion de glucosa permanece elevada. Los 

mecanismos celulares involucrados en la regulacion de la transcripcion 



del gene insulina por glucosa no es th  completamente esclarecidos, debido 

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

Anteriormente, se pensaba que el aumento en la transcripcion del gene de 

insulina inducido por glucosa dependia de una exposicion prolongada 

(22hrs) a concentraciones elevadas de (211 mM), mientras que la 

exposicion durante periodos cortos aumentaba la produccion de insulina a 

niveles postranscripcional y traduccional glucosaS6. 

Experimentos recientes han demostrado que exposiciones de corta 

duracion (15 min) a una concentracion elevada de glucosa (16 mM) 

inducen la transcripcion del RNAm de insulinal14. Estos resultados 

reflejan una situacion mas parecida a la situacion fisiologica a la que se 

ven expuestas las celulas 6, ya que despues de la ingesta de alimentos, las 

celulas 13 se ven expuestas a una concentracion elevada de glucosa solo 

durante poco tiempo. 

Los efectos de la glucosa sobre la transcripcidn del RNAm de insulina 

dependen de la activacion de algunos factores de transcripcion. Se Cree 

que el efector principal es  el factor de transcripcion PDX1, ya el aumento 

en la concentracion extracelular de glucosa induce la translocacion de este 

factor desde el citoplasma hasta el nucleoll5. Ademas, esta translocacidn 

esta acompaiiada por la activacion de PDXl mediante fosforilacion, la cual 

es  necesaria para que este factor se una a su secuencia de reconocimiento 

en la region reguladora del gene de insulinaU6. 

La fosforilacion de PDXl es llevada a cab0 por la cinasa de proteinas 

activada por estres (SAPK2), la c u d  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 

activacion depende del aumento en la concentracion intracelular de iones 



calcio, que puede inducir la activacion de alguna isofonna de cinasa de 

proteinas C"7 (PKC) y la 3-cinasa de fosfatidilinositolll~ (IP 3-cinasa). El 

aumento en la concentracion de calcio estii ligado al metabolismo de la 

glucosa en la celula f3 y es uno de 10s 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) Traduccion del RNAm de insulina. 

Otro punto de regulacion de la sintesis de insulina es  la traduccion del 

RNAm hacia proteina. Este proceso inicia con la union de ribosomas libres 

al RNAm que codifica para preproinsulina. Cuando se ha traducido a 

proteina la secuencia del peptido serial, se detiene la traduccion 

momentbeamente y el complejo ribosoma-RNAm es  translocado hacia el 

reticulo endoplasmico rugoso (RER). Este arrest0 de la traduccion se debe 

a la union de la particula de reconocimiento de serial (SRP), un complejo 

de acido ribonucleico y proteina, que reconoce al peptido serial cuando se 

han traducido cerca de 50 residuos de aminoacido de la preproinsulina"8. 

La SRP se une a su receptor en la membrana del RER, con lo c u d  la 

cadena naciente de proteina e s  transferida a1 receptor de la secuencia 

serial del reticulo, una proteina que se Cree forma parte de la maquinaria 

de translocacion de proteinas hacia el lumen del reticulollg. El ribosoma, 

por su parte, queda anclado a la membrana del RER a traves del receptor 

de ribosoma, con lo cual el sistema queda listo para reanudar la sintesis 

de preproinsulina de manera simultbea a la translocacion de esta 

proteina hacia el lumen del reticulol20. 

El inicio de la traduccion de preproinsulina estii regulado por diversas 

setiales extracelulares, entre las que destaca la glucosa; ya que el aumento 

en la concentracion extracelular de esta azucar incrementa de 10 a 20 

veces la incorporation a proinsulina de aminoacidos marcados 
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radiactivamente, mientras que el aumento de otras azucares, como la 

fructosa o la ribosa no modifican esta incorporation. 

Los mecanismos implicados en la regulacion de la traduccion de insulina 

por glucosa no son conocidos; sin embargo, se sabe que es necesario que 

la glucosa pueda ser metabolizada, ya que solamente anaogos 

metabolizables de esta azucar aumentan la sintesis de insulina. Ademas, 

al inhibir con manoheptulosa el metabolismo de glucosa se abate el 

aumento en la sintesis de insulina 121. 

El metabolismo de glucosa tambien es importante para regular la 

secrecion de insulina, per0 la sintesis de esta hormona y la secrecion son 

procesos independientes que pueden ser separados; ya que la biosintesis 

de insulina puede ser estimulada por glucosa en medios libres de calcio, 

en 10s cuales se inhibe su secrecion. Por otra parte, existen moleculas que 

inducen la secrecion de insulina, como la tolbutamida, y no afectan su 

biosintesisl21. 

D) Transito postraduccional de la insulina. 

Durante el proceso de traduccion-translocacion de la insulina se remueven 

10s arninoacidos del peptido sexial, por medio de un complejo proteico 

conocido como peptidasa de sefiallZ2. De esta manera, le preproinsulina se 

transforma en proinsulina, la cual se pliega hacia su configuration mas 

estable en el lumen del RER. Durante el proceso de plegamiento se 

forman 10s puentes disulfuro en la cadena de proinsulina, con lo c u d  la 

proinsulina esG lista para proseguir su t rhs i to  por el reticulo 

endoplasmico hacia el complejo de Golgi y de ahi hacia la via de secrecion 

regulada. 

En el complejo de Golgi, varias proteinas sufren modificaciones 

postraduccionales, como glucosilaciones o sulfataciones. La proinsulina no 



es modificada, sin embargo, en la ultima porcion del Golgi, conocida como 

red del Trans-Golgi, la proinsulina e s  separada de las proteinas que 

llegarh a membrana plasmatica y de las proteinas de secrecion 

constitutiva, para ser asignada a grbu los  de secrecion regulada. 

El mecanismo que asegura la distribucion de la proinsulina hacia 10s 

grhulos de secrecion regulada no es completamente conocido, per0 es  un 

proceso muy eficiente, ya que bajo condiciones normales, solamente el 1% 

de la proinsulina escapa de la secrecion regulada y es  secretada 

con~titutivamente'2~. 

Se Cree que la asignacion de proteinas hacia 10s grhulos  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 distribucion correcta de la 

proinsulina hacia 10s grhulos  de secrecion. Esta histidina es necesaria 

para coordinar el agrupamiento de moleculas de insulina y proinsulina a1 

formar hexheros  estabilizados por zinc. Si esta histidina es mutada, ya 

no se forman 10s hexameros, y aumenta la cantidad de insulina que es 

secretada con~titutivamentel~~. 

La capacidad de formar hexhe ros  no es la unica serial que determina el 

destino de la proinsulina. Deben existir otro tipo de seriales en las 

moleculas de proinsulina, ya que existen especies de mamiferos, como 10s 

cobayos, cuya proinsulina no expresa histidina en la posicion B17, por lo 

cual no forman hexheros ,  y sin embargo si se  almacenan en 10s grhulos 

de secrecion regulada86. 

Ademas de 10s receptores para las proteinas de secrecion, existe toda una 

maquinaria celular especializada en acomodar y distribuir a estas 
r 



proteinas. Pese a que no se conocen todos 10s componentes de esta 

maquinaria, se sabe que 10s g rhu los  de secretion regulada se forman a 

partir de vesiculas cubiertas de clatrina, una proteina que induce, por 

polimerizacion, la gemacion de estas vesiculas desde la membrana del 

Trans-Golgi y que estabiliza momentkneamente las vesiculas al inicio de 

su transit0 por el citoplasma hacia la membrana plasmatical25. 

Durante este trknsito, la proinsulina se convierte en insulina por medio de 

la accion de endopeptidasas, que cortan la cadena de proinsulina en dos 

sitios distintos: el primer0 entre 10s aminoacidos 63 y 66 de la proinsulina, 

y el segundo entre 10s aminoacidos 30 y 33. Estos cortes dan como 

resultado la separacion de las cadenas Ay B de la insulina del piptido C. 

Ademas, 10s aminoacidos basicos localizados entre la secuencia del corte 

quedan separados tambiin del resto de la cadena polipeptidica, por lo que 

dentro del g rhu lo  permanecen como aminoacidos libres, debido a la 

accion de una peptidasa terminal conocida como carboxipeptidasa Hl26. 

Los sitios de corte de la proinsulina parecen ser sustrato de enzima 

distintas, ya que se ha observado que 10s cortes ocurren con diferente 

temporalidad. El primer corte produce des-64,65 proinsulina, es decir una 

cadena de proinsulina a la que le faltan 10s aminoacidos 64 y 65, y sucede 

en el period0 de tiempo en que la mayoria de la proinsulina recien 

sintetizada se encuentra todavia en el Golgi. El segundo corte produce des- 

31,32 proinsulina y de ahi insulina madura y peptido C y se lleva a cab0 

cuando la proinsulina ya fue transferida a 10s gr&nulos de secrecionl27. 

Esta separacion temporal parece deberse a que la actividad de las dos 

endopetidasas es  regulada por el pH y la concentracion de iones calcio. 

Ambas endopeptidasas tienen una actividad optima a pH acido; sin 

embargo, mientras que la endopeptidasa tipo 1 tiene un pic0 de actividad 

muy marcado en un pH alrededor de 5.5, la endopeptidasa tipo 2 mantiene 



el 30% de su actividad aun a pH 7.5. Por esta razbn, esta ultima puede 

atacar a la proinsulina dentro del Golgi, donde el pH es mas neutro, ya 

que el pH en el interior de 10s grhu los  de secrecion va disrninuyendo 

conforme estos van madurando en su transit0 hacia la membrana 

plasmatical27. 

La disminucion del pH en el interior de 10s gr&nulos se debe a la accion de 

proteinas localizadas en la membrana de 10s grhulos,  que bombean iones 

H+ y Caw hacia el interior del granulo. Gracias a estas bombas, 10s 

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 acumulacion de calcio tambien es importante para la 

funcion de las endopeptidasas, ya que su actividad depende de la 

presencia de este ion, y por esta razbn pueden ser inhibidas por agentes 

quelantes de calcio como el EDTA. 

Las endopeptidasas tambien difieren en cuanto a la dependencia al Ca++ 

para su actividad optima. La endopeptidasa 2 requiere una concentracion 

micromolar (0.1 mM) de este ion para mantener el 50% de actividad, 

mientras que la endopeptidasa 1 requiere una concentracion 25 veces 

mas alta (2.5 mM). Esto tambien sugiere que estas endopeptidasas actuan 

en distintos momentos durante la sintesis de la insulina, conforme 

maduran 10s grhulos que acarrean esta hormonal28. 

Como se puede apreciar, 10s granulos de insulina son estructuras 

complejas constituidas por varias proteinas. Ademas de la insulina y el 

peptido C, que conforman cerca del 75% del contenido proteico de 10s 

granulos, se encuentran en ellos las proteinas que procesan y maduran la 

insulina, bombas ionicas, proteinas de la maquinaria de distribution y 

proteinas de la maquinaria de regulation de la secrecion. 



En total, se han purificado mas de 100 polipeptidos diferentes, 10s cuales 

muchas veces son derivados de una misma proteina con distintas 

modificaciones postraduccionales; sin embargo, se han encontrado 10s 

productos proteicos de mas de 50 genes independientes. Ademas de la 

insulina, en estos grdulos  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 insulinal29. 

Una vez constituidos 10s granulos de secrecion, que contienen a la insulina 

ya madura, son almacenados en espera de seiiales que induzcan su 

secrecion por exocitosis, un mecanismos que es regulado finarnente a 

distintos niveles en la celula 15. 

2.2) Regulation del acoplamiento entre el estimulo y la secrecion de insulina. 

La secrecion de insulina es  regulada por varias moleculas. En general, las 

moliculas que inducen la secrecion de insulina se clasifican en dos 

grandes grupos: iniciadores y potenciadores. Los iniciadores son aquellas 

moleculas que aumentan por si solas la secrecion de insulina de manera 

dependiente de su concentracion. Los potenciadores son capaces de 

aumentar la secrecion de insulina solarnente cuando son administradas 

simultiineamente a un iniciador, aunque este ultimo se encuentre en baja 

concentracion. 

El iniciador fisiologico principal de la secrecion de insulina es la a-D- 

glucosa. Cuando la concentracion extracelular de esta azucar se encuentra 

por arriba de 7 mM, induce la secrecion de insulina, la c u d  alcanza un 

nivel mAximo bajo una concentracion de glucosa alrededor de 20 mM. 

Durante al@n tiempo, se penso que existia en las celulas 15 un receptor 

membranal de esta azucar, que sensaba 10s cambios en su concentracion, 



sin embargo este modelo, conocido como "sitio para regulador", ha sido 

descartado, ya que no se han encontrado estos receptores para glucosal30. 

Las evidencias experimentales apoyan un modelo donde la glucosa 

necesita ser metabolizada por la celula D para inducir la secrecion de 

insulina, es decir existe un "sitio para sustrato". Por ejemplo, solamente 

10s andogos metabolizables de glucosa inducen la secrecion de insulina; 

ademas, otros metabolitos capaces de ingresar via glucolitica, como el 

gliceraldehido, son secretagogos eficaces de insulina. Por otra parte, 10s 

agentes inhibidores de la glucolisis, como la manoheptulosa, o de la 

fosforilacion oxidativa, como la azida de sodio, inhiben tambien la 

secrecion de insulina131. 

A) Metabolismo de la glucosa en las c&Iulas$. 

Para que la glucosa pueda ser metabolizada debe ingresar a1 interior de la 

celula 6. El ingreso de la glucosa se da a traves de una proteina 

transportadora, que permite el flujo del azucar a traves de la membrana 

plasmatica, a favor de su gradiente de concentracion. En las celulas D de 

la rata y el raton se expresa principalmente el transportador de glucosa 

tip0 2132 (GLUT2). Este transportador se encuentra presente de manera 

constitutiva en la membrana plasmatica de las celulas f3 y 10s hepatocitos, 

lo cual facilita la entrada de la glucosa a la celula en cuanto aumenta la 

concentracion extracelular del azucar. 

El GLUT2 es una proteina de doce segmentos transmembranales, con una 

capacidad de transporte de glucosa alta, per0 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 m ~ m o  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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utilization de esta azucar en la glucolisis, por lo que se propone que el 

transporte de glucosa no es el paso limitante para la secrecion de 

insulinal33. 

Se sabe que en celulas B de humano se expresa preferencialmente al 

transportador GLUTl, un transportador de glucosa similar que tambien se 

expresa en eritrocitos, donde el transporte de glucosa tambien es 

constitutivo, per0 con una velocidad mas baja y una afinidad mayorl34. 

Ademas, en lineas celulares 5 de roedor donde se elimina el GLUT2, la 

expresion de GLUTl es suficiente para mantener una secrecion adecuada 

de insulina, debido a que la capacidad de transporte del GLUTl sigue 

siendo mucho mayor a la capacidad de catabolizacion de las celulas Bl35. 

Estas observaciones apoyan el modelo mencionado anteriormente, en cual 

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

De acuerdo con este modelo, el paso limitante d e l a  secrecion de insulina 

debe encontrarse en la glucolisis, por lo que las enzimas que limiten la 

entrada de la glucosa a esta via d e b e r h  ser las responsables de regular la 

velocidad con que se secreta la insulinalJ6. Se conocen tres pasos 

irreversibles en la glucolisis, que limitan la velocidad que puede alcanzar 

esta via metabolica. Por esta r d n ,  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 

fosforilacion de esta azucar hacia glucosa 6-P. En las celulas B existen dos 

enzimas que pueden catalizar esta reaccion, la hexocinasa tip0 I y la 

hexocinasa tipo IV, tambien conocida como glucocinasa. La hexocinasa I 

presenta una afinidad alta por la glucosa (Krn=O. 1 mM) y e s  probable que 

su actividad este saturada en todo el rango fisiologico de concentracion de 

glucosa en s a r ~ g r e l ~ ~ ;  por esta r h n ,  se piensa que la fosforilacion de 



glucosa es llevada a cab0 principalmente por la glucocinasa en las celulas 

a. 

La glucocinasa es una enzima codificada por un gene unico en humanos y 

ratones. Se expresa en higado y en phcreas,  aunque el RNAm de 

glucocinasa es  mas grande en las celulas B que en 10s hepatocitos, esto se 

debe a un procesamiento (splicing) diferente entre estos dos tips celulares 

y a la utilization de promotores a l t e r n a t i ~ o s l ~ ~ .  Esta enzima presenta una 

afinidad baja por la glucosa (Km=lO mM) y su actividad es mSurima dentro 

del rango fisiologico de concentracion de glucosa en sangre y presenta una 

cinetica de actividad sigrnoidea que correlaciona con el consumo de 

glucosa en las celulas 5. 

Por otra parte, en lineas de celulas 5 que carecen de actividad glucocinasa, 

per0 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 mM139. Ademas, 10s ratones transgenicos donde se 

elimino especificamente en celulas beta el gene de la glucocinasa, mueren 

a 10s pocos dias de nacidos por la falta de secrecion de insulinal40. 

Tambien se han asociado defectos en la actividad de glucocinasa con 

defectos en la secrecion de insulina en algunos tipos de diabetes 

mellitus141. 

Estas observaciones sugieren que la glucocinasa es  la enzima clave en la 

regulacion de la velocidad del metabolismo de glucosa en la celula 15, y en 

el acoplamiento de este metabolismo con la secrecion de insulina. Existen 

otras observaciones experimentales que apoyan esta hipotesis. Por 

ejemplo, se ha observado que la actividad m a m a  de la fosfofructocinasa 

y la piruvato cinasa, otras dos enzimas que catalizan reacciones 

irreversibles en la glucolisis, que se puede encontrar en las celulas 5 

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



actividad de estas enzimas esta restringida por la disponibilidad de 

sustratos y/o por otros mecanismos no bien conocidos, como la presencia 

de metabolitos inhibidores o bien, de ciclos futilesl36. 

El metabolismo de la glucosa a traves de la glucolisis, y de ahi al ciclo de 

Krebs y la fosforilacion oxidativa, lleva a la produccion de ATP. Ademas de 

su funcion como reservorio de energia en la celula B, se Cree que esta 

molecula es  responsable de acoplar el metabolismo de la glucosa con la 

secrecion de insulina, a traves de la actividad electrica de la celula f3 (ver 

figura 6) .  

Ffgura 6. Acoplamiento entre el metabohmo de glucosa y la ~crecibn de 
insullna. 
La glucosa ingresa a la celula 5 a traves de transportadores GLUT2. El 
metabolismo de esta hexosa produce ATP, el c u d  promueve el ciene de 
canales de Kt en la membrana de la celula 6. Esto lleva a la despolarizacicjn 
del potencial de membrana, con lo que aurnenta 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 celulas 6. El cierre de estos 

canales lleva a la despolarizacion y, como resultado, a1 disparo de 

potenciales de accion por parte de las celulas B. Durante estos potenciales 

de accion, se produce una entrada de Ca2+, el c u d  induce la secrecion de 



insulina por exocitosis (en la seccion 2.3 se discute con mayor profundidad 

la actividad electrica de las celulas 0). 

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

El aumento en la concentracion intracelular de Ca2+ es el punto critic0 de 

regulation de la secrecion de insulina, ya que bajo condiciones fisiologicas, 

no es posible observar secrecion de insulina en ausencia de este i0nl4~. El 

papel central del Ca2+ dentro del mecanismo de acoplamiento entre el 

metabolismo de glucosa y la secrecion de insulina, se demuestra por las 

siguientes observaciones: 

1) La eliminacion del Ca2+ extracelular inhibe la actividad electrica de las 

celulas B y la secrecion de insulina inducida por glucosal43. 

2) El aumento en la [Ca2+]i inducido por glucosa en las celulas B es 

inhibido por bloqueadores de canales de calcio sensibles a ~ o l t a j e l ~ ~ .  

3) El bloqueo del metabolismo celular con azida de sodio inhibe la 

actividad electrica de la celula B y la secrecion de insulinal45. 

El proceso de induccion de exocitosis por Ca2+ no se conoce 

completamente, ya que existen varios componentes de la maquinaria de 

exocitosis que son sensibles a este ion. Algunos de estos componentes son 

capaces de unirse directamente a1 Ca2+, como es el caso de la 

sinaptotagmina y la sincolina, que regulan, en conjunto con otras 

proteinas, la fusion de 10s granulos de secrecion con la membrana 

plasmatica146, 14'. 

El Ca2+ puede tambien regular indirectarnente otros componentes del 

aparato exocitotico, que son fosforilados por cinasas de proteinas 

reguladas por este ion. Algunas de las enzimas moduladas por Ca2+ 

interactuan con una proteina capaz de unirse a este ion, la calmodulina, 

la cual permite la activacion de la subunidad activa de la cinasa. Por esta 



r&n, esta familia de enzirnas se ha llamado cinasas de proteinas 

dependientes de Ca2+-calmodulina (cinasa CaM) . 

En la celula f3 se han identificado varias cinasas CaM, pero destaca la tipo 

11, ya que se ha encontrado asociada a 10s grhulos  de secrecion de 

insulinal4s y su activacion por secretagogos e s  proportional a la secrecion 

de esta hormona'49. Ademas, la inhibicion de la cinasa CaM I1 con agentes 

especificos, sobre todo peptidicos, suprime la secrecion de insulina 

inducida por despolarizacionl50. 

Por desgracia, no se han caracterizado todas las proteinas blanco de la 

cinasa CaM 11, lo que dificulta establecer 10s puntos de regulation de 

exocitosis que dependen de ella. Sin embargo, se propone que esta enzima 

tiene efectos sobre la preparacion (priming) de 10s grtinulos para la 

exocitosis, el reclutamiento de grtinulos de insulina y el transporte de 

estos sobre el citoesqueleto de la celula 0151. 

La respuesta de la maquinaria de exocitosis al calcio puede ser modulada, 

de forma tal que un aumento similar en la [Ca2+]i 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 Ca2+-exocitosis en la celula D 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 activacion 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 

fosfolipidosl52. 

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

celula 13 al Ca2+ aumenta cuando estas cinasas estAn activas. Por ejemplo, 



en celulas 15 tratadas con forskolina, que induce la produccion de AMPc y 

por lo tanto la activacion de PKA, o bien, con TPA, un andogo de 

diacilglicerol que activa a la PKC, se observa que la concentracion 

extracelular de Ca2+ minima permisiva para la secrecion de insulina es  

menor que la concentracion minima permisiva de celulas no tratadas con 

estos compuestos. 

Es decir, en celulas no tratadas, la secrecion de insulina disminuye 

conforme disminuye la concentraci6n extracelular de Caz+, hasta que se 

alcanza una concentraci6n minima de Ca2+ permisiva para la secrecion de 

insulina. Por debajo de esta concentracion minima ya no es posible 

observar secrecion de la hormona. En las celulas B tratadas con forskolina 

o TPA, esta concentracion permisiva minima es 30% menor. Inclusive, a 

una concentracion extracelular de Ca2+ similar, el tratamiento con 

activadores de PKA y PKC potencia la secrecion insulinal53. 

Este aumento de sensibilidad a1 Ca2+ puede deberse a la fosforilacion de 

proteinas que forman parte del aparato exocitotico; sin embargo, hasta la 

fecha no se han caracterizado las proteinas blanco de estas fosforilaciones, 

aunque se ha observado la incorporation de fosforo radiactivo a un gran 

numero de proteinas en cilulas i3 tratadas con forskolinal54 o TPAl55. 

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 secrecion de insulinalS6, per0 el papel de 

estas enzimas durante la secrecion 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 secrecion de insulina inducida por 

glucosa se mantiene en presencia de inhibidores de PKA157 o PKC158, 

siempre y cuando la concentracion extracelular de Ca2+ se mantenga 

dentro del rango fisiologico. 



Sin embargo, estudios recientes han demostrado la existencia de un 

mecanismo de secrecion de insulina independiente de Caz+. Esta secrecion 

independiente de calcio se observa bajo condiciones experimentales donde 

se evita un aumento en la [Caz'li, con bloqueadores de canales ionicos, o 

bien donde se disminuye la [CaZ+]i con la inyeccion intracelular de agentes 

quelantes de calcio (como el BAPTA). Bajo estas condiciones, la secrecion 

de insulina depende completamente de la activacion sirnultimea de PKA y 

PKC;. ya que si se inhibe cualquiera de estas enzimas, o bien solo se induce 

la activacion de una de ellas, no es posible observar la exocitosis de 

insulinal59. 

Con base en estos hallazgos, se propuso que la secrecidn de insulina 

inducida por glucosa estaba regulada por dos sistemas paralelos 

simultikeos, uno dependiente de calcio, que es  el mas estudiado, y otro 

independiente de calcio, que est& regulado por PKA y PKC y que depende 

de GTP intracelularl". Sin embargo, se demostro que bajo condiciones 

fisiologicas, donde la concentracion intracelular de Ca2+ puede fluctuar 

libremente, el sistema independiente de calcio no contribuye 

significativamente para la secrecion de insulina estimulada por glucosat42. 

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 celulas t3 aisladas en cultivo 

que presentan oscilaciones en la [Ca2+]i en respuesta a glucosa, como el 

nivel que alcanza esta concentracidn en cada celula individualmente, lo 

que se traduce en una mayor cantidad de insulina secretadal61. Esto 

sugiere que estas cinasas son responsables, en park, de mantener la 

capacidad de las celulas f.3 de secretar insulina, probablemente a1 modular 



la funcion de 10s canales ionicos implicados en la actividad electrica de 

estas celulas. 

2.3) Adividad electrica de las celulasp. 

Como se vio en la seccion anterior, la actividad electrica de la celula i3 

tiene un papel central en la regulacion de la secrecion de insulina. Esta 

capacidad de las celulas l3 de disparar potenciales de accion es otra 

caracteristica compartida entre estas celulas y las neuronas. De hecho 

algunos de 10s canales ionicos expresados en las celulas iS son identicos a 

10s que se expresan en sistema n e ~ o s o s  central, lo que se debe, en parte, 

a la existencia de mecanismos de  regulacion de expresion genica comunes 

entre estos tejidos. 

Los primeros experimentos que describieron esta actividad electrica fueron 

realizados sobre islotes pancreaticos completos mediante el uso de 

microelectrodos intracelulares5. En estos experimentos se observa que 

cuando 10s islotes son incubados en concentraciones extracelulares de 

glucosa por debajo del umbral para la secrecion de insulina (<3 mM), el 

potencial de membrana (Vm) de las celulas l3 es estable y se encuentra 

polarizado a un  valor de 3-70 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 secreci6n de 

insulina (>7 mM), la despolarizacion llega al nivel umbral (3-50 mV) donde 

inicia la actividad electrica de la celula 6. 

Esta actividad electrica es  oscilatoria y ritrnica, y esta formada por rkfagas 

(bursts), que constan de una despolarizacion lenta, seguida de una 

despolarizacion rapida hasta alcanzar un potencial de meseta (=-35 mV), 

donde se superponen trenes de potenciales de accion (espigas), que elevan 



el potencial de membrana hasta alrededor de -10 mV. Estas rsagas tienen 

una duracion cercana a loslO segundos (ver figura 7). 
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Figura 7. Actividad el&ctrica de c 6 1 h  5. 
En esta figura se observa la actividad electrica de celulas 6, registrada 
por medio de microelectrodos insertados en islotes pancreaticos de 
ratbn. (Modificado de Osawa y Sand'62) 

La frecuencia de aparicion de las espigas disminuye hacia el final de las 

rafagas, lo que marca el inicio de la repolarizacibn del potencial 

membranal hacia un potencial un poco mas negativo que el potencial 

umbral (<-50 mV). Si la concentracion extracelular de glucosa se mantiene 

elevada, la cklula ?3 continuara disparando estas rafagas de forma ritmica. 

Conforme aumente la concentracion extracelular de glucosa, la frecuencia 

de las rhfagas aumentara, al igual que la permanencia en el potencial de 

meseta; mientras que el interval0 entre disparo y disparo disminuira. 

Como resultado de esto, cuando la concentracion extracelular de glucosa 

es mayor a 20 mM, se observa una actividad electrica sostenida y 

continua6. 

La despolarizacion de la celula ?3 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 



(K+(ATP)), que es producido por el catabolismo de la hexosa, y a la 

actividad constitutiva de una comente cationica no selectiva (C+(NS)). 

Durante el estado de reposo, se encuentran activos tanto 10s canales 

K+(ATP), como 10s canales cationicos no selectivos. Esto hace que se 

cancelen mutuamente 10s efectos de estas comentes sobre el potencial de 

membrana de la celula B. A1 cen-arse 10s canales K+(ATP), el flujo de 

cationes a traves de 10s canales C+(NS) induce una despolarizacion de 10- 

15 mV, que alcanza u n  nivel donde aumenta la probabilidad de apertura 

de canales ionicos sensibles a voltaje163. 

La activacion de corrientes ionicas sensibles a voltaje (cuya naturaleza se 

discute mas adelante), despolariza aun mas la membrana de las celulas 13. 

Gracias a esto, se alcanza un potencial donde aumenta la probabilidad de 

apertura de nuevos canales ionicos sensibles a voltaje, en particular de 

canales de calcio activados por alto umbral, 10s cuales son responsables de 

las espigas que se observan en las  rafagas. Ademas, el Ca2+ que permea a 

traves de estos canales, es  el principal responsable del aumento en la 

[Ca2+], en la celula B, necesario para la secrecion de insulinal30. 

Este tipo de actividad electrica en forma de rkfagas, se ha  registrado con 

microelectrodos introducidos a celulas B que forman parte de islotes 

pancreaticos. Cuando se registra la actividad electrica de celulas D 

individuales aisladas, se observa un carnbio en su patron de disparo, ya 

que no se presentan rkfagas, sino mas bien potenciales de accion en forma 

de espigas aisladasl64, que tambien presentan una despolarizacion lenta y 

una rapida, per0 donde no se observan espigas montadas sobre un 

potencial de meseta; por el contrario se observa una repolarizacion rapida. 

No se sabe con certeza a que se debe este carnbio en el patron de disparo, 

per0 se ha propuesto que la falta de comunicacion intercelular lleva a la 

desaparicion de las rafagasl65. 



Se Cree que la aparicion de potenciales de accion en forma de riifagas en 

celulas acumuladas, a partir de espigas aisladas de celulas f3 individuales, 

se debe al acoplamiento y sincronizacion de las celulas. En principio, cada 

celula 5 posee la maquinaria molecular necesaria para disparar r&fagas, ya 

que, a fin de cuentas, 10s potenciales de accion se deben a la actividad de 

10s canales ionicos expresados por estas celulas. 

Sin embargo, cuando una celula f3 se encuentra aislada, la actividad de 

estos canales ionicos no parece ser la adecuada para el disparo de las 

riifagas, ya sea porque no se alcanza un flujo ionico suficiente para 

mantener, por ejemplo, la despolarizacion del potencial de mesetal66, o 

porque las propiedades electrotonicas cambian entre celulas acumuladas y 

aisladas'67. 

La generacion de las riifagas tarnbien puede deberse a la existencia de 

diferentes tipos de celulas 5, que presenten diferentes formas de disparo 

potenciales de accion. Algunas de las celulas serian capaces de disparar 

rkfagas y guiar al resto en el momento en que estuvieran agregadasl63. 

Esto implicaria la existencia de subpoblaciones heterogeneas de celulas 5, 

las cuales han sido documentadas tanto para la sintesisl68, 

almacenamientol69 y secrecion de insulinal70. 

Recientemente se reporto la existencia de subpoblaciones de celulas 5 de 

raton aisladas que difieren en el patron de disparo de potenciales de 

accionl71, lo cual era esperable dado que ya se conocia la heterogeneidad 

del metabolismo de glucosa entre las celulas f3172. Asi, el 33% de las 

celulas 5 aisladas presentan potenciales de accion en forma de espigas 

aisladas. Otro 15% de las celulas &lo presenta despolarizaciones 

periodicas hacia un potencial de meseta, sin espigas aparentes, mientras 

que el 52% de las caulas 6 de raton presentan espigas superpuestas a 



potenciales de meseta, semejantes a las rdagas, per0 de menor duracion 

(<5 s). 

Los procesos mencionados anteriormente no son excluyentes entre si y 

todos podrian participar en la aparicion de las rkfagas, con la condicion de 

que las celulas esten acumuladas. Esto implica que la comunicacion 

intercelular es indispensable para el disparo de potenciales de accion en 

forma de rgagas. Este tipo de interaccion celula a celula se logra a traves 

de uniones comunicantes (ver primera seccion), la cuales son responsables 

del acoplamiento electrico entre las celulas B de un islote. Este 

acoplamiento hace que 10s flujos ionicos de una celula Sean "compartidos" 

por otras, lo que lleva a la sincronizacion de la actividad electrica de varias 

celulas. 

El modelo de acoplamiento y s i n c r ~ n i z a c i o n ~ ~ ~  para la generacion de 

rkfagas plantea que gracias a 10s flujos ionicos "compartidos", las celulas B 

pueden mantener la despolarizacion durante el potencial de meseta, ya 

que 10s cationes que ingresan a una celula con una densidad de corriente 

mayor pueden inducir la despolarizacion de las celulas vecinas, lo que a su 

vez lleva a un aumento mayor en la concentration intracelular de cationes, 

lo que llevaria a una mayor despolarizacion y la aparicion de las espigas, 

por la activacion de las corrientes de Ca2+ de alto umbral. 

Esto implica que se necesita una corriente electrica pequeiia para inducir 

a una celula que no dispara raagas a presentarlas. Esta corriente pequeiia 

podria ser conducida por uniones comunicantes, ya que se ha observado 

que cerca del 70% de las celulas iS en cultivo pueden estar acopladas 

electricamente mediante una conductancia de alrededor de 200 pS173, 10 

c u d  es suficiente para inducir el disparo en rafaga en modelos 

matematicos del potencial de accion de celulas BIT4. 



Esta hipotesis fue comprobada en experimentos recientes donde con 

comentes despolarizantes pequefias, inyectadas por medio de la tecnica de 

fijacion diniunica (dinamic clamp), se puede inducir el disparo en forma de 

rafagas similares a las de celulas acumuladas en celulas 13 de raton 

aisladasl71. 

Las corrientes que fluyen a traves de las uniones comunicantes tambien 

sincronizarian el disparo de celulas B vecinas, lo que es  necesario para 

sobrepasar las restricciones impuestas por la heterogeneidad. Esta 

sincronizacion se ha observado tanto en pares de celulas B vecinasl75, 

como en celulas f3 separadas 1OOpm una de otra176, registradas 

simultaneamente dentro de islotes pancreaticos. Inclusive, es  posible 

registrar variaciones oscilatorias y ritmicas del potencial electric0 de islotes 

pancreaticos completos, cuya frecuencia aumenta en respuesta a1 

aumento de la concentracion extracelular de glucosa, mediante el uso de 

tecnicas de registro extracelularl77. 

Para que exista esta sincronizacion y se puedan compartir 10s flujos 

ionicos entre una celula 15 y otra, es  necesario que las uniones 

comunicantes pennanezcan abiertas durante el potencial de accion. Estas 

uniones no solo permanecen abiertas, sino que durante la fase de 

despolarizacion del potencial de accion, el acoplamiento entre una celula f3 

y otra aumenta, para disminuir durante la fase de repolarizacion y la fase 

silente entre una rfdaga y otral67. 

Este aumento en el acoplamiento se debe a una disminucion en la 

resistencia a1 flujo de corriente entre una celula y otra, lo que tambien trae 

como consecuencia un aumento en la constante de espacio de las celulas, 

es decir en la distancia que e s  capaz de avanzar una despolarizacion, 

antes de que su valor se reduzca a la mitadl67. Estos resultados muestran 



que el acoplamiento electrico entre las celulas 13 es variable y que, ademas, 

aumenta durante la fase de despolarizacion del potencial de accion. 

Sin embargo, este acople electrico no es dependiente del voltaje, lo que 

implica la existencia de otro tipo de sefiales que regulan la actividad de las 

uniones comunicantesl73. Algunas de estas sefiales podrian producirse a 

consecuencia del metabolismo de glucosa, ya que se ha obse~vado que el 

numero de uniones comunicantes entre una celula 13 y sus  vecinas 

aumentan en respuesta a1 aumento en la concentracion extracelular de 

esta hexosal78. 

En resumen, la actividad elictrica en forrna de rAfagas se construye en 10s 

islotes pancreaticos, a partir de la actividad de celulas 13 acopladas por 

medio de uniones comunicantes. Este acoplamiento electrico permite que 

las celulas compartan flujos ionicos, lo que hace que las conientes de una 

celula tengan efecto sobre el potencial de la vecina y las celulas 

individuales se sincronicen. Estas comentes compartidas y la 

sincronizacion de la actividad electrica sobrepasan las barreras impuestas 

por la heterogeneidad de las celulas 13, y llevan a disparar rkfagas a celulas 

que por si solas no serian capaces de dispararlasl71. 

Como se menciono en la seccion anterior, la actividad electrica de la celula 

!3 ocupa un lugar central en la regulation de la secrecion de insulina, dado 

que el CaZ+ que ingresa a la celula 13 durante 10s potenciales de accion es el 

principal inductor de la secrecion de insulina. De hecho, existe una 

correlacion positiva entre la actividad electrica de las celulas 13 y la 

secrecion de insulina: Entre mayor sea la concentracion extracelular de 

glucosa, mayor sera el tiempo que las celulas 13 permanezcan 

despolarizadas en el potencial de meseta y mas insulina sera secretadal79 

(ver figura 8). 



Figara 8. Relacidn entre la 
secreci6n de ins& y el tiempo 
de -a-nencia en meseta. I Oxno se puede "err en la figura. 

0.6 existe una come-lacion clara entre la 
cantidad de insulina secretada y el 
porcentaje del tiempo que las cdulas 
iS permanecen en poten-cia1 de 
meseta. 
(Modificado de Osawa y Sand'62) 

ConsemmcMn do glum", mM. 

Debido a la importancia que tiene para la secrecion de insulina, es 

necesario comprender 10s mecanismos involucrados en la generacion de la 

actividad electrica de las celulas i3, que como hemos visto es un proceso 

complejo donde participan multiples tipos de comentes ionicas. Cada una 

de estas corrientes y, por ende, 10s canales responsables de conducirlas 

son puntos potenciales de regulation de la secrecibn de insulina, por lo 

que a continuacion se hablara mas a fondo de 10s canales ionicos que han 

sido identificados como participantes en la actividad elCctrica de las 

celulas 13. 

A) Canales d e  K+ sensibles a ATP (K+(ATP)). 

Las celulas 13 de todas las especies de rnamiferos expresan una comente 

de K+ que es sensible a ATP. Esta corriente es  conducida por 10s canales 

K+(ATP), que se expresan en las celulas beta de todas las especies 

investigadas hasta ahora18O. Estos canales muestran una conductancia 

unitaria de 50-80 pS y una relacion I-V practicamente lineal a1 ser 

registrados bajo concentraciones isometricas de K+ (140 mM en ambos 

lados de la membrana). 

Sin embargo, si 10s canales K+(ATP) son registrados en presencia de Na+ o 

MgZt del lado interno de la membrana, la relacion I-V cambia y se aprecia 

una rectification entrante pronunciada, ya que la corriente conducida por 
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estos canales varia muy poco en voltajes mayores a +20 mV1s1. Se Cree que 

esta rectificacion entrante se debe al bloqueo de comente saliente por 

parte del N a +  y el Mg2+, 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 10s canales K+(ATP) aislados se presenta en aperturas 

agrupadas en r6fagas de duracion variable, separadas por periodos donde 

10s canales permanece silentes. Si se expone estos canales a ATP por el 

lado intracelular, disminuye la probabilidad de apertura de 10s canales, lo 

que se refleja en la disminucion de la duracion de las raagas, ya que se 

reduce el numero de aperturas de 10s canales en cada rSLfaga, y en el 

aumento de la duracion de 10s intervalos en 10s que 10s canales se 

mantienen en el estado cerrado183. Un efecto similar se observa cuando 10s 

canales K+(ATP) son registrados en celulas I3 en presencia de glucosa o 

tolbutamida, una sulfonilurea que se utiliza como agente hipoglucemiante 

oral durante el tratamiento de la diabetes. 

La inhibicion de la actividad de 10s canales K+(ATP) por parte de este 

nucleotido es independiente del voltaje membranal, lo que indica que el 

ATP no bloquea el poro por donde fluyen 10s iones K', ya que este 

nucleotido posee una fuerte carga negativa que se veria afectada por el 

potencial de membrana al penetrar al car1a118~. Esta inhibicion tampoco es 

consecuencia de la fosforilacion de 10s canales K+(ATP), ya que analogos no 

hidrolizables de ATP, como el ATPyS, tambien son capaces de inhibir la 

actividad de estos canalesIR5. Esto sugiere que existen sitios que reconocen 

a1 ATP dentro de la estructura de  10s canales K+(ATP), y que la union del 

nucleotido a estos sitios modula la actividad de 10s canales. 

La union del ATP a estos sitio de regulation no depende unicamente del 

aumento en la concentracion intracelular de ATP, sino mas bien, de la 



relacion ATP/ADP; ya que se  ha observado que si aumenta la 

concentracion de ATP y simultheamente la de ADP, el canal K+(ATP) no se 

cierra'86. 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 

10s canales K+(ATP), cuando 10s canales son registrados en ausencia de 

Mg2+. De hecho, la presencia de Mg2+ es necesaria para evitar que 10s 

canales K+(ATP) desaparezcan por lavado (rundown) de 10s registros 

electrofisiologicos~87. 

Inclusive, el complejo ATP-Mg2+ puede mantener la actividad basal de 10s 

canales K+(ATP), lo que indica que existen a1 menos dos sitio de union a 

nucleotidos en estos canales. Uno de ellos debe estar ocupado por ADP- 

Mg2+ o ATP-Mg2+ para mantener la actividad basal del canal, mientras que 

el otro es responsable de la inhibicion de esta actividad a1 ser ocupado por 

ATP. 

La aparente incongruencia que resulta de 10s efectos antagonicos de 10s 

nucleotidos de adenosina fue resuelta a1 conocer la estructura molecular 

del canal K+(ATP). Para purificar estos canales y clonar 10s genes que 10s 

codifican, se aprovecho 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 denomin6 receptor a sulfonilureas (SUR), y al clonarse 

el gene que la codifica se caracterizb como un polipeptido 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. 



Los transportadores ABC presentan dos sitio de union a ATP, lo que 

parecia resolver el dilema de 10s efectos incongruentes del ADP y el ATP 

sobre 10s canales de potasio. Sin embargo, a1 expresar heterologamente el 

SUR se encontro que no era capaz de conducir una comente de K"88. Esto 

implicaba la existencia de otra subunidad con capacidad de conducir el 

flujo de iones de potasio. 

Esta segunda subunidad result0 ser un miembro de la familia de canales 

de potasio rectificadores entrantes, el Kir 6.x, 10s cuales son proteinas con 

dos segmentos transmembranales y una region de formaci6n de poro 

ionico (P), que es  homologa a las regiones P de todos 10s otros canales 

ionicos caracterizados hasta la fecha (ver figura 9). 

E + Klr & 

Figura 9. Canales ibnicos de celtllas 5 pancretiticas. 
Esta figura esquematiza algunos de 10s canales ionicos que han sido identificados 
en c&lulas 0. 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 ionico A) Canal K+(ATP), formado por 
subunidades SUR y Kir. Las subunidades Kir presentan solamente dos segmentos 
transmembranales y un segment0 P. B) Canal de Ca2+, formado por cuatro tipos de 
subunidades. La subunidad a1 forma el poro ionico y esta organizada en cuatro 
dominios homologos. C] Canal de Na', formado por tres tipos de subunidades. L a  
subunidad a forma el poro ionico y presenta la particula de inactivacion (I) en el 
asa intracelular III-IV. 



De esta forma, 10s canales K+(ATP) e s t h  formados por 4 subunidades SUR 

unidas a 4 subunidades Kir 6.x. Las subunidades Kir se organizan 

alrededor de sus  regiones P, con lo c u d  forman la via de conduccion ionica 

para 10s iones K'l89. La asociacion de 10s SUR con 10s canales Kir 6.x 

puede generar una variedad de canales de K+ sensibles a ATP, ya que 

existen a1 menos dos isoformas del SUR, el S U R l  y el SUR2 (que a su vez 

existe en las variedades A y B) y dos rniembros de la familia Kir 6.x, el Kir 

6.1 y el Kir 6.2. En la celula f3 se expresan en mayor cantidad el S U R l  y el 

Kir 6.2, por lo que se asume que estas isoformas componen 10s canales 

K+(ATP) en el phcreasl88. 

Pese a que el S U R l  posee dos sitios de union a ATP, estos no son 

responsables de la sensibilidad al nucleotido, ya que si se expresan de 

manera aislada subunidades Kir 6.2, a las cuales se les eliminaron 10s 

ultimos 26 aminoacidos del extremo carboxilo, se obtienen comentes de K+ 

sensibles a ATP, similares a las corrientes normales de las cilulas 13. 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 10s canales K+(ATP), 

mientras que la interaccion con S U R l  aumenta la afinidad del Kir 6.2 por 

el ATPlgO. 

Ademas, uno de 10s sitios de union a nucleotidos en S U R l  parece ser 

responsable de la activacion de 10s canales K+(ATP) por ADP-MgZ', ya que 

mutaciones en este sitio de union llevan a la expresion de canales K+(ATP) 

que siempre esttin activos, lo que se traduce en pacientes que nacen con 

hiperinsulinemia e hipoglicemia cronicas. Esto implica que si existen sitios 

diferentes para diferentes formas de nucleotidos de adenosina, per0 

todavia no se ha esclarecido como interactuan estos para regular la 

funcion de 10s canales K+(ATP)lgl. 



Las espigas presentes en el potencial de accion de celula B son insensibles 

a tetrodotoxina, un  bloqueador de canales de sodio, per0 son inhibidas por 

bloqueadores de canales de calcio, tanto inorghicos, como el cadmio o el 

cobalto, como orghicos, como la nifedipina. Esto irnplica que estas 

espigas son product0 de la actividad de canales de Ca2+ en la membrana 

de las celulas 6192. 

En las celulas B de rata han sido identificadas dos tipos de corrientes de 

calcio dependientes de voltaje, que se diferencian entre si por sus 

caracteristicas electrofisiol6gic.as. La primera de estas comentes comienza 

a activarse a potenciales de membrana de alrededor de -40 mV, y alcanza 

lamitad de su activacion mixima alrededor de -15 mV. Esta corriente 

presenta una constante de tiempo de desactivacion de 2.8 ms, por lo que 

fue nombrada como comente de desactivacion lenta (SD). Presenta 

inactivacion rapida dependiente de voltaje en respuesta a estimulos 

sostenidos~g3. 

La comente SD se inactiva rapidamente, alcanza valores similares en 

presencia de Ca2+ y Ba2+, no desaparece durante registros largosl93, y es  

insensible a dihidropiridinaslQ4, por lo que se piensa que es conducida por 

canales de calcio tipo T, 10s cuales han sido identificados por medio de 

registro de canales unitarios en membranas de celulas 15 de ratal95. 

La otra corriente de calcio identificada gracias a las corrientes de cola 

muestra una constante de tiempo de desactivacion de 129ps, por lo que 

fue denominada de desactivacion rapida (FD). Esta corriente comienza a 

activarse alrededor de -20 mV y alcanza la mitad de su activacion m a m a  

a potenciales cercanos a +15 mV1g3, por esta razbn se le llama tambien 

activada por alto voltaje (HVA). A diferencia de la corriente conducida por 

10s canales de Ca2+ tipo T, la corriente FD no se inactiva rapidamente en 



respuesta a pulso despolarizantes de 100 ms de duracion, y cuando es 

registrada con Ba2+ como acarreador de carga, su magnitud es mayor que 

cuando se registra con calciol93. 

Las caracteristicas anteriores implican que. la comente FD es conducida 

por canales de Ca2+ distintos a 10s canales tipo T. De manera inicial, se 

penso que 10s canales responsables de la corriente FD eran canales de 

calcio tip0 L, ya que gran parte de esta corriente es  sensible a 

dihidropiridinas, tanto inhibit0rias.19~ (nimodipina), como activadorasl94 

(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 comente. 

En lineas celulares derivadas de insulinoma de rata (RINm5F) se han 

caracterizado canales de calcio sensibles a w-conotoxina GVIA, 

denominados canales tipo N, que tambien pueden contribuir a la corriente 

de calcio HVA197. La existencia de canales de calcio tipo N en cilulas 

normales de rata fue demostrada tanto por experimentos de analisis de 

secrecion de insulinalg8, como por registros electrofisiologicos recienteslg9. 

Ademas de 10s canales de calcio tip0 L y N, existen otros canales que 

pueden contribuir a las corrientes de calcio HVA, ya que las celulas 13 de 

rata presentan una comente de calcio insensible tanto a dihidropiridinas, 

como a o-conotoxina GVIA. Esta comente es  sensible a o-agatoxina IVA, 

que es un bloqueador de canales de calcio clase A, llamados asi por que 

expresan una subunidad alfalA200. 

Esta gran diversidad de canales de calcio en la rata podria explicar, en 

parte, diferencias entre el patron de actividad electrica de esta especie, con 

la actividad electrica de las celulas f3 de raton. En estas ultimas solamente 

se han detectado canales de calcio tipo L, per0 ningiin otro canal de calcio 



HVA, ni canales tip P O ' .  Sin embargo, la presencia de esta gran variedad 

de canales de calcio hace que las celulas i3 de rata sean un mejor modelo 

para comparar con las celulas de humano, ya que estas tarnbien expresan 

I una gran variedad de canales de calcio, tanto tipo T, como tipo L y Nz02. 

Todos estos distintos canales podrian contribuir para la entrada de calcio 

necesaria para la secrecion de insulina. De hecho, la inhibition de esta 

secrecion con dihidropiridinas fue una de las primeras evidencias a favor 

del papel central que juega la actividad electrica para la secrecion de esta 

hormonazo3. Como ya se menciono, el bloqueo de 10s canales tip0 N con o- 

conotoxina GVIA tarnbien 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 celulas 15 

de humano202. 

Esto podria implicar que tanto 10s canales T, como otro tipo de canales de 

calcio HVA, se encuentran involucrados en la secrecion de insulina. En 

este sentido, se ha observado que el bloqueo de 10s canales T con Niz+ 

disminuye la cantidad de insulina secretada204. De hecho la actividad de 

estos canales facilita la secrecion de esta hormona, al inducir una 

despolarizacion inicial en la membrana de las celulas 15, con la cual se 

podria alcanzar voltajes suficientes para aumentar la probabilidad de 

apertura de 10s canales de calcio HVA, 10s cuales serian responsables de 

las espigas del potencial de accion de la celula 6193. 

La variedad de canales de CaZ+ presentes en la celula i3 se debe a que estas 

celulas expresan diversos RNAm que codifican para estos canales. Los 

canales de Ca2+ sensibles a voltaje son proteinas transmembranales 

multimericas de alto peso molecular. Una de las subunidades de estas 

proteinas, nombrada alfal, presenta la region de formacion del poro, por 

donde fluye la corriente de CaZ+. La subunidad alfal es un polipeptido con 



un gran numero de regiones transmembranales, que presentan similitudes 

en su secuencia de aminoacidos. Debido a estas similitudes 10s segmentos 

transmembranales han sido organizados en cuatro dominios homologos (I- 

IV). Cada dominio homologo consta de seis segmentos transmembranales 

(Sl-S6) y una region formadora de poro (P) que une el segment0 S5 con el 

S6205 (ver figura 9). 

Las celulas 5 de rata expresan diversas clases de subunidades alfal de 

canales de Ca2+. Entre estas se encuentra la subunidad alfalD, que 

ademas de expresarse en las celulas 5 se expresa en neuronas y en otros 

tipos de celulas endocrinas. La subunidad alfalD codifica para canales de 

Ca2+ tipo L, sensibles a dihidropiridinasz06; sin embargo, en lineas 

celulares derivadas de insulinoma, cerca del 50% de 10s canales tip0 L 

tambien son formados por subunidades alfalC (cardiacas), lo que podria 

explicar las diferencias que se observan en la secrecion de insulina de 

estas celulas, con respecto a las celulas 5 normalesZo7. 

Ademas de las subunidades alfalD, las cClulas B expresan subunidades 

alfalA, que codifica para canales de calcio sensibles a a-agatordna lVA2O0. 

En el islote tambien se expresan subunidades alfalE208, que en un 

principio se pensaba que codificaban para canales de Ca2+ tipo Tzw; 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 

celulas 5210. 

La existencia de todas estos canales de Ca2+ en la celula 5 podria sugerir 

funciones distintas para cada tipo de canal de calcio, algunos involucrados 

en el disparo del potencial de acci6n y otros regulando directamente la 

secrecion de insulina. Dada la importancia del ingreso de CaZ+ a la celula 5 

para la secrecion de insulina, es  posible que con esta variedad de canales 



se asegure bajo cualquier circunstancia la entrada de este ion. Por otra 

parte, cada uno de 10s tipos de canales de calcio podria jugar papeles 

diferentes durante el potencial de accion de la celula 13193, o bien ser 

blanco de regulation diferencial en respuesta a carnbios en el medio 

ambiente celular. 

C) Canales de Nu+. 

La contribution de 10s canales de sodio para la actividad electrica de la 

celula 13 es motivo de controversia, ya que en algunas especies de 

mamiferos, como el raton, estos canales parecen no participar 

significativamente en el disparo de 10s potenciales de accion, mientras que 

otras especies, como el humano, la activation de las corrientes de sodio si 

es  importante durante la despolarizacion inducida por glucosa. 

Las comentes de Na+ identificadas en celulas 13 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 comentes se activan a potenciales 

de membrana mas positives que -50 mV y alcanzan una mfiximo de 

arnplitud entre 0 y + 10 mVlg3. 

Las diferencias mas marcadas entre las conientes de Na+ de diferentes 

especies se obseman en las curvas de inactivacion en estado estacionario. 

Por ejemplo, en celulas 13 de raton, la mitad de la corriente m&ma 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 celula 13 

(-70 mV), practicamente toda la corriente de Na+ de celulas murinas este 

inactivadazll. En otras especies la inactivacion media de la comente de 

Na+ ocurre en un rango mas positivo del potencial de membrana. Asi, en 



celulas 5 humanas y caninas, el 50% de la comente de sodio se encuentra 

inactivada a -45 mV y -60 mV, r e~pec t ivamen te~~~ .  

Por otra parte, en celulas 5 de rata adulta el 50% de inactivacion de la 

comente de Na+ se observa a un  potencial de -75 mVl93, mientras que 

celulas de rata fetal y en el insulinoma de rata RINm5F, la mitad de la 

inactivacion se observa a un potencial -55 mV213. Esto implica que la 

corriente de sodio puede contribuir de manera distinta al potencial de 

accion de la celula 6, dependiendo de la especie y del estado de desarrollo 

de las celulas. 

Es de esperarse que la coniente de sodio en celulas 5 de raton no 

contribuya a1 potencial de accion214, y a  que practicarnente 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 r d n ,  se dice 

que el potencial de accion de celulas 5 de roedor es  independiente del 

sodio212. 

Inicialmente se llego a proponer que &lo una pequefia fraccion de las 

celulas 5 de raton expresaba corrientes de Na+ ,  y por esa r d n  10s 

potenciales de accion eran independientes de este ion215. Un andisis mas 

detallado demostro que 10s canales de sodio se encuentran presentes en 

todas las celulas 5, pero en estado inactivado, lo que impedia observar las 

corrientes de Na+ desde potenciales de mantenimiento cercanos al 

potencial de reposo21 . 

Pese a esta inactivacion, 10s canales de sodio de celulas 5 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 celulas. A partir de estas observaciones se 



sugirio que 10s canales de sodio podian ser un blanco terapt5utico para el 

tratamiento farmacologico de la diabetes mellitus216. 

Las especies de mamifero cuyos canales de sodio se inactivan a potenciales 

mas positivos presentan potenciales de accion dependientes de Na+. Asi, en 

celulas B caninas, la TTX inhibe completamente el disparo de potenciales 

de accion, que en esta especie se  presentan como espigas individuales de 

corta duracion, sin potencial de meseta aparente217. En celulas B 

humanas, la TTX tambien inhibe 10s potenciales de accion, aunque no de 

manera total. 

Esto se debe a que las celulas 13 de humano presentan tres patrones de 

disparo de potenciales de accion: uno parecido a1 patron biestable de 

celulas de raton, que se describio al principio de esta seccion, con 

potenciales de rneseta y espigas sobrepuestas; otro mas que semeja al 

disparo de las celulas caninas, donde se observan espigas aisladas 

transitorias que, a diferencia de las espigas de 10s potenciales de raton, 

alcanzan voltajes mayores que 0 mV (overshoot); y un tercer patron de tip0 

mixto, con potenciales de nleseta, donde se superponen tanto espigas que 

sobrepasan 10s 0 mV como espigas que no sobrepasan este valor212. 

De esta manera, la exposicion de celulas B humanas a TTX inhibe 

completamente el disparo de potenciales de accion parecidos a 10s de 

cilulas caninas, a1 igual que la aparicion de espigas que sobrepasan 10s 0 

mV, mientras que 10s potenciales de accion parecidos a 10s de celulas de 

raton no se afectan, asi como tarnpoco las espigas que no sobrepasan 10s 0 

mV212. 

En celulas B de rata, no se ha estudiado el efecto de la TTX sobre la 

actividad e l e c t r i ~ a ~ ~ ~ .  Sin embargo, existen evidencias que apoyan la 

hipotesis de la participation de las corrientes de Na+ en 10s potenciales de 



accion de esta especie, ya que la TTX inhibe la secrecion de insulina 

inducida por concentraciones de glucosa 210 mM, que producen el disparo 

de potenciales de accion bajo condiciones norm ale^'^^. De manera similar, 

la TTX tambien inhibe la potenciacion de la secrecion de insulina mediada 

por agonistas muscarinicos, lo cuales inducen una despolariiacion rapida 

de la membrana plasmatica de la celula 6218. 

Estas ultimas observaciones sugieren que las corrientes de Na+ si 

participan en la despolarizacion del potencial de membrana de las celulas 

D de rata y, ademas, muestran a estas comentes como un blanco de 

regulation fisiologica de la secrecion de insulina. 

Es posible que las diferencias entre las comentes de sodio de las distintas 

especies, y sus diversas contribuciones a 10s potenciales de accion, se 

deban a la expresidn de distintos canales de Nai. Estos canales, al igual 

que 10s canales de calcio, son proteinas transmembranales multimkricas, 

con una subunidad responsable de formar la via de permeabilidad ionica, 

que en este caso se denomina subunidad alfa205. 

Las subunidades alfa de 10s canales de sodio tambien presentan cuatro 

dominios de secuencias homologas, compuestos de seis segmentos 

transmembranales y una region P (ver figura 9). Como caracteristica 

sobresaliente, 10s canales de sodio expresan una secuencia conservada en 

el asa (loop) intracelular que une 10s dominios 111-IV, que es  responsable de 

la inactivacion rapida205. Existen tres farnilias principales de subunidades 

alfa de canales de sodio, aquellas que se expresan en musculo esquel&ico, 

las que se expresan en c o r e n  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. 



En las celulas B, humanas, caninas, murinas y de rata, se expresxm una 

subunidad alfa parecida a la tip0 I11 de cerebro de rata, que es  una 

isofoxma que se expresa preferencialmente en el sistema nervioso central 

durante la etapa feta1219. En celulas B caninas se expresa, ademas, la 

subunidad alfa tipo I1 de cerebro de rata. 

La expresion de la subunidad alfa tip0 111 en el piincreas estk restringida a 

10s islotes pancreaticos, ya que en el tejido acinar circundante no se 

detecta la expresion de RNAm para esta subunidad por medio de tecnicas 

de hibridacion in situ219. Dado que las distintas especies de mamifero 

expresan subunidades alfa similares, es  posible que la variaciones en 

cuanto a la inactivacion de las corrientes de sodio se deban a diferencias 

en la expresion de otras subunidades de 10s canales de Na+, como la 

subunidad 61, cuya expresion modifica la cinetica de inactivacion de las 

corrientes de sodio220. 

Sin embargo, la interaccion entre las distintas subunidades de 10s canales 

de sodio no es bien conocida, lo que dificulta este tip0 de andisis, y hasta 

la fecha no ha sido caracterizada la expresion de subunidades B de 

canales de Na+ en celulas B pancreaticas. Por otra parte, tambien es 

posible que, pese a que las secuencias de 10s genes que codifican las 

subunidades alfa tipo 111 son similares entre las especies, existan 

variaciones funcionales en 10s canales una vez que son traducidos, ya que 

no se conocen las caracteristicas de las corrientes microscopicas de estos 

canales. Esto se debe a que la expresion de la subunidad alfa tip0 111 estA 

restringida al cerebro fetal y a las celulas B insulares. 

Esta restriccion en la expresion genica es  una de las caracteristicas 

cornpartidas entre celulas B y neuronas. Como se vio en la seccion 1.4, 

esta similitud entre tipos celulares se debe a la fa l ta  de expresion de un 

factor de transcription (NRSFIREST), que en el resto de 10s tejidos impide 



la expresion de genes neur0nales69-~~. El hecho que las celulas 13 Sean 

parecidas a las neuronas, podria implicar que existen mecanismos 

comunes de regulacion para estos tipos celulares. Esta hipotesis sera 

discutida en la seccion siguiente. 

En suma, la actividad electrica de las celulas 13 inicia con la 

despolarizacion inducida por el cierre de 10s canales Ki(ATP) aunado a la 

actividad constitutiva de una canal cationico no selectivo. Esta 

despolarizacion inicial llevaria al potencial de rnembrana hacia valores 

donde aumentaria la probabilidad de apertura de canales de Na+, en 

aquellas especies donde estos son funcionales, y canales de Ca2+ tipo T. 

Las corrientes ionicas conducidas por estos canales despolarizarian mas la 

membrana plasmatica, hasta a lcazar  10s niveles donde aumenta la 

probabilidad de apertura de 10s canales de calcio HVA, sean estos tip0 L, N 

o a l a n  otro. La actividad de estos canales seria responsable de las espigas 

que no sobrepasan 0 mV y de gran parte de la entrada de Ca2+, necesaria 

para la secrecion de insulina. 

La inactivacion lenta de 10s canales de Ca2+ HVA, en conjunto con la 

actividad de canales de K+ rectificadores tardios y otras comentes salientes 

de K+, inclusive a traves de canales K+(ATP), permitiria la repolarizacion 

desde las espigas hacia el potencial de meseta. La termination de toda la 

rtdaga y la repolarizacion hacia el potencial de reposo de la celula 13 es un 

proceso que no se ha esclarecido completamente, aunque se propone que 

esto se debe a la actividad de canales de K+ sensibles a Ca2+, que 

presentan una conductancia grande221. 

El desarrollo de 10s disparos en forma de rAfaga, podria deberse a la 

sincronizacion de la actividad electrica entre celulas 6 vecinas, a partir de 

compartir flujos ionicos a traves de uniones comunicantes. Estos flujos 



compartidos serian necesarios para inducir el disparo en celulas silentes y 

I para evitar que las diferencias entre celula y celula terminen con el 
I potencial de accion. 

1 
3. EFECTOS DEL FACTOR DE CRECIMIEHTO HEURONAL SOBRE LA 
CJ~LULA 5 PMCREATICA. 

Las celulas t3 presentan caracteristicas fenotipicas propias de celulas 

derivadas de la cresta neural. Como ya se menciono, estos rasgos similares 

10s podemos encontrar a todos 10s niveles: molecular, morfologico y 

fisiologico; lo c u d  no demuestra que las celulas t3 compartan un origen 

embrionario con las neuronas. 

La actividad electrica de las celulas B fue de la primeras caracteristicas 

"neuronales" en ser descrita, y en su momento fue sorprendente ya que 

eran las primeras celulas que, fuera de las neuronas y el musculo, 

disparaban potenciales de accion5. Como vimos en la seccion anterior, 

algunos de 10s canales ionicos responsables de esta actividad electrica, en 

particular 10s canales de sodio, solamente se expresan en celulas D y en 

celulas derivadas de la cresta neuralz'g. 

Con el tiempo se fueron encontrando mas rasgos que semejaban las 

celulas D a las neuronas. Por ejemplo, se observo que las celulas D 

sintetizaban y almacenaban un neurotransmisor, el GABA17, y que ademas 

expresaban algunas enzimas de la via de sintesis de catecolarninas, 

aunque estas no llegan a sintetizarse debido a la falta de las enzimas que 

catalizan 10s pasos terminales de esta via222. 

Ademas cuando las celulas t3 son cultivadas in vitro, en medios de cultivo 

suplementados con concentraciones altas de suero bovino fetal (looh), 

extienden procesos citoplasmicos que expresan neurofilamentos, lo que 10s 

hace parecidos a las neuritas de celulas derivadas de la cresta neuralz. 



Esta ultima caracteristica, en conjunto con las observadas con 

anterioridad, llevo a proponer que las celulas fi 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 trofico de sistema nervioso en ser 

descrito y es considerado necesario para la regulacion de la diferenciacion 

y el desarrollo neurona1223. 

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 afio se 

encontro que el transplante de un  sarcoma murino a embriones de pollo 

inducia el crecimiento de fibras nerviosas. Dado que no era necesario el 

contact0 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 fibras224. 

Al intentar aislar y caracterizar este factor difusible, a partir de extractos 

del sarcoma murino que promovian el crecimiento de haces nerviosos 

simpaticos, se encontri, una proteina termolabil de masa aproximada de 

20 kDa, responsable de este efecto biologico225. Esta proteina fue 

denominada factor de crecimiento neuronal (NGF), y fue purificada 

tambien de extractos de glhdula submaxilar de raton, que result6 una 

fuente importante y accesible de este A1 contar con esta fuente 

accesible de NGF, se logro clonar el gene que codifica para este factor de 

crecimiento227. 



A) EstmdLLra del NGF. 

El gene de NGF codifica para una proteina de 307 aminoacidos, la cual e s  

hidrolizada postraduccionalmente y da origen a una proteina de 118 

aminoacidos. Esta proteina forma un dimero con otra idkntica, con lo que 

da lugar a la subunidad i3 del NGF, que e s  responsable de toda la actividad 

biologica de este factor de crecimiento228. 

En el raton el NGF e s  purificado como una proteina de alto peso 

molecular, que presenta un coeficiente de sedimentacion de 7.1S, por lo 

que se le denomina NGF7S. El NGF7S es un complejo proteico, en el que la 

subunidad P se encuentra asociada a otras dos subunidades, a y y, con las 

que forma complejo hexam6rico229 (2 a, 2 B y 2 y). Las subunidades a y y 

pertenecen a la familia de proteasas de serina del tip0 de la kalikreina; sin 

embargo, solamente la subunidad y tiene actividad catalitica, ya que la 

subunidad a carece de una secuencia arninoacidos necesaria para la 

actividad enzimatica2J0. 

Aparentemente, la asociacion de las subunidades B del NGF con las a y las 

y permite que la subunidad y haga un corte proteolitico en las 

subunidades 13, y con esto maduren postraduccionalmente231. Sin 

embargo, existen especies animales donde el NGF no forma complejos 7S, 

lo que podria implicar que la proteolisis postraduccional catalizada por la 

subunidad y no e s  indispensable para la actividad biologica del NGF, o 

bien, que la formacion de complejos 7s es una caracteristica particular del 

ra t0n2~~.  

De hecho, la formacion de 10s complejos 7.5 disminuye la actividad 

biologica del NGF, ya que en este complejo la subunidad 13 queda 

completamente rodeada por las subunidades a y y ,  lo que impide la 

interaccion del NGF con sus receptores. Sin embargo, se Cree la formacion 



del complejo 7s mantiene la estabilidad y protege la molecula de NGF en la 

saliva del rat0n23~. 

La actividad biologica de la subunidad B de NGF se debe a la presencia de 

secuencias de aminoacidos que le permiten unirse a sus  receptores de 

membrana, de 10s cuales se hablara en la siguiente seccion. Estas 

secuencias de reconocimiento con receptores han sido clasificadas en dos 

grupos. El primer grupo es el de secuencias de union al receptor comun de 

neurotrofinas y esth formado por residuos contiguos de aminoacidos 

cargados positivamente234. 

Como su nombre lo indica, estas cargas positivas e s t h  conservadas en la 

estructura de 10s 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 a1 NGF, y 

ademas de tener efectos biologicos similares, comparten un receptor 

membranal comun (ver mas adelante). 

Ademas de estos aminoacidos cargados positivamente, existe otro grupo de 

secuencias necesarias para mantener la actividad biologica de la 

subunidad B del NGF. Estos aminoacidos permiten la union a1 receptor 

especifico a NGF y forman una unidad simetrica a ambos lados de la 

molecula de NGF. Esta unidad de simetria, al parecer, permite que se 

acerquen dos moleculas de receptor a NGF, a1 unirse a uno y otro lado del 

eje de simetria de la molecula de NGFZJ4. Este acercamiento induce la 

activacion del sistema de transduccion de sefiales 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  celulas blanco, 

uno de baja afinidad, con una constante de disociacion (Kd) de 10-9M, y 



otro de alta afinidad, que muestra una Kd delO-llMZJ6. Estos sitios de 

union se forman a partir de la interaccion de dos proteinas 

transmembranales, el receptor a neurotrofmasa (p75"R) y un rniembro de 

la familia de cinasas que fosforilan proteinas en residuos de tirosina 

(cinasas de tirosina) TrkA (p 140"k)237. 

A1 identificar a nivel molecular estas dos proteinas, se pens6 que cada sitio 

de union a NGF corresponderia a una de ellas. Sin embargo, al analizar la 

afinidad de p75 y TrkA cuando son expresadas individualmente, se 

observo que las dos proteinas presentan una Kd similar (~10-QM), que 

corresponde al sitio de baja afinidad; mientras que la expresion simulthea 

de 10s dos receptores da lugar a la aparicion del sitio de alta afinidad 

(Kd=lO-"M)238. Esto sugiere que la formacion de este sitio de alta afinidad 

se debe a la interaccion de las dos p r ~ t e i n a s ~ ~ ~ .  

Se han propuesto dos modelos de interaccion entre p75 y TrkA para la 

formacion del sitio de alta afimidad a NGF. El primero de ellos propone que 

p75 es una proteina presentadora de NGF, que captura al factor de 

crecimiento debido a su capacidad de asociacion rapida, con lo que 

aumenta la concentracion efectiva de NGF en la vecindad de TrkA o bien 

transfiere el factor hacia TrkA237, de manera similar al mecanismo de 

accion propuesto para 10s receptores a factor de necrosis turn0ral~3~ (TNF). 

Este modelo implica que no existe interaccion directa entre 10s dos tipos de 

receptores, ya que el NGF es compartido por 10s dos tipos de receptores. 

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

interaccion de p75 con TrkA modifica la conformacion tridimensional de 

a Originalmente se denomino receptor a NGF a la proteina p75. Sin embargo, dada su 
capacidad de union a todos 10s miembros de la familia de neurotrofinas, se ha propuesto 
este cambio de nomenclatura. 



este ultimo receptor, con lo c u d  se crea en TrkA el sitio de alta afinidad237. 

Varios hallazgos experimentales apoyan esta hipotesis, ya que se ha 

demostrado una asociacion directa entre 10s dos receptores (condicion 

indispensable en este modelo). 

Esta asociacion directa ha sido demostrada por experiment0 de 

coprecipitacion de p75 y TrkA con a n t i c u e r p ~ s ~ ~ ~ ,  y al observar que TrkA 

evita la movilizacion de p75 en la membrana plasmatica. Esta 

inmovilizacion de p75 depende de la expresion correcta de su region 

intracelular, al igual que la expresion 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 molecula no es necesaria 

para la asociacion de sus receptores241. 

Ademas de originar 10s sitios de alta afinidad, la interaction entre 10s dos 

tipos de receptores a NGF puede ser necesaria para regular las seiiales de 

transduccion producidas en respuesta a este factor de crecimiento, ya que 

cada uno de 10s receptores posee un  sistema de transduccion propio. El 

receptor p75 es una proteina integral de membrana de 400 arninoacidos, 

que fue la primera proteina con capacidad de union a NGF en ser 

identificada. 

Pese a esta capacidad de union, la expresion de p75 era insuficiente para 

inducir sensibilidad a NGF o al menos la expresion de sitios de union de 

alta afinidadZ42. Debido a esto, se llego a proponer que el p75 no estaba 

acoplada a ningim sistema de transduccion de seiiales y solamente 

funcionaba como correceptor. En la actualidad se ha demostrado que la 

union de neurotrofinas a p75 induce la formation de ceramida, un 

segundo mensajero de naturaleza lipidica, que a su vez induce la 

activacion del factor de transcription NFKB. 



La activacion de NFKB por otros sistemas de receptores, como 10s 

receptores a TNF, esta relacionada con la induccion del programa 

apoptotico en las celulas blanco243. Algo similar ocurre con el p75, per0 

solo en ausencia de TrkA; ya que en celulas donde se expresa p75 

individualmente, el NGF induce muerte ~ e l u l a r 2 ~ ~ .  Sin embargo, cuando 

las celulas blanco expresan simultheamente 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 c e l ~ l a r ~ ~ ~ .  Esto sugiere que existe 

cierta comunicacion (crosstalk) y regulation mutua entre las vias de 

transduccion de seiiales de ambos receptores. 

El receptor TrkA , por su parte, e s  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 crecimiento246. TrkA es el receptor responsable de asegurar la 

especificidad a NGF en las celulas 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 celulas blanco, y gracias a esta propiedad fue identificado TrkA 

como receptor a este factor de crecimiento247. En celulas que expresan 

TrkA, el tratamiento con NGF detiene la proliferacion, induce el 

crecimiento de neuritas y hace que las celulas se hagan dependientes de 

NGF para su s u p e ~ v e n c i a ~ ~ ~ .  Esto se debe a la activacion de varias 

cascadas de sefiales intracelulares acopladas a1 receptor TrkA. 

El paso inicial en la transduccion de seiiales por TrkA es la potenciacion 

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



actividad se induce mediante el acercamiento de dos o mas moleculas de 

TrkA, para formar dimeros. Esta dimerizacion es inducida por la union de 

NGF, a traves de sus  secuencias simetricas de aminoacidos (ver seccion 

anterior). Al estar cerca una molecula TrkA de otra, se promueve una 

transfosforilacion, de manera que cada mol6cula de TrkA fosforila en 

tirosinas a la molecula vecina. Con esta transfosforilacion se eleva al 

mhximo la actividad de cinasa de tirosinas de TrkA249. 

La actividad de cinasa de tirosinas es  necesaria para propagar algunas 

sefiales de la cascada activada por NGF250; sin embargo se Cree que 10s 

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 context0 de 

reconocimiento a otras proteinas de sefializacion celular. 

Estas proteinas de sefializacion son 10s activadores de varias cascadas 

paralelas de sefiales intracelulares. Todas estiis proteinas tienen en comun 

un dominio de union a tirosinas fosforiladas, denominado SH2, por su 

homologia con un domino similar en el oncogene srC25J. Al menos tres de 

estas proteinas con dominio S H 2  se pueden encontrar asociadas a TrkA: la 

proteina adaptadora Shc, la fosfolipasa C-yl (PLC-11) y la 3-cinasa de 

fosfatidilinositol (PI3-cinasa)252. 

La union de Shc al TrkA fosforilado desencadena una cascada de 

activacion de proteinas G pequefias, Ras  en particular, y de cinasas de 

proteinas, cuyos efectores finales son las cinasas de serinaltreonina MAPK 

y Rsk, que activan reguladores de la transcription genicaz52 (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 



supervivencia celular en respuesta a este factor de crecimiento, aunque 

ninguno de estos dos efectos del NGF es bloqueado completamente253. 

Esto implica que la accion concertada de las diferentes vias de 

transduccion de seAales es necesaria para desarrollar completamente las 

respuestas celulares a1 NGF. En este sentido, se ha observado que la 

activacion de la via de P13-cinasa, en la cual se produce fosfatidilinositol 

3,4 bifosfato, el cual activa a la cinasa de serinaltreonina Akt, es  necesaria 

para la elongacion de 10s procesos neuriticos; mas no para iniciar el 

desarrollo de estosz". La activacion de Akt tambien es necesaria para 

promover la supervivencia (o bien inhibir la apoptosis) en respuesta a 

NGF255. 

Por ultimo, la activacion de otras vias de transduccion, como la via de 

PLC-y1 y la via de la proteina nuclear SNT, que es uno de 10s 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 ionicos y componentes de citoesqueleto, estan 

involucrados en mantener un fenotipo neuronal y en el inicio del 

crecimiento de neuritasZ53 (ver figura 10). 

Figura 10. Cascadas de t+ansducci6n 
. . de sefiales acttvadas pot 10s 

receptores a BGF. 
TrkA y p75NGFR inducen la activacion 
de diversas cascadas de transduccion 
de seiiales. Estas vias desencadenan 
respuestas a nivel citoplasmico y 
nuclear, por lo que el NGF puede 
modular la transcription de diversos 
genes. Estos receptores pueden inte- 
ractuar a dos niveles: en membrana, 
para formar sitios de union de alta 
afinidad y por intercomunicacion de 
sus cascadas de transduccion. Los 
mecanismos implicados en la 
interaccion de 10s tipos de receptores 
no se conocen con claridad. 



Por ultimo, la comprension de las cascadas transduccion 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 tambien una regulacion reciproca entre las diferentes cascadas. 

Los mecanismos involucrados en esta regulacion reciproca no son 

conocidos, per0 se sabe que la expresion simultzinea de TrkA y p75 inhibe 

mutuamente la accion de 10s receptores. 

Por ejemplo, tanto TrkA como p75 son capaces de inducir apoptosis en 

respuesta a NGF si se expresan individualmente; sin embargo, al 

expresarse simult&neamente, el tratamiento con NGF no solo inhibe la 

apoptosis, sin0 que las celulas tratadas con este factor de crecimiento se 

hacen dependientes de el para su s u p e ~ v e n c i a  y mueren cuando el NGF 

es retirado del medio. Esto sugiere que la cascada de transduccion 

resultante de la activacion de TrkA y p75 es distinta a la simple adicion de 

las cascadas individuales de cada receptorzs6. 

Debido a esta complejidad, no se conoce completamente el mecanismo 

efector del NGF; sin embargo, la expresion de 10s receptores p75 y/o TrkA 

hace que distintos tipos celulares Sean afectados por este factor de 

crecimiento. Como se menciono en un principio, otra caracteristica que 

comparten las celulas 6 pancreaticas con las neuronas es  la expresion del 

receptor TrkA, lo que hace que las celulas insulares puedan ser reguladas 

por NGF4. 

3.2) Regulacibn del fenotipo de  las c6lulasfl por NGF. 

Entre las ultimas evidencias que apoyaban un probable origen ectodermico 

para las celulas D pancreaticas se encontraba la observation del 

crecimiento de procesos parecidos a neuritas, de manera espontanea 

cuando las celulas eran cultivadas in vitro en medios suplementados con 

suero. La aplicacion de tecnicas de biologia molecular, como delecion de 
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genes, hibridacion in situ y RT-PCR, a la observation del desarrollo 

embrionario, demostro que las celulas 0 provenian del endodermo, al igual 

que 10s otros tipos pancreaticos2 (ver primera section). 

Sin embargo, la relevancia de estos cambios morfologico para la fisiologia 

de la celula 0 no habia sido esclarecida, asi como tampoco 10s mecanismos 

que regulaban el crecimiento de estos procesos. Por la similitud entre 10s 

procesos de celulas 5 con las neuritas de celulas derivadas de la cresta 

neural, se propuso que 10s factores neurotroficos podrian modular 10s 

cambios morfologicos de las celulas 0. 

Dado que el NGF era la neurotrofma mejor conocida, se investigo el efecto 

de este factor de crecimiento sobre el crecimiento de neuritas en celulas 0. 

Inicialmente, se demostro que elNGF inducia el crecimiento de neuritas en 

lineas tumorales de celulas 0 de ratas y mas tarde se demostro este efecto 

en cultivos primaries de celulas de rata adulta y fetal'. Esto indicaba que 

las celulas 6 eran sensibles al NGF, lo que sugeria que este factor de 

crecimiento podria regular otros aspectos del fenotipo de la celulas f3. En 

particular, las acciones del NGF podrian ser relevantes durante el 

desarrollo de las celulas 6 y para la regulation de la secrecion de insulina. 

Para demostrar la importancia del NGF como modulador fisiologico de la 

celula, primero se debe demostrar que es  la sensibilidad a este factor no es 

una caracteristica que las celulas 0 adquieren a1 ser disectadas y 

cultivadas in vitro. La expresion de receptores a NGF in vivo sugiere que las 

celulas pancreaticas son sensibles a1 NGF durante distintas etapas del 

desarrollo. De hecho, en etapas tempranas de la ontogenia del phcreas  el 

receptor TrkA se expresa en celulas ductulares pancreaticas y conforme 

avanza el desarrollo la expresion se confina a las celulas insulares; 

mientras que en la etapa adulta, estA expresion esta confinada a las 

celulas B4. 



La actividad de TrkA es importante para la formacion correcta de 10s 

islotes pancreaticos; 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 acumulacion de celulas endocrinas para 

formar islotes. Inclusive, se llego a proponer que el NGF producido por 

celulas no endocrinas que rodeaban a 10s islotes era responsable de esta 

agregacion, actuando como una seiial paracrinass. 

Dado que las celulas 5 de rata adulta expresan TrkA, y que son sensibles 

al NGF, se analizaron 10s efectos de este factor de crecimiento sobre la 

secrecion de insulina. En un principio, nuestro laboratorio demostro que 

las celulas tratadas con NGF continuaban sintetizando insulina y, ademis, 

10s grhulos  de insulina se distribuian tanto en 10s cuerpos celulares como 

en las neuritas de las celulas modificadas morfologicamente~. 

Esta celulas tratadas no solo sintetizan insulina, sin0 continuan 

secretiindola. Mas aun, despues de 5-7 dias en cultivo, en las celulas 5 

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 

concentracion baja (5.6 mNf) de la hexosa. Esta capacidad de 

discriminacion entre concentraciones diferentes de glucosa se pierde en las 

celulas 5 no tratadas conforme avanza el tiempo en cultivol. 

El efecto del NGF sobre la discriminacion entre concentraciones de glucosa 

se observa al tratar a las celulas 5 con la isoforma NGF7S, que como se 

menciono con anterioridad, es una isoforma con actividad biologica 

disminuida. Estudios recientes de nuestro laboratorio (C. Shchez  y M. 

Hiriart, comunicacion personal), demuestran que el tratamiento durante 

cinco dias con la isoforma NGF2.5S, que practicamente estA formada por 

subunidades 5 puras, aumenta significativamente la secrecion de insulina 

con respecto a la secrecion del grupo testigo. 



El NGF2.5S tambien tiene efectos a corto plaza sobre la secrecion de 

insulina, ya que el tratarniento con este factor de crecimiento durante 1 

hora potencia la secrecion de insulina inducida por glucosa. Esta 

potenciacion de la secrecion 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 modulacion podria darse a distintos niveles, tanto por la interaccion 

de seiiales intracelulares producidas por la activacion de TrkA y por el 

metabolismo de glucosa, como por efectos del factor de crecirniento sobre 

la actividad electrica de las celulas B. 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 potenciacion por NGF de la secrecion de 

insulina inducida por una concentracion elevada de g l u c ~ s a ~ ~ ~  (15 mM). 

L a  activacion de cinasas de proteinas, como MAPK, por glucosa y NGF 

sugiere una intercomunicacion (crosstalking) de las vias de seiializacion 

activadas por estas dos moleculas. Esta intercomunicaci6n podria tener 

injerencia sobre la exocitosis de 10s grhu los  de insulina, y de esta manera 

explicar la potenciacion de la secrecion de insulina. Sin embargo, esta 

potenciacibn tambien podria explicarse por efectos de las cinasa de 

proteinas a otros niveles de la fisiologia de la celula 6; ya que MAPK esta 

implicada en la regulation de la expresion genica por NGF. Ademas, en la 

cascada de activacion de MAPK participa un gran variedad de cinasas de 

proteinas (corno se vio en la seccion anterior). 

La actividad de estas cinasas de proteinas podria afectar la actividad de 

canales ionicos en la membrana de la cilula BZs8. Ademas, la activacion de 

MAPK podria inducir la transcripcion de 10s genes que codifican para 



canales ionicos. Estos dos procesos, en conjunto, modificarian la actividad 

electrica de la celula, un  efecto del NGF que ha sido observado en otros 

tipos celulares259, lo que a su  vez modularia la secrecion de insulina. 

Experimentos de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento 

durante 5-7 dias con NGF aumenta la densidad de corriente de Na+ de las 

celulas 0. Este aumento en densidad de comente de sodio no es 

acompafiado por cambios en la dependencia al voltaje de la activacion ni la 

inactivation en estado estacionario de la corrientes. Estas observaciones 

sugieren que existe un aumento en el numero de canales de sodio 

presentes en la membrana de las celulas i3 en respuesta al NGF (ver figura 

11). 
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Figurn 11. El NQF aumenta la corriente de sodio de caulas B. 
A) Relacion I-V de la comente de Na+ de celulas l3 despuks de 5-7 dias en cultivo. Las 
ctlulas tratadas con NGF (V) presentan una comente de sodio =SO% mayor que las 
celulas del grupo testigo (0 ) .  El tratamiento con dbAMPc (m) no modifica significativamente 
la magnitud de esta comente (' R0.01 vs grupo testigo, pruebas de ANOVA y Fisher). B) 
Dependencia al voltaje de la activacion de la comente de Na+. C) Dependencia a1 voltaje de 
la inactivaci6n en estado estacionario de la comente de Na*. Ninguno de 10s tratamiento 
afecta significativamente estas dos caracteristicas de la comente de Na+ de celulas 5. Esto 
que sugiere que en 10s tres grupos, la comente de Na+ es conducida por el mismo tipo de 
canal ionico. (Modificada de Rosenbaum et aL8) 



Recientemente, tarnbien hemos descrito un aumento en la densidad de 

comente de calcio tip0 L de las celulas f3 inducido por NGFl99. Este 

aumento se observa en celulas tratadas durante 5-7 dias con el factor de 

crecimiento, al igual que en celulas tratadas durante periodos cortos, es  

decir, en celulas cultivadas durante 24 horas y expuestas durante 5 

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

Los aumentos en las densidades de comentes ionicas podrian afectar el 

patr6n de disparo del potential de accion de las celulas 6. Estos posibles 

carnbios en la actividad electxica podrian estar relacionados con la 

potenciacion de la secretion de insulina promovida por NGF. Por esta 

razbn, es  necesario comprender 10s mecanismos involucrados en el 

aumento de la densidad de corrientes ionicas inducido por NGF y analizar 

10s posibles efectos de estas conientes aumentadas sobre la actividad 

electrica de celulas f3 pancreaticas. 



' . . . Y B S ~ N O ~ Y Y N R A M ~ J O R Q U E ~ G ~ A R ,  LAUISICAES 
UN PIACER. Y ES QUE NO NADA MEJOR QUE FORMULAR, 
ESCUCHAR Y OIR A l.4 VBZ. M ~ E  EL ANGW.0 FoRMADo FVR TI Y 
FVR Mf, ES LA SOLUCIbN A ALGO MUY C0W.h' AQUI. AHORA 
NO DEJES DE It48ULR; SOMOS CWRDBNADAS DB UN PAR, 
I N c b o N I T A  QUE AON FALTA FVR DESP.??JAR.* 

MCR4 &P (UNA D ~ C I M A  DE SEGUNDO, 1983) 

Existen muchas evidencias experimentales que sugieren que el NGF es  un  

modulador importante de la fisiologia de las celulas 13 pancreaticas, en 

particular, de la secrecion de insulina. La potenciacion por este factor de 

crecirniento de la secrecion podria deberse a cambios en la actividad electrica 

de las c6lulas 0, ya que el NGF aumenta la densidad de comente de sodio, asi 

como la de calcio. 

Por lo dicho anterionnente, es necesario conocer 10s mecanismos responsables 

de este aumento en densidad de comente. Asi mismo, tambien e s  importante 

evaluar la posibilidad que estas comentes aumentadas induzcan cambios en el 

patron de disparo de potenciales de accion de las celulas 0. En el presente 

trabajo estudiaremos en particular 10s mecanismos involucrados en el aumento 

en densidad de corriente de sodio y el papel que desempeiia esta corriente 

durante el disparo del potencial de accion de las celulas 13, ya que 

recientemente hemos demostrado que el NGF modula esta corrientes. 



Ademas, es  indispensable saber si estas celulas 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 celula 0 en el islote pancreatico. 

En este trabajo nos proponemos estudiar 10s procesos celulares involucrados 

en el aumento de densidad de comente de sodio inducido por NGF en las 

celulas 0. Este aumento podria deberse a un increment0 en el numero de 

canales activables en la membrana plasmatica de las celulas 0, de manera 

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

Tambien evaluaremos la participacion de la comente de sodio, la c u d  no ha 

sido esclarecida hasta ahora, en el potencial de accion de celulas f3 

pancreaticas de rata, ya es probable que una comente de sodio aumentada 

modifique el patron de disparo de estos potenciales de accion. 

Por ultimo, nos proponemos identificar una fuente pancreatica de NGF, al cual 

pudieran estar expuestas las celulas 0 in vivo; ya que en muchos sistemas 

celulares, esta neurotrofina actua a distancias cortas, de manera paracrina223. 

Para llevar a cab0 esto, plantemos 10s siguientes objetivos: 

1. Analizar el papel que desempeiia 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 comente. 

1.2. Evaluar el efecto de inhibidores de transcripcion sobre este aumento 
en densidad de coniente. 

1.3. Analizar el efecto del NGF sobre la transcripcion de RNAm que 
codifica para canales de sodio de celulas 0. 



2. Evaluar la participacion de la corriente de sodio aumentada en el potencial 

de accion de las celulas 5. 

2.1. Caracterizar el potencial de accion de celtllas 5 de rata bajo la tkcnica 
de registro de "parche perforado". 

2.2. Analizar la participacion de la comente de sodio en el potencial de 
accion de las celulas 5. 

2.3. Analizar la participacion de la comente de sodio en el potencial de 
accion de celulas 5 tratadas con NGF. 

3. Identificar una fuente pancreatica de NGF. 

3.1. Analizar la expresion de NGF en cultivos primarios de celulas 5 
pancreaticas. 

3.2. Caracterizar la secretion de NGF en cultivos primarios de celulas 5 
pancreaticas. 



'WELL rLL SPEAK TO U C H I N E S  WlTH T H E  VOICE OF HUMAMTY, 
SPEAK TO T H E  wlSe Wmr THE VOICE OF INSANiTY, SPEAK TO 
THE PRESENT lh' THE PAST AND FWURE TENSE. ~ L L  SPEAK TO A 
SLAVE Wmr THE VOICE OF OBEDENCE. 
I STOLE A FIRE BLlT IT BURNELl UP MUCH 7TW SOON, 
I TOOK A LEAP AND I LANDED ON THE MOON.' 

m N  (MAN OF A THOUSAND FACES, 1997) 

111. MATERLAL Y METODOS 

1. MATERIAL 

Los reactivos se obtuvieron de las siguientes fuentes: 

Colagenasa t i p  IV de Worthington (Freehold, NJ, USA); suero bovino fetal (SBF), 

solucion salina balanceada de Hanks (HBSS) y soluciones de gentamicina y 

penicilina-estreptomicina de Gibco (Grand Island, NY, USA); albumina de suero 

bovino (BSA), medio RPMI 1640, D-[+I-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, 

USA); reactivos para inmunocitoquimica de Vector Labs. (Burlingame, CA, USA); 

Anestesal (Pentobarbital s6dico) de Smith Kline (Norden de Mc5xico); reactivos 

para reaccion de polimerasa de Perkin Elmer de Mc5xico (Mc5xic0, D.F.); reactivos 

para prueba de ELISA de NGF de Romega (USA). 



2.1) Cultivo de d1ula.s p. 

Los islotes pancreAticos fueron obtenidos de ratas Wistar machos de 250-280 g 

de peso, siguiendo un protocolo descrito con anterioridad'. El cuidado de 10s 

animales se llevo 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 pimcreas son 

insuflados con solucion salina balanceada de Hanks, con 0.1 % (peso/vol) de 

albumina krica bovina y gentamicina. Despues, 10s phcreas son macerados 

mecbicarnente y digeridos con colagenasa tipo IV (0.5 mg/ml), para 

posterionnente someter el tejido a un gradiente de Ficoll. De este gradiente se 

recupera la interfase superior, que contiene a 10s islotes pancrehticos libres de 

tejido acinar. 

Los islotes son lavados con solucion de Hanks y digeridos con tripsina (2.5 

mg/rnl) disuelta en solucion salina balanceada de Spinner, durante 10 minutos. 

Una vez que las celulas insulares e s m  dispersas, son cultivadas en medio RPMI- 

1640, suplementado con 5 % de suero bovino fetal (SBF), 200 U/ml de penicilina 

G, 200 pg/ml de estreptomicina y 0.5 pg/ml anfotericina B. 

Con el fin de obtener cultivos en donde predominanin las celulas insulares y con 

un bajo numero de fibroblastos, las celulas se precultivaron durante una noche 

en cajas de cultivo que ofrecen baja adherencia a las celulas del islote. De esta 

manera 10s fibroblastos quedarb adheridos a las cajas y las celulas insulares 

podrh ser cosechadas y resembradas en cajas que ofrecen alta adherencia por el 

resto del tiempo en cultivo. 



Para estudiar 10s efectos del NGF sobre 10s canales de sodio, las celulas fueron 

tratadas con 50 ng/ml de NGF 2.5S, que corresponden aproximadarnente a una 

concentracion de 1.7 nM. En algunos experirnentos las celulas fueron tratadas 

con 5 mM de monofosfato ciclico de dibutiriladenosina (dbAMPc), o la mezcla de 

l a s  dos moleculas. Estas concentraciones son las mas utilizadas en otros 

modelos celulares para observar 10s efectos de estos dos factores sobre la 

fisiologia celularl. 

La concentracion de NGF utilizada se encuentra dentro del rango de la constante 

de afmidad de 10s receptores de NGF (10-11-10-9 MI; mientras que la 

concentraci6n de dbAMPc permitio realizar 10s experirnentos sin afectar la 

viabilidad celular, porque con concentraciones mayores se observa mortandad 

celular. El grupo testigo no recibio tratamiento alguno. 

2.2) Registm eledrojisiol6gico. 

Se llevaron a c a b  registro electrofisiologicos mediante la tecnica de fijacion 

electrica en microtireas de membrana (patch-clamp), tanto para registros de 

voltaje, como de coniente. Los registros se llevaron a cabo en celulas cultivadas 

durante 5 dias en condiciones testigo o con NGF. Se fabricarun microelectrodos 

de registro con vidrio Kimax-51 y se recubrieron con el aislante Sylgard. La 

resistencia de 10s electrodos en la solucion de registro fue de 1.5 a 1.8 MR. 

Se utilizaron dos configuraciones de la tecnica de fijacion: de celula completa 

(whole cell) y de parche perforado (perforated patch). La configuration de cdula 

completa consiste en formar un sello de alta resistencia (gigaohms) entre la 

punta de un microelectrodo de vidrio y la membrana celular. Despues de hacer el 

sello se rompe la membrana que subyace a1 electrodo, por medio de un pulso de 

succion, lo que hace posible el registro de las comentes ionicas macroscopicas. 



Para la configuracion de parche perforado se hace un sello de alta resistencia de 

manera similar, pen, la continuidad entre el interior de la pipeta y la celula se 

logra por medio de anfotericina B, la c u d  forma pequefios poros en la membrana 

que permiten el registro electrofisiologico. Esta tecnica evita el intercambio de 

todo el contenido celular por el medio interno de la pipeta, por lo que el 

metabolism0 celular permanece intacto, a diferencia de la configuracion de celula 

completa. 

L a  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 obtencion 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 tecnica de fijacion de comente se utilizaron 

estimulos de 2nA. 

Las soluciones de registro fueron las siguientes: 

Soluci6n extema: 130 mM NaCl, 5 mM KCL, 2.5 mM CaC12, 2 mM MgC12, 10 mM 

HEPES, pH=7.4, 295-300 mosm/kg. Para el registro de fijacion de voltaje esta 

solucion contenia ademas 10 mM glucosa, mientras que para el registro de 

fijacion de comente contenia 10 mM glucosa o bien 20 mM. En este ultimo caw 

se ajustaba la osmolaridad disrninuyendo 10 mM de KCL. 

Solucion intema para registro en celula 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 conientes cationicas entrantes 

al bloquear las comentes salientes de K'. 



Solucion intema para registro en parche perforado: 140 mM KCl, 5 mM NaCl, 5 

mM NaF, 2 mM MgC12, 5 mM HEPES, 0.25mg/ml Anfotericina B. 

2.3) RT-PCR para medici6n d e  RNAm. 

S e  utilw la tecnica de RT-PCR para deterrninar la expresion de NGF y para 

evaluar 10s efectos del tratamiento con NGF sobre 10s niveles en estado 

estacionario de RNAm para la subunidad a tip 111 de canal de sodio. El RNA de 

celulas D fue obtenido a1 lisar a las celulas en reactivo TRIzo1261 (lml/106 

celulas). De manera breve, la tknica de RT-PCR consiste en realizar una 

transcripcion reversa de RNA a DNA con la enzima transcriptasa reversa.. 

Posteriomente, se lleva a cabo una amplificacion del cDNA de intees utilizando 

la polimerasa Taq y 10s oligonucle6tidos especificos para cada gene. 

Para establecer la identidad del producto de amplificacion y realizar mediciones 

de niveles de RNAm, 10s productos fueron separados por electroforesis; para 

despues ser transferidos a una matriz de nylon, para poder ser hibridados con 

un oligonucleotido intemo. La secuencia de este oligonucle6tido intemo estA 

incluida dentro del producto de amplificacion. 

Se disetiaron oligonucleotidos de 17-20 bases a partir de las secuencias 

reportadas para 10s genes de NGF, subunidad a tipo 111 y GAPDH. Este ultimo 

gene se utilw como control intemo de expresion, con el fin de llevar a cabo 

reacciones semicuantitativas. 

Se llevaron a cabo 25 ciclos de arnplificacion para asegurar la cuantificacion de la 

cantidad inicial de RNAm para cada uno de 10s genes, ya que bajo estas 

condiciones, la reaccion de amplificacion no alcanza la meseta de saturacion. 



La secuencias utilizadas fueron las siguientes: 

Para la subunidad a tipo 111, la secuencia del oligonucleotido en sentido (5') fue 

5'-GCCGAAATGGTCC'ITAA-3'; mientras que la secuencia antisentido (3') fue 5'- 

GGGTGGAGCAAGATCAA-3'. La temperatura de alineamiento para este par de 

oligonucleotides fue de 57" C. L a  secuencia del oligonucleotido intemo para 

hibridacion fue 5'-ACGGGCATCGAAATAAG-3'. 

Para NGF, la secuencia sentido fue 5'-GGCATGCTGGACCCAAGCTC-3' y la 

secuencia antisentido fue 5'-GCGCTTGCTCCGGTGAGTCC-3'. L a  temperatura de 

alineamiento para este par de oligonucle6tidos fue de 59" C. La secuencia interna 

para hibridacion fue 5'-ATCTAGAClTCCAGGCCC-3'. 

Para GAPDH, la secuencia sentido fue 5'-GCCCCCATGTlTGTGAT-3' y la 

secuencia antisentido fue 5'-GCCCCAGCATCAAAGGT-3'. La temperatura de 

alineamiento para este par de oligonucle6tidos fue de 57" C. La secuencia del 

oligonucle6tido para hibridacion fue 5'-GTGGATCTGACATGCCG-3'. 

Las celulas insulares fueron fijadas en paraformaldehido al 4% (peso/vol) en 

solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS). Posteriormente, se 

permeabilizaron con Triton XlOO al 0.01% (vol/vol) en solucion salina 

amortiguada por TRlS (TBS). Una vez permeabilizadas, las celulas fueron 

incubadas durante una noche con antisuero de conejo contra NGF y antisuero de 

cobayo contra insulina, a las concentraciones recomendadas por 10s fabricantes. 

Posteriormente, las celulas fueron incubadas durante 1 hora con antisuero de 

cabra contra IgG de conejo marcado con CY5 (excitacion=650 nm, emision=670 

nm), para la deteccion de NGF y con antisuero de cabra contra IgG de cobayo 

marcado con FITC (excitacion=494 nm, emision=520 nm), para la deteccion de 



insulina. Las celulas fueron observadas bajo microscopia confocal, utilizando el 

canal rojo para el CY5 (NGF) y el canal verde para FITC (insulina). 

La secretion de NGF se determino por medio de andisis inmunoenzimatico 

(ELISA) de dos sitios. Las mediciones se realizaron de acuerdo con el protocolo 

del fabricante, utilizando 10s sobrenadantes de cultivos de celulas 5 o de islotes 

pancreaticos, incubados por 4h en solucion salina de Hanks, con glucosa 5 mM, 

11 mM o 20 mM de glucosa. 

El pmtocolo de ELISA consiste, de manera breve, en incubar durante 16 horas 

placas de plastic0 con una solucion de antisuero contra NGF (IOpg/ml) en 

solucion amortiguadora de carbonatos (pH=8.7). Posteriormente estas placas son 

lavadas con TBS adicionado con Tween-20 0.5% (vol/vol), para despues afiadir 

10s sobrenadantes de cultivos e incubarlos en las placas durante 16 horas. A1 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' tetrameti1 bencidieno (TMB) y se lee a 450 nm. 

2.6) Bioensayo con &lulas PC1 2 .  

Las celulas 5 fueron precultivadas durante 24 horas bajo condiciones testigo, 

para asegurar la adhesion a las cajas de cultivo. Posteriormente, las celulas 

fueron cultivadas 24 horas mas en un  medio quimicamente defmido, con el fin de 

obtener un medio condicionado por celulas 5. El medio d e f i d o  consistio en 

medio RPMI 1640 suplementado con solucion de insulina-transferrina-selenita 

de sodio (1 :loo), putrescina (100~M) y progesterona (20nM). 

Se cultivaron celulas PC12 durante 24 horas en 10s medios condicionados por 

cdulas 5 y al final de esta incubation, las celulas PC12 fueron tefiidas por 



inmunocitoquirnica para TrkA y se conto el porcentaje de cklulas que extendieron 

neuritas. Para determinar la especficidad de 10s efectos biologicos, algunos 

cultivos de celulas PC 12 se realizaron con medios condicionados en presencia de 

un anticuerpo contra NGF. 

2.7) Analisis estadistiw. 

Todos 10s datos se expresan como la media * error esthndar de la media (ESM). 

Para la validacion estadistica de 10s experiment0 se u t i w  el programa Number 

Cruncher Statystical System (NCSS v 4.2, Dr. Jerry L. Hintze, Kaysville, UT, USA, 

1983), llevando a cabo las pruebas de anasis  de varianza (ANOVA) de una sola 

via, seguida por la prueba de Fisher. Tarnbikn se evaluo la significancia 

estadistica con la prueba t de Student para datos no apareados. 
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W. RESULTADOS 

1. PAPEL DE LA S~NTESIS PROTEICA EN EL AUMENTO DE DENSIDAD 
DE CORRIENTE DE Na+ DE C&LULAS 8. 

El NGF induce un aumento de aproximadamente el 70% en la densidad de 

corriente de celulas 6, 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 celulas del grupo testigo. Esto sugiere que en ambos grupos, las 

corrientes de sodio son conducidas por el mismo tipo de canales y que el 

aumento en densidad de corriente inducido por NGF se debe a1 incremento 

en el numero de canales activables en la membrana plasmatica de las 

celulas 6. 

El incremento en el numero de canales podria deberse a la sintesis de 

nuevos canales, que se insertaran en la membrana y contribuyeran a una 

comente de Na+ mayor, t d  como sucede en otros tipos celulares sensibles 

a NGF. Para analizar esta primera hipotesis, registrarnos las comentes de 

sodio de celulas 6 cultivadas durante 5-7 dias en presencia de NGF y 

cicloheximida (lOpg/ml), que es  un inhibidor de sintesis proteica262. 

Como se puede ver en la figura 12, el tratamiento con cicloheximida (CHX) 

inhibe el efecto del NGF sobre la comente de sodio de celulas 5, ya que no 

existen diferencias significativas entre la relacion corriente-voltaje (I-V) de 

celulas 5 del grupo testigo y la relacion de celulas tratadas con NGF+CHX. 



Figma 12. Efatos de la cicloheximida wbre el anmento de 
densidad de corriente de Na* hducido POI NGF en caulas 11 
pancre6ticas. 
Las celulas t3 fueron cultivadas durante 5-7 dias bajo condiciones 
testigo o bien bajo tratamiento con NGF y/o CHX. A) Comentes de Na+  
de celulas 6, pmducidas en respuesta a un pulso despolarizante a +I0 
mV. Se obsewan registros representatives de 10s diferentes grupos 
experimentales. B) Relacion I-V de las celulas en 10s diferentes grupos 
experimentales. Como se puede ver, la CHX inhibe el aumento en la 
comente de Na+ inducido por NGF. ('R0.01 vs todos 10s gmpos; 
pruebas de ANOVA y Fisher] 

El tratamiento con CHX sola no afecta la comente de Na+ de celulas B, ya 

que tarnpoco existen diferencias significativas entre la relacion I-V del 



grupo de celulas testigo y la de celulas tratadas con CHX, lo que indica 

que el efecto de la CHX es debido a la inhibition de la sintesis proteica y 

no a un bloqueo de canales de sodio. El efecto antagonico entre la CHX y el 

NGF sobre la magnitud de la comente macroscopica 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 celulas 

f3 (ver Tabla 1). 

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

Gmpo Capacitancia Densidad n 
(PF) (PAIPF) 

Testigo 8.3 * 0.6 -31.8 *. 5.6 27 

NGF 8.6 t 0.8 -62.7 * 7.2* 27 
CHX 8.7 * 0.8 -28.6 * 7.9 14 

ActD 8.4 * 0.4 -31.1 * 2.9 13 

NGF+CHX 8.3 * 0.3 -29.7 * 4.4 14 

Esta tabla muestra el efecto del tratamiento con CHX y 
ActD sobre la densidad de coniente de sodio de ctlulas l3 
cultivadas durante 5-7 dias. (n=numero de celulas 
registradas para cada grupo; '140.01 vs todos 10s grupos; 
pruebas de ANOVAS y Fisher) 

Ademas, el tratamiento con CHX no modifica la dependencia a1 voltaje de 

la activacion, ni la inactivacion en estado estacionario de la corriente de 

sodio. Esto sugiere la comente de sodio es conducida por 10s 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 



densidad de corriente de sodio, lo que apoya la hip6tesis que el NGF 

promueve la sintesis de mas canales de sodio en las celulas 0. 

Figma 13. Efectos de la CHX wbre la actfpaci6n e inactivaci6n en estado 
estacionario de la c d e n t e  de Na' de c6lulna 8. 
Como muestra esta figura, no existen diferencias significativas entre las curvas de 
activation o inactivacion en estado estacionario de c6lulas I3 testigo, tratadas con NGF o 
con NGF y CHX. A) Activacion de la coniente de sodio. B) Inactivacion en estado 
estacionario de la misma corriente. 



2. PAPEL DE LA TRANSCRIPCI~N DE -Am 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 

contribution de la transcripcion genica en este proceso, ya que el NGF 

podria inducir un increment0 en la cantidad de RNAm para canales de 

sodio, que a1 traducirse darian lugar a un mayor numero de canales de 

sodio en la membrana plasmatica de las celulas f3. 

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 celulas I3 durante 5-7 dias en 

presencia de NGF y/o 4pg/ml actinomicina DZb2, que es un inhibidor de la 

transcripcion genica. 

Como se puede ver en la figura 14, el tratamiento con ActD impide que el 

NGF aumente la corriente de sodio de celulas 13. Asi mismo, no se 

observan cambios significativos con respecto a1 grupo testigo en la relacion 

I-V de celulas tratadas solamente con ActD. 

Como era esperable, el tratamiento con ActD impide el aumento en 

densidad de corriente de sodio inducido por NGF, ya que no existen 

diferencias significativas entre la capacitancia promedio de las celulas de 

cada grupo experimental, es decir celulas testigo, celulas 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 inactivacion en estado estacionario de la comente. de 

sodio (ver figura 15), lo que sugiere que la comente de sodio es  conducida 

por 10s mismos canales de sodio. Estos resultados, en conjunto, 



demuestran que la transcription genica es necesaria para el aumento en 

densidad de comente de sodio. 

Fignra 14. Efectos de la actinomicba D sobre el anmento de densidad de corriente 
de Aa' inducido pox NGF en c&lulas B paneretiticas. 
Las celulas 5 fueron cultivadas durante 5-7 dias bajo condiciones testigo o bien bajo 
tratamiento con NGF y/o ActD. A) Comentes de Na+ de cClulas O, producidas en 
respuesta a un pulso despolarizante a + 10 mV. Se obselvan registros representativos de 
10s diferentes grupos experimentales. B) Relacion I-V de las celulas en 10s diferentes 
grupos experimentales. Como se puede vet, la ActD inhibe el aumento en la comente de 
Na' inducido por NGF. ('R0.05 vs todos 10s grupos; pruebas de ANOVA y Fisher) 



Figura 15. Efaetoa.de la ActD sobre la activaci6n e inactivacidn en 
estado estacionario de la corriente de Na* de c6lulna 1). 
Como muestra esta figura, no existen diferencias significativas entre las 
curvas de activacion o inactivacion en estado estacionario de celulas D 
testigo, tratadas con NGF o con NGF y ActD. A) Activacion de la 
comente de sodio. B) Inactivacion en estado estacionario de la misma 
comente. 



Los resultados de registro electrofisiologico en celulas tratadas con CHX o 

ActD demuestran que la sintesis proteica y la transcripcion genica son 

necesarias apara que el NGF induzca el increment0 en la densidad de 

comente 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 10s canales de sodio en la 

membrana plasmatica de las celulas iS. Ante la falta de esta proteina, por 

el tratamiento con 10s inhibidores, no seria posible observar el aumento en 

densidad de comente de sodio. 

Por esta razon, 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 produccion de las proteinas que 

forman 10s canales de sodio, ya que para esto se necesita purificar grandes 

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

Debido a esta dificultad tecnica, decidimos analizar el efecto del NGF sobre 

el nivel en estado estacionario de RNAm para la subunidad a de canales de 

sodio de cilulas iS. Esta subunidad es l a  responsable de formar el poro 

ionico y por ello, es la unica subunidad indispensable para la expresion de 

10s canales de sodio. Ademas, 10s experimentos con actinomicina D 

sugerian que el aumento en la sintesis de canales de sodio podria 

comenzar desde la transcripcion genica. 

Para poder analizar este efecto del NGF, decidimos utilizar la tecnica de 

reaccion en cadena de polimerasa acoplada a transcripcion reversa (RT- 

PCR), que es  una tecnica semicuantitativa que permite analizar el nivel de 

un RNAm especifico a partir de cantidades pequefias (<1pg) de RNA total. 

Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cab0 con 200ng de RNA total 

extraido de celulas D cultivadas durante 5-7 dias bajo condiciones testigo o 



bien, tratadas con NGF y/o dbAMPc. Esta idtima molecula se utilizC, 

debido a que es un andogo permeable de AMPc, que al igual que el NGF 

induce el crecirniento de procesos parecidos a neuritas en celulas 13; per0 

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

Como cebadores (primers), se utilizaron oligonucleotidos disefiados a partir 

de la secuencia reportada para la subunidad a tipo I11 de canales de sodio 

de cerebro de rata, ya que la expresi6n de este tipo de subunidad a ya 

habia sido reportada en cklulas I3 de rata219. 

Como se puede ver en la figura 16, el NGF aumenta =2 veces el nivel de 

RNAm para la subunidad a tipo 111. Esto demuestra que el NGF modifica 

especificamente la cantidad de RNAm para subunidad a tip0 111. Esta 

mayor cantidad de RNArn, a1 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 comente de 

sodio, al ser llevados a la membrana plasmatica de las cilulas %. 

A 
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Subunuad* r, Figura 16. Efectoa del NOF sobra 10s niveles en 
estado estacionario de RNAm para subunidad a 

OAPDn tipo 111 de canal de sodio. 
A) Reacci6n de RT-PCR para subunidad a tip0 111 y 

B 2, GAPDH a partir de RNA total de 10s cuatro p p o s  
experimentales (T=testigo, N=NGF, A-dbAMPc, 
NA-NGF+ dbAMPc). B) Niveles de RNArn para fi :: subunidad a tip0 I11 en 10s cuatro grupos, 
normalizados con respecto a1 p p o  testigo. La 

4 % <.a reaccion de RT-PCR para GAPDH se utilizb para 
3 2 %  normalizar la cantidad de RNA total en las 
6 3  01 reacciones para subunidad a. No existe diferencia 

0.0 significativa entre 10s grupos N y NA (*P<0.01 vs T y 

. T N A w A; prueba t de Student; n=5). 

Por su parte, el tratamiento con dbAMPc no modifico significativamente el 

nivel de RNAm para subunidad a tip0 111. Este resultado correlaciona con 

10s registro electrofisiologicos, ya que el dbcAMP no aumenta la densidad 



I de corriente de sodio. Inclusive, tarnpoco existen diferencias significativas 

1 en el nivel de RNAm para subunidad a entre el grupo tratado con NGF y 

dbAMPc simultkneamente y el grupo tratado so10 con NGF. Esto tambiin 
I 
I 

correlaciona con 10s hallazgos electrofisiol6gicos, ya que no hay diferencias 

significativas en la densidad de corriente de sodio de estos grupos (T. 

Rosenbaum y M. Hiriart, comunicaci6n personal). 

Esto implica que un efecto especifico del NGF sobre el RNAm de subunidad 

a tipo 111. Para corroborar que el aumento en el nivel de RNAm de esta 

subunidad se debe a la activacion de la cascada de transduccion de 

seiiales del NGF, las cilulas l3 fueron cultivadas durante 5-7 dias en 

presencia de estaurosporina (ver figura 17). A esta concentracion, la 

estaurosporina inhibe la actividad de cinasas de proteinas de serina y 

treonina, asi como la de cinasas de tirosina. Este espectro amplio de 

inhibicion asegura bloquear las diferentes vias de transduccion de seiiales 

que se activan en respuesta a1 NGF (ver introduccion seccion 3.). 

A 
T N+St N 

SubunMad a 0 
Figura 17. Efecto de la estaurorporina sobre el 

QAPDH 0 -0 nivel de RNAm para subunidad u tipo 111 de 
canal de sodio. 
A) Reaccion de RT-PCR para subunidad a tip0 111 ij!i 1 y GAPDH (T~tesbgo, N+St= NGF+ estauros- 
porina, N-NGF). B) Niveles de RNAm para 
subunidad u t i p  111 norma-lizados con respecto 
al g r u p  testigo. L a  reaction de RT-PCR para 

g 3 1.0 
GAPDH se utilizi, para normalizar la cantidad de 

P B -  RNA total en las reacciones para subunidad a. 
j! 3 0.9 ( *P<0.01 vs T y N+St; pmeba t de Student; n-5). 

0.0 

T N+Sl N 

La estaurosporina inhibe el increment0 en el nivel de RNAm para 

subunidad a tip0 I11 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 10s resultados electrofisiologicos, 



indican que el NGF induce un increment0 en la sintesis de canales de 

sodio a traves de un aumento en el nivel del RNAm que codifica para estos 

canales. Esta sintesis elevada se refleja en el aumento en densidad de 

comente de celulas 5. 

3, EFECTOS DEL NGF SOBRE LA ACTWIDAD E L ~ T R I C A  DE 
CELULAS B DE RATA. 

Con base en las observaciones anteriores decidimos evaluar la 

participation de 10s canales de sodio en la actividadelectrica de celulas 5, 

ya que, al igual que sucede en otros tipos celulares, la comente conducida 

por estos canales podria modificar el p a w n  de disparo de potenciales de 

accion en estas celulas endocrinas. 

Para esto, registrarnos la actividad electrica de celulas 5 cultivadas 

durante 5-7 dias bajo condiciones testigo o tratadas con NGF, mediante la 

tecnica de parche perforado (perforated patch). Inicialmente, 

caracterizamos la actividad electrica en respuesta a dos distintas 

concentraciones extracelulares de glucosa, una cercana al umbral de 

secrecion de insulina (10.6 mM) y otra por encima de este umbral (20.6 

mM), cercana a la concentration de glucosa que induce secrecion m&ma. 

Mediante la tecnica de parche perforado se pueden registrar en la misma 

celula tanto conientes ionicas (fijacion de voltaje), como el carnbio del 

voltaje membranal (fijacion de corriente). El registro se comienza en la 

configuracion de fijacion de voltaje, para asegurar, mediante el registro de 

comentes ionicas, que se tiene acceso a la celula, como se puede ver en la 

figura 18. 



Flgura 18. Familias de corrientes ihicas de C G ~ ~ I I S  8. 
Esta figura muestra dos familias de comentes ionicas de celulas 0, registradas en la 
configuracion de fijacion de voltaje de la tkcnica 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 comentes de una cClula 0 tratada con NGF. B) Familia de comentes de 
una ctlula del grupo testigo. En ambos casos se observa un componente entrante 
transitorio, que corresponde a la comente de Nai, y un componente sdiente 
sostenido, que corresponde a una corriente de Kt. L a  coniente de calcio queda 
enmascarada por el componente de potasio'g3. 

Una vez establecido el acceso al celula, se registro la actividad electrica en 

respuesta a glucosa y un estimulo de 0.2nA. Para caracterizar 10s efectos 

del NGF sobre la actividad electrica de las celulas f3 decidimos evaluar tres 

partimetros. El primer0 de estos partimetros fue la fraccion de tiempo de 

permanencia en potencial de meseta, la c u d  estA correlacionada con la 

cantidad de insulina secretada. 

El segundo partimetro fue el numero de disparos por registro, es decir la 

frecuencia con que dispara cada celula, la cual tambikn correlaciona con 

la secrecion de insulina, ya que a mayor frecuencia de disparo se observa 

mayor secrecion de esta hormona263. El tercer parhe t ro  evaluado fue el 

area bajo 10s potenciales de accion de las celulas 6, y a  que esto estima 

tanto el tiempo de duracion de 10s potenciales como la magnitud de la 

despolarizacion. 



En primera instancia, evaluamos el efecto del aumento en la concentracion 

extracelular de glucosa sobre la actividad elhtrica de las celulas 15, ya que 

el disparo de potenciales de accion de estas celulas 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 patron de 

disparo de las celulas 15 testigo. 

glucosa 10 rnM 

50 

glucosa 20 rnM 

50 

F m a  19. Efectos de la glucosa sobre el patrdn de dkparo de c&lalas 8. 
Esta figura muestra que el aumento en la concentracion extracelular de glucosa induce 
un cambio en el patron de disparo en las celulas 8 del grupo testigo, despues de 5-7 dias 
en cultivo. Tanto en glucosa 10 mM (panel superior), como en glucosa 20 mM (panel 
inferior), 10s disparos presentan un componente de despolarizaci6n lenta, seguida de un 
cornponente de despolarizacion fipida. Algunas celulas presentan disparos en forma de 
espigas que sobrepasan el nivel de 0 mV (overshoot); mientras que otras presentan 
despolarizaciones mas sostenidas, en forma de rneseta. 



Bajo nuestras condiciones de registro, existe una actividad electrica mas 

sostenida en presencia de glucosa 20 mM, que en presencia de glucosa 10 

mM. Ademas, en las celulas registradas en la concentracion alta se 
I 

presentaban ocasionalmente disparos que sobrepasaban el nivel de 0 mV 

(overshoot), mientras que 10s disparos en glucosa 10 mM nunca 

sobrepasaron este valor. 

El tratamiento con NGF tambien induce cambios significativos en el 

patron de disparo de las celulas 6, tanto en glucosa 10 mM, como en 

glucosa 20 mM (ver figura 20); ya que la actividad de celulas tratadas con 

NGF es sostenida por mas tiempo que la de celulas testigo. Ademas, El 

NGF induce la aparicion de disparos que sobrepasan 10s 0 mV en 

respuesta a glucosa 10 mM. 

Glucosa 10 mM Glucosa 20 mM 

testiio 

D O  - 

....................................... 

- - 
,mn. NGF r e ,  NGF 

Figarn 20. Efectos del NGF sobre el patr6n de disparo de c&lnlas 8. 
El tratamiento con NGF (parte inferior) durante 5-7 dias induce cambios 
en el patron de disparo de las celulas 0, tanto en respuesta a glucosa 10 
mM (derecha), como en respuesta a glucosa 20 mM (izquierda). 



Las celulas L3 tratadas con NGF tambien 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 celulas tratadas con NGF conservan la 

capacidad de discriminar entre dos concentraciones distintas del azucar. 

La elevacion de la concentracion extracelular de glucosa induce, tanto en 

celulas L3 testigo como en las  tratadas con NGG, incrementos significativos 

en 10s tres parametros evaluados: fraccion de tiempo en meseta (figura 2 I), 

numero de disparos por registro (figura 22) y area bajo 10s potenciales de 

accion (figura 23). 

m l o  0 gtucosa 1 0 m ~  
0.g glucosa 20mM 

In 

T NGF 
FQura 21. Tiempo de permanencia en meseta de La acthidad elhtrica de celulas 8. 
L a  elevacion de la concentracion extracelular de glucosa induce que la fraccion de tiempo 
de permanencia en meseta aumente, tanto en 10s potenciales de accion de celulas 5 
testigo, como en 10s de celulas tratadas con NGF. Ademas, las celulas tratadas con NGF 
permanecen mas tiempo en este potencial de meseta que las celulas testigo, en las dos 
concentraciones de glucosa. El tiempo de permanencia en meseta se midi6 a partir del 
momento en que comienza la despolarizacion riipida y hasta el inicio de la fase de 
repolarizacion del potencial de accion, sumando cada uno de estos periodos y dividiendo 
entre la duracion total del registro. ("pc0.01 vs todos 10s grupos; 'p<0.05 vs glucosa 10 
mM; +p<O.Ol vs T; pruebas de ANOVA y Fisher; n=17) 



T NGF 
Flgura 22. Nfime.zo de disparos por registro de la actividad el6ctrica de c8lulas 8. 
La elevacion de la concentracion extracelular de glucosa induce el aumento en el numero 
de disparos por cada registro (duration: 500 ms) en la actividad elktrica del grupo de 
celulas testigo y el grupo tratado con NGF. El tratamiento con NGF induce un aumento 
en esta frecuencia de disparo bajo glucosa 10 mM. Bajo glucosa 20 mM, la frecuencia 
tiende a aumentar pem la diferencia no es significativa. (S140.05 vs glucosa 10 mM; 
tPc0.05 vs T; pruebas de ANOVA y Fisher; n=17) 

=Oom 1 m glucosa IOmM 
Em glucosa 20mM 

T NGF 

Figura 23. Area bajo lor potencialea de acci6n de c6lnlas B el6ctrica de c6lulas 5. 
La elevacion de la concentracion extracelular de glucosa induce el aumento el jrea bajo 
10s disparos en el grupo de celulas testigo y el grupo tratado con NGF. El tratamiento con 
NGF induce un aumento significativo en esta &ea con respecto d gnlpo testigo, tanto en 
glucosa 10 mM, como en glucosa 20 mM. ("140.01 vs todos 10s grupos; +pc0.01 vs T; 
+&0.01 vs glucosa 10 mM; pruebas de ANOVA y Fisher; n=17) 



En las celulas tratadas con NGF, el aumento en la fraccion de tiempo de 

permanencia en meseta en respuesta a glucosa 20 mM fue mas marcado 

que en las celulas del grupos testigo. Esto implica que las cilulas tratadas 

con NGF discriminan mejor entre una concentracion de glucosa y otra, lo 

cual concuerda con nuestras observaciones de secrecion de insulinal. 

Las celulas l3 tratadas con NGF permanecen mas tiempo en potencial de 

meseta que las celulas testigo, en ambas concentraciones de glucosa. Este 

aumento en la fraccion de permanencia en meseta se refleja en potenciales 

de mayor duracion; el cual, en combinacion con despolarizaciones de 

mayor magnitud, se traduce en un  aumento en el iirea bajo 10s potenciales 

de accion de las celulas tratadas con NGF. Nuestros resultados 

demuestran que este factor de crecimiento potencia la actividad electrica 

de las celulas l3 inducida por glucosa. 

4. PARTICIPACI~N D E  LOS CANALES DE SOD10 EN LA ACTMDAD 
E L ~ T R I C A  DE C~LULAS B DE RATA. 

La potenciacion de la actividad electrica podria ser responsable del 

aumento en la secrecion de insulina inducido por NGF, y podria estar 

relacionada con el increment0 en la densidad de corriente de sodio. Por 

esta r&n, decidimos analizar la participaci6n de 10s canales de sodio 

durante el disparo del potencial de accion de celulas 6 de rata. 

Para esto, registramos la actividad electrica de celulas l3 en presencia de 

tetrodotoxina (TTX), la cual bloquea la comente de sodio de estas 

celulasl93. La TTX fue aplicada a traves de un sistema de perfusion directa 

a presion (picospritzer), a una concentracion de IOpM, en pulsos de 20 ms 

de duracion. 

La actividad electnca se registro en celulas B cultivadas durante 5-7 dias 

bajo condiciones testigo o tratadas con NGF, a una concentracion elevada 



de glucosa (20.6 mM). A esta concentracion de glucosa, la corriente de 

sodio participa de manera importante durante la secrecidn de insulina, ya 

que la adrninistracion de TTX disminuye la cantidad de insulina 

secretadal93. 

Como se puede ver en la figura 24, la exposicion a TTX modifica el patron 

de disparo de las celulas 6. Esta toxina reduce la magnitud de las 

despolarizaciones alcanzadas por 10s potenciales de accion de las celulas 

6, tanto en el grupo testigo como en las tratadas con NGF, lo que se refleja 

en una disminucion en el krea bajo 10s disparos (figura 25). 

'" I testigo 

Fignra 24. Efecto de la tetrodotoxina (TTX) sobre el patr6n de disparo de caulas 5. 
Esta figura muestra el registro de fijacion de comente de una celula representativa del 
grupo tratado con NGF, antes (panel superior) y despues (panel inferior) de la aplicacion 
de TTX (10 l M / 2 0  ms). 



T N 
Figura 25. La TTX dismlnuye el Btea bajo 10s disparos de cCl&s 8. 
La exposicion a TTX disminuye significativamente el area bajo 10s disparos de celulas LS 
testigo y tratadas con NGF. Se observa un efecto mas marcado en las celulas tratadas 
con NGF. ('P<O.01 vs TTX; prueba t de Student; n=6) 

En el grupo testigo la disminucion en el area bajo 10s disparos se debe a 

que 10s potenciales de accion presentan magnitudes menores en presencia 

de TTX. En las celulas tratadas con NGF, la TTX tambien reduce la 

magnitud de 10s potenciales, per0 ademas disminuye significativamente la 

duracion de 10s disparos, ga que estas celulas permanecen menos tiempo 

en potencial de meseta (figura 26). Debido a esto, se observa un efecto mas 

marcado de la TTX en las celulas tratadas con NGF. 

o sin TTX 3 0.9 II eon n~ 
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Figura 26. Efecto de la TTX sobre el tiempo de permanencia en meseta de la 
acthddad elhtrica de c8l&s 11. 
La exposicion a TTX no modifica significativamente la fraccion de tiempo en meseta en 
celulas del grupo testigo; sin embargo, en celulas tratadas con NGF, la TTX disminuye 
significativamente este pa rhe t ro .  rB0.05 vs todos 10s grupos; prueba t de Student; 
n=0] 



Estos resultados sugieren que la comente de sodio juega un papel mas 

importante durante el disparo de potenciales de accion de celulas tratadas 

con NCF que en las celulas testigo, ya que 10s 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 celulas 0, ya que la exposicion a TTX no modifica 

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

T N 
Figusa 27. La TTX no modiflca la frecnencia de disparo de lam c&l~~las 5. 
La exposicion a TTX no modifica significativamente la frecuencia de disparo de celulas 5 
de ambos gmpos experimentales. 

Estos resultados demuestran que la corriente de sodio si participa durante 

el disparo de potenciales de accion de celulas 0 de rata. Esta corriente 

parece tener mayor relevancia en el disparo de celulas tratadas con NGF, 

ya que en estas celulas la corriente de sodio determina la magnitud y la 

fraccion de tiempo en meseta; mientras que en las celulas del grupo 

testigo, la comente de sodio solamente determina la magnitud de 10s 

potenciales de accion. 

Esta participacion diferenciada de la corriente de sodio podria deberse a 

que las celulas tratadas con NCF presentan una comente de mayor 

magnitud, y por esta r&n contribuya mas a la despolarizacion que se 

produce durante el potencial de accion. 



En ambos grupos, la comente de sodio no estA implicada en la 

determinacion de la frecuencia de disparo de 10s potenciales de accion. 

Esta observation en conjunto con el dato que demuestra que no existen 

diferencias entre el numero de disparos de celulas testigo y tratadas con 

NGF (ver figura 22), correlaciona con 10s hallazgos de fijacion de voltaje; en 

donde se observa que la inactivacion en estado estacionario de la comente 

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

Los resultados anteriores muestran que el aumento en la densidad de 

coniente de sodio inducido por NGF esta ligado a una mayor actividad 

electrica de celulas 6. Esta actividad, a su vez, podria ser responsable de la 

potenciacion de la secrecion 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 celulas 6, si estas celulas pudieran estar 

expuestas in vivo a1 NGF. 

Por esta razbn, decimos identificar una fuente insular de NGF. En primera 

instancia, analizamos la expresion de NGF en cultivos primarios de celulas 

insulares de rata, por medio de tecnicas de inmunocitoquimica. Para esto, 

se utilizo la tecnica 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 celulas insulares expresan NGF. La 

tincion para esta factor coincide con la tincion para insulina, lo que indica 

que las celulas 6 son capaces de sintetizarlo. Aproximadamente 3% de las 

celulas positivas para NGF son negativas para insulina. Esto implica que, 

ademas de las celulas 6, existe otra pequeiia poblacion de celulas 

insulares capaz de sintetizar este factor de crecimiento. 



Figurn as. Inmunofluorescencia para NGF e insulina en cultivos primaries de cblulas 
8. 
Esta figura muestra una doble tincibn por inmunofluorescencia para NGF (rojo) e insulina 
(verde). Se puede apreciar que el 100% de las celulas que se tiAen para insulina, tambiCn 
se encuentran marcadas para NGF (amarillo). Una pequeAa proporcibn de dlulas (3%) 
son positivas para NGF, per0 negativas para insulina (flechas). A, C y E) Celulas 8 testigo 
despues de 5-7 dias en cultivo. B, D y F) cClulas tratadas con NGF y dbAMPc. 



La distribucion intracelular de la tincion de NGF no siempre coincide con 

la de insulina. Esto sugiere que 10s g rhu los  que contienen al factor de 

crecimiento son entidades separadas de 10s grhulos  de insulina. Ademas, 

a1 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 c u d  apoya la idea de la existencia 

de granulos distintos. 

La seiial positiva a NGF se encuentra tanto en celulas 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 celulas f3, y que no se 

estA tiilendo el NOF que capturan las celulas 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 celulas 0, tanto primaries, a1 

llevar a cab0 un precultivo de 24 horas (ver metodos), como en la linea 

celular RINm5F, que proviene de un insulinoma de rata. Como se puede 

ver en la figura 29A, las celulas 0 expresan RNAm para NGF. Esto 

comprueba la especificidad de la sintesis del factor de crecimiento. 

Ademas de cornprobar la sintesis de NGF en las celulas 0, la tecnica 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 29B, el 

tratarniento con dbAMPc durante 5-7 dias reduce aproximadamente en 

50% el nivel de RNArn para NGF. 

El tratarniento con NGF no afecta significativamente este nivel, sin 

embargo, revierte el efecto del dbAMPc. Esto sugiere que el NGF e s  capaz 

de mantener la expresion de su propio RNAm mensajero, lo que podria ser 



importante como mecanismo de regulation autocrina/paracrina en el 

islote pancreatico. 

C A N N+A 

Figurr 29. Expms16n de RIOAm para IQF en cbluh S pancre6tlcu. 
A) RT-PCR para RNAm de NGF, a partir de RNA total de celulas 5 cultivadas durante 5-7 
dias bajo condiciones testigo (C), o bajo tratamiento con dbAMPc (A), NGF (N) o ambas 
moleculas (NA). Para corroborar la especificidad de la reaccion, la RT.PCR se llevo cabo 
con RNA total de celulas de feocromocitoma PC12 (P), como control negativo, y celulas de 
glioma 06 (G), como control positive. L a  reacci6n tambitn se r e d i  con RNA total de 
celulas insulares recien aisladas en celulas (F). B) Niveles en estado estacionario de RNAm 
para NGF en ctlulas 5 desputs de 5-7 dias en cultivo. Se muestran 10s niveles de RNAm 
para NGF, normalizados con respecto a1 grupo testigo (C), de c6lulas tratadas con dbAMPc 
(A), NGF (N) o NGF+dbAMPc (NA). El tratarniento con dbAMPc disminuye el nivel en 
estado estacionario de RNAm para NGF en las celulas 5, despues de 5-7 dias en cultivo. 
El tratamiento con NGF solo no afecta significativamente este nivel, sin embargo, revierte 
el efecto del dbAMPc. (*R0.01 vs C; prueba t de Student; n-6) 

La comprobacion de la sintesis de NGF por las celulas D no demuestra que 

las celulas Sean capaces de secretar este factor, lo cud seria indispensable 

para que ejerciera sus efectos biologicos. Por esto, decidimos analizar la 

secretion de NGF por parte de las celulas 6. Para ello, utilizamos dos 

estrategias experimentales paralelas. La primera de ellas demostraria que 

las celulas f3 secretan NGF biologicamente activo, mientras que la segunda 

evaluaria la cantidad de NGF secretada en respuesta a diferentes 

estimulos. 



Como primera estrategia utilizamos un bioensayo, basado en la 

sensibilidad a NGF de la linea tumoral PC12, derivada de feocromocitoma 

I de rata, las cuales desarrollan procesos neuriticos en respuesta al 

I tratamiento con este factor de crecimiento. Las celulas PC12 fueron 

cultivadas durante 24 horas en medio condicionado (MC) por celulas f3. El 

MC se obtuvo incubando celulas 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 

despolarizacion del potencial de membrana plasmatica y el ingreso de 

calcio a las celulas f3. El aumento en la concentracion intracelular de Ca2+ 

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

Como se puede ver en la figura 30, bajo estas condiciones, las celulas 13 

secretan un factor que induce el crecimiento de neuritas en celulas PC12, 

cuya actividad es bloqueada por un antisuero dirigido contra NGF. Esto 

indica que las celulas B son capaces de secretar el NGF que ellas mismas 

producen. 

Como segunda estrategia experimental, y con el fin de caracterizar mejor la 

secrecion de NGF por las celulas 6, utilizamos la tecnica de ELISA de dos 

sitios. Como estimulo para la secrecion de NGF, se utilizaron diferentes 

concentraciones de glucosa (5, 11 y 20 mM), para analizar el papel de esta 

azucar como secretagogo del factor de crecimiento en celulas 5. 

Ademas, se expuso a las celula a una concentracion extracelular 

despolarizante de KC1 (40 mM), para estudiar la posibilidad que la 

secrecion de NGF estuviera ligada a la actividad electrica de las celulas 6. 

por ultimo, se trato a las celulas con dbAMPc, con el fin de caracterizar 10s 

efectos de esta molecula sobre la secrecion de NGF; ya que nuestros 



resultados anteriores demostraban que a largo plazo, el dbAMPc reduce el 

nivel de RNAm para NGF. 

Ngura 30. Lcu cdlulaa S a8crOtan nn factor slmllPr a1 UGF. 
A) Las celulas PC12 cultivadas durante 24 horas en medio condicionado (MC) por 
celulas 5 extienden neuritas. B) La adici6n de antisueru contra NGF (aNGF) inhibe el 
crecimiento de 10s procesos. C) El MC induce un aumento de 4 veces en el numero de 
cllulas PC12 que desamllan neuritas. T, condiciones testigo (medio quimicamente 
definido, glucosa 20 mM); MC, medio condicionado por celulas 5 (glucosa 20 mM); 
MC+aNGF, medio condicionado + antisuero contra NGF. (.Pc0.01 vs todos 10s grupos; 
prueba t de Student; n=4) 



Como se puede ver en la figura 31, el aumento en la concentracion 

extracelular de glucosa induce el increment0 de la cantidad de NGF 

secretado. Mientras que el grupo expuesto a glucosa 5 mM secreta 20- 

6Opgfml de NGF, el grupo expuesto a glucosa 20 mM secreta 50- 

180pg/ml. Bajo glucosa 11 mM no se observan diferencias significativas 

con respecto a1 grupo en glucosa 20 mM. Esto indica que la secrecion de 

NGF por las celulas B podria estar alcanzando un m b o  entre estas dos 

concentraciones. 

Concentraadn de glucosa (mM) 

Pigura 31. Secrecibn de NGF por c6lulas B en respuesta a diferentes 
concentraciones de glucosa. 
Las celulas expuestas a glucosa 20 mM secretan casi 2.5 veces mas NGF 
que bas celulas expuestas a glucosa 5 mM. No existen diferencias 
significativas entre las cantidades de NGF secretadas por celulas 
expuestas a glucosa 11 mM y glucosa 20 mM. La despolarizacion con 
KC1 (40 mM) tambien induce un aumento significative en la secrecion de 
NGF, mientras que el tratamiento con dbAMPc reduce en 67% la 
cantidad de insulina secretada en respuesta a glucosa 11 mM. ('R0.05 
vs glucosa 5 mM, +P<0.05 vs glucosa 11 mM; prueba t de Student; n=4) 

La despolarizacion con KC1 tambien induce el aumento en la secrecion de 

NGF, lo que sugiere que la secrecion de esta factor de crecimiento tarnbien 

es dependiente de la actividad electrica de la celulas B, de manera similar 

a lo observado para la secrecion de insulina. Sin embargo, la regulacion de 



la exocitosis de estas dos proteinas no es identica, ya que el AMPc reduce 

la secrecion 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 grhulos. Esta hipotesis 

tambien es apoyada por 10s hallazgos de microscopia confocal. A1 estar 

almacenadas en diferentes grhulos, la secrecion de estas pmteinas podria 

ser separada en respuesta a diferentes estimulos, dependiendo de las 

necesidades fisiologicas de las celulas insulares. 
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Meccmisrnos involucmdos en el aurnento de densidad de corriente de 

sodio en cblulas j3. 

Nuestros resultados de registro electrofisiologico demuestran que la 

sintesis proteica y la transcription genica son necesarias para que la 

densidad de corriente de sodio de celulas D aumente en respuesta a NGF; 

ya que agentes inhibidores de estos procesos, como la cicloheximida y la 

actinomicina D, irnpiden 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 increment0 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 10s estimulos electricos. 

Una de las proteinas que regula la actividad de canales ionicos 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 celulas de 

feocromocitoma de rata; ya que en lineas celulares derivadas de PC12, 



carentes de 10s genes de las dos isoformas de PKA (PKAI y PKAII), la 

exposicion al factor de crecimiento no modifica la densidad de corriente de 

sodio, a1 contrario de lo que pasa en la linea PC12 original. Sin embargo, el 

NGF s i  induce en esta linea mutante el aumento en el numero de canales 

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

funcionales, ya que requieren ser fosforilados por PKAZb5. 

Es poco probable que este sistema NGF-PKA sea responsable del aumento 

de corriente de sodio en celulas 6, ya que estas celulas expresan una 

subunidad u tip0 111, mientras que las celulas PC12 expresan una 

subunidad a tip0 II/IIA260, 10 que da lugar a canales de sodio distintos, que 

pueden ser regulados de manera diferentes. Ademas, en las celulas PC12, 

el AMPc induce el aumento de la comente de Na+, al igual que el NGP6;  

mientras que en las celulas 6, el AMPc no modifica significativarnente esta 

corrientes. Esto descarta la participacion de la PKA en el aumento en 

densidad de comente de sodio en las celulas 6. 

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que el tratarniento con 

NGF aumenta el nivel de RNAm para la subunidad a tip0 111 de canal de 

sodio. Esto sugiere que el efecto del NGF sobre la comente de sodio se 

debe a un efecto direct0 sobre la sintesis de canales, cuyo numero podria 

estar aumentando debido a la traduccion de miis moleculas de RNArn. 

Inclusive, estos resultados tambien 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 a, lo c u d  correlaciona 

con 10s hallazgos electrofisiologicos. 

El aumento en el nivel de RNAm para la subunidad a puede deberse, a su 

vez, a la estabilizacion del mensajero o al aumento de su tasa de 

transcripcion. Nuestros experimentos electrofisiologicos sugieren que el 

increment0 en la sintesis de canales de sodio inicia desde la transcripcion 
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de RNAm, ya que la actinornicina D inhibe el efecto del NGF sobre la 

comente de sodio de celulas 15. 

Para caracterizar a fondo el efecto del NGF sobre la transcripcion de la 

subunidad a en las celulas 15, e s  necesario realizar ensayos con RNA 

nuclear, que son dificiles de llevar a cab0 en nuestro modelo experimental. 

Esto se debe a que se necesitan grandes cantidades de celulas, para 

obtener cantidades suficientes de RNA para ensayos de sintesis (run on) y 

degradacion (run ow. 

A partir de 10s cultivos primaries no es posible obtener tales cantidades de 

celulas 15 . Por esta r d n ,  seria necesario analizar la estabilidad y la tasa 

de transcripcion del RNAm para subunidad a tipo 111 en lineas tumorales 

derivadas de insulinomas, a partir de las cuales se pueden obtener 

cantidades razonables de RNA nuclear. 

Nuestros resultados tambien muestran que el increment0 del nivel de 

RNAm para la subunidad a tipo I11 depende de la activacion 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 participation de 

las cascadas de transduccion de seiiales acopladas a1 receptor de NGF. 

Bajo nuestras condiciones de cultivo, las celulas f3 expresan el receptor a 

NGF de alta afinidad TrkA (T. Rosenbaum, tesis doctoral) y, aparentemente 

no expresan el receptor p75NTR (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 rnodelos, como las celulas PC12, el NGF aumenta la transcripcion 

de RNAm de canales de sodio por medio de dos mecanismos: uno 

inmediato, que requiere incubaciones con NGF de corta duracion (Slmin), 

y otro que requiere incubaciones por mayor tiempo (=I-2 horas minimo). 



El mecanismo de respuesta inmediata regula la transcripcion genica a 

traves de proteinas transductoras de sefiales activadoras de transcripcion 

(STAT). Las STAT son factores de transcripcion capaces de translocarse 

hacia el nucleo desde el citoplasma en respuesta a NGF. Por esta r d n  la 

respuesta es practicamente inmediata, ya que solamente se necesita la 

activacion 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 transcripcion genica, en particular de algunos 

subtipos de subunidades a de canales de sodio, como PN1260. 

El mecanismo de respuesta a NGF de largo plam involucra la activacion de 

una serie de cinasas de proteinas y de proteinas G pequeiias, parecidas a 

Ras, que culrnina con la activacion de la cinasa de proteinas activada por 

mitogenos (MAPK). MAPK es capaz de fosforilar varios factores de 

transcripcion, por lo que funciona como regulador central de la 

transcripcion genica. A traves de esta cascada, el NGF regula la expresion 

de subunidades a de canales de sodio, en particular de la subunidad a 

tipo II/IIA267. 

En celulas PC12, el aumento en densidad de corriente de sodio depende de 

la activacion sostenida de MAPK2G8. En esta activacion sostenida se 

encuentra implicada la cinasa B-Raf, la c u d  es activada por la proteina G 

pequetia Rapl. Si se inhibe la activacion de Rapl, no se observa el 

aumento en densidad de comente caracteristica de la respuesta a NGF en 

estas celulas. A su vez, la activacion de Rapl en celulas PC12 depende de 

la proteina intercambiadora de nucleotidos de guanosina C3G, quien es 

activada por proteinas adaptadoras de la familia CRK269. 

En las celulas 6, el aumento la transcripcion de subunidad a de canal de 

sodio tip0 111, podria deberse a alguno de estos dos mecanismos, la via 

MAPK o la via STAT. Para discemir entre estas dos vias, seria necesario 



analizar, en primera instancia, el efecto que tiene el NGF en incubaciones 

de corta duracion sobre la transcription de la subunidad a tipo 111, para 

comprobar o descartar la participation de la via STAT. 

Despues de eso, seria indispensable analizar la activacion de las cinasas 

de proteinas de la via MAPK. Para esto, sena necesario r e a l w  

experimentos en lineas tumorales de celulas 5, ya que se requiere purificar 

grandes cantidades de proteina para caracterizar 10s patrones de 

fosforilacion proteica. 

Caractetizacibn de la actfvidad eZr5ctrica de lrrs ctZlulas# de rata. 

La regulacion de la comente de sodio por NGF podna ser relevante como 

mecanismo de modulacion de la actividad electrica de las celulas 5. Por 

esta razon decidimos caracterizar el patron de disparo de potenciales de 

accibn de las celulas 5 de rata, que en esta especie no habia sido 

descritol80. 

Nuestros resultados demuestran que despues de 5-7 dias en cultivo, las 

celulas 6 de rata presentan una actividad electrica dependiente de la 

concentracion extracelular de glucosa. Bajo una concentracion de glucosa 

10 mM, esta actividad consta de potenciales de accion que presentan una 

fase de despolarizacion lenta, seguida de una fase de despolarizacion 

rapida y abrupta del potencial de membrana. Despues de la fase rapida, el 

potencial membranal permanece en un nivel despolarizado de manera 

sostenida, que podria ser equiparable a a1 nivel de meseta de 10s 

potenciales de accion de las celulas 5 de raton. 

Cuando la concentracion extracelular de glucosa aumenta a 20 mM, la 

actividad electrica de las celulas 5 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 



concentracion de glucosa, 10s potenciales de accion rebasan el nivel de 0 

mV, a diferencia de 10s potenciales de celulas B de raton, en donde no se 

observa overshoot212. Esto sugiere que en la actividad el&trica de estas 

dos especies participan conductancias ionicas diferentes. 

En particular, la existencia de potenciales que sobrepasan el nivel de 0 

mV en las celulas B de rata sugiere que en estas celulas, la contribution 

de la conductancia de sodio para la despolarizacion es mayor que en las 

celulas de raton. De hecho, registro de actividad electrica con overshoot 

han sido descritos para celulas B caninas y humanas y en estas dos 

especies, el disparo de potenciales de accion depende de la actividad de 

canales de sodio212. 

En el caso de las celulas 6 de rata, la actividad de 10s canales de sodio 

pemitiria que 10s potenciales de acci6n rebasaran el nivel de 0 mV en 

glucosa 20.6 mM, debido a que la despolarizacion inicial del potencial de 

membrana es rapida, lo que permitiria que aumentara la probabilidad de 

apertura de 10s canales de sodio sensibles a voltaje. 

En contraparte, bajo glucosa 10.6 mM despolarizacion inicial es  mas 

lenta, lo c u d  podria llevar a la inactivation de 10s canales de sodio y de 

esta manera evitar que la conductancia a este ion contribuya para el 

disparo. Esto podria explicar el porque las celulas B testigo no presentan 

overshoot en sus potenciales de accion bajo la concentracion baja de 

glucosa (ver mas adelante). 

Efectos del NGF sobre la actividad el6ctrica de cilulasfi 

La caracterizacion del patron de disparo de las celulas' B de rata nos 

permito analizar el efecto del tratamiento con NGF sobre esta actividad 

electrica. Nuestros resultados muestran que despues de 5-7 dias en 

cultivo, las celulas B tratadas con el factor de crecimiento presentan una 



actividad electrica mas sostenida, tanto en 10.6 mM como en 20.6 mM de 

glucosa. 

Los potenciales de accion de las celulas tratadas presentan 

despolarizaciones mayores. Inclusive, es  posible observar 

despolarizaciones que rebasan el nivel de 0 mV en celulas tratadas con 

NGF en respuesta a una concentracion extracelular de glucosa de 10.6 

mM, 10s cuales no se observan en las celulas del grupo testigo. 

Ademas, el tratarniento 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 increment0 en la magnitud de 

las despolarizaciones alcanzadas por 10s potenciales de accion se traduce 

en un aumento muy marcado en el &ea bajo 10s disparos de las celulas fi 

tratadas. Esto indica que la cantidad de carga que ingresa a las celulas 

tratadas con NGF es mayor. 

Debido a que una fraccion importante de la carga que ingresa a las celulas 

% durante el disparo de potenciales de accion es acarreada por iones de 

calcio, la concentracion de este ion podria alcanzar un nivel mas elevado 

en las celulas tratadas con NGF que en las celulas del grupo testigo, lo que 

llevaria al aumento de la secrecion de insulina, el cual hemos observado 

en celulas f3 despues de 5-7 dias en cultivo. 

Relevancia de la corriente de sodio para el disparo de potenciales de 
acci6n de c/lulasg. 

La potenciacion de esta actividad electrica inducida por glucosa podria 

deberse al aumento de densidad de corrientes ionicas en respuesta a1 

NGF. Por esta razon, decidimos analizar la contribucion de la corriente de 

sodio para la actividad electrica de celulas f3 de rata. 



Nuestros expenmento de fijacion de comente sugerian que la comente de 

sodio juega un papel importante durante el disparo de potenciales de 

accion en esta especie; ya que, a diferencia de las celulas i3 de raton, las 

celulas de rata presentaron despolarizaciones que sobrepasaron el nivel de 

0 mV. Este overshoot solamente ha sido descrito en especies donde la 

actividad electrica de las celulas i3 depende de sodio y calcio, como el 

humano y el perro212. 

A1 registrar la actividad electrica de las celulas 6 de rata en presencia de 

tetrodotoxina (TTX) observamos una disminucion en la magnitud de 10s 

potenciales accion, tanto en las celulas del grupo testigo como en las 

tratadas con NGF, que se refleja en la disminucion del Area bajo 10s 

disparos. Esto demuestra que la corriente de sodio determina el nivel 

mAximo de despolarizacion que puede alcanzar el potencial de accion de 

las celulas 6, al menos en 10s disparos inducidos por una concentracion 

extracelular de glucosa de 20.6 mM. 

Las celulas i3 tratadas con NGF son mas sensibles a1 bloqueo por TTX, ya 

que en las celulas testigo, !a TTX disminuye aproximadamente 30% 10s 

parhe t ros  de la actividad electrica (23% el tiempo de permanencia en 

meseta y 34% el area bajo 10s disparos). En las cilulas tratadas con NGF, 

por su parte, la TTX disminuye aproximadamente 50% estos pa rhe t ro s  

(32% el tiempo de permanencia en meseta y 58% el Area bajo 10s disparos). 

Esto podria deberse a que la corriente de sodio de las celulas tratadas con 

NGF representa una fraccion mayor de las corrientes cationicas 

despolarizantes que la comente de Na+ de celulas testigo. 

Sin embargo, en ambos grupos experimentales la corriente de sodio podria 

determinar la cantidad final de carga que ingresa a las celulas, dado que la 

TTX disminuye la magnitud de 10s potenciales de accion. La disminucion 

de la carga que ingresa a las celulas D podria llevar tambien a que 



disminuyera el influjo de Ca2+. Es decir, el bloqueo de la comente de Na+ 

impediria que el potencial de membrana se despolarizara de manera 

eficiente como para que se desarrollara la comente de Ca2+ en su 

totalidad. 

Al no activarse completamente la comente de Ca2+, la concentracion 

intracelular de este ion no llegaria al nivel necesario para mantener la 

secrecion de insulina, y de esta manera la TTX inhibiria la secrecion de 

insulina inducida por concentraciones elevadas de glucosal93. 

Las diferencias que observamos entre la actividad electrica de las celulas D 

de rata y celulas de raton podrian deberse a que la contribucion de las 

comentes de sodio para el disparo de potenciales de accion es distinta en 

estas especies. De hecho las comentes de sodio de celulas D de raton se 

inactivan a potenciales mas negativos que las conientes de rata: Mientras 

que cerca del 100% de la corriente de sodio de celulas D 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 celula B y, por esta r d n ,  no contribuiria significativamente 

para despolarizacion del potencial de accion. En la rata, la corriente de 

sodio si podria contribuir significativamente a1 disparo de potenciales de 

accion, en particular en las celulas tratadas con NGF, en donde el valor 

absoluto de la comente de sodio es mayor que el de corrientes de celulas 

testigo. 

Por esta r d n ,  el aumento de la comente de sodio podria ser uno de 10s 

mecanismos involucrados en la potenciacion de la actividad electrica 

inducida por glucosa en las celulas 6. Sin embargo, esta potenciacion por 

NGF podria deberse tambien al aumento en la densidad de otras comentes 



ionicas, como las comentes de calcio tipo L y Nl99. La contribution de 

otras corrientes a la potenciacion de la actividad electrica de celulas 5, en 

: respuesta a NGF, debera ser analizada utilizando bloqueadores especificos 

de canales de calcio. 

Produccibn y secrecibn de NOFpancre&tico. 

En conjunto, las observaciones anteriores demuestran que el NGF es un 

modulador importante de la actividad electrica de las celulas 5, a traves 

del aumento de comentes ionicas. Por esta r d n ,  result6 importante 

identificar una fuente de NGF a la c u d  pudieran estar expuestas las 

celulas 5 en el islote pancreatico. 

Nuestros experimentos de inmunocitoquimica y Biologia molecular 

demuestran que las celulas 5 sintetizan NGF. Ademas, por medio del 

bioensayo con celulas PC12 y de la tecnica de ELISA, demostramos que 

ademas de sintetizarlo, las celulas 5 secretan NGF biologicamente activo. 

Esto implica que las celulas 6 si pueden estar expuestas a1 NGF in vivo, 

alin mas, que este factor de crecimiento podria ser un regulador autocrino 

o paracrino de la fisiologia de estas celulas, ya que ellas expresan tambien 

el receptor TrkA y son sensibles a NGF. 

De hecho, se puede plantear la existencia de un sistema de regulacion por 

retroalimentacion en el islote pancreatico, ya que el tratamiento con NGF 

mantiene elevado el nivel de su propio RNAm y el de su receptor199 (TrkA), 

lo que aseguraria que el NGF mantuviera sus efectos sobre la celulas f3 

aun a baja concentracibn. Si este sistema de regulacion llegara a fallar, la 

funcion de las celulas 5 podria verse afectada, ya que como lo muestran 

10s resultados de este trabajo y otros obtenidos por nuestro laboratorio, el 

NGF puede incidir sobre varios aspectos de la fisiologia de la celula 5. 



Es posible tambien que el NGF pancreatico tenga efectos endocrinos, de 

manera que esta neurotrofina podria engrosar la lista de hormonas 

pancreaticas. En apoyo a esta hipotesis, se 'ha observado que en ratas 

diabeticas disminuye el nivel tisular endogeno de NGV70, y que en 

pacientes diabeticos con neuropatia disminuye el nivel serico circulante de 

este factor271. 

La disminuci6n de NGF en estados diabeticos podria deberse a una 

secrecion pobre o inadecuada de NGF desde el phcreas,  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 s e ~ r e c i o n ~ ~ ~  

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

La regulacion de la secrecion de NGF por glucosa sugiere que existen 

mecanismos comunes de exocitosis de estas dos proteinas en la celula 6. 

Es posible que el regulador principal de la secrecion de NGF sea, al igual 

que para la insulina, el Ca2+ que ingresa a la celula 13 durante la fase de 

meseta de la actividad electrica inducida por glucosa. De hecho, al 

despolarizar a las celulas mediante el aumento de la concentracion 

extracelular de K+ tambien aumenta la secrecion de NGF. 

Sin embargo, esto no implica que la insulina y el NGF se encuentren 

almacenados dentro de 10s mismos grhulos  de secrecion; ya que al menos 

un potenciador de la secrecion de insulina, el AMPc, inhibe la secrecion de 

NGF inducida por 11.6 mM de glucosa. Ademas, al analizar por 

microscopia confocal y amplificacion 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 superposicion de color (amarillo) se 

constmyen a partir de dos colores separados (verde y rojo) y no por puntos 

de color mezclado. 



En conjunto, 10s resultados de secrecion y microscopia confocal muestran 
I que la insulina y el NGF son almacenados en grhulos  distintos. Esto 

I 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 

secrecion de una u otra proteina. 

Dado que las celulas f3 secretan NGF, ~ c 6 m o  se explica el aumento en 

densidad de corriente de Na+ en respuesta a este factor?. Es decir, si las 

celulas t3 pueden secretar NGF, en especial en respuesta a glucosa 11.6 

mM que es la concentracion encontrada en el medio RPMI 1640, Cpor que 

aumenta esta corriente?, Cacaso no deberia mantenerse siempre en el 

mismo nivel?. 

Es posible que el NGF secretado por las celulas f3 en cultivo se diluya en el 

medio, ya que, para 10s experimentos de registro electrofisiologico, las 

celulas se cultivan a una densidad de 105 celulas/ml, mientras que para 

10s experimentos de secrecion de NGF, se cultivan a una densidad de 106 

celulas/ml. A esta densidad de celulas, fuimos capaces de detectar 

concentraciones de NGF cercanas a 200pg/m1/4 horas; es  decir, en 

periodos de 48 horas, tiempo a1 c u d  se cambia a1 medio en nuestros 

cultivos, el nivel de NGF alcanzaria 24 ng/ml (si la secrecion fuera 

sostenida y constante). 

Una concentracion de 24ng/ml equivale a 0.5~10-9M, en otras palabras, a1 

50% de la Kd para NGF del receptor TrkA. Tomando en cuenta que 10s 

experimentos de registro electrofisiologico se llevan a cab0 en cultivos a 

una densidad 10 veces menor, podemos entender porque el NGF endogeno 

no afecta la corriente de sodio de las celulas 8. 



Sin embargo, en el islote pancreatic0 la concentracion que puede alcanzar 

el NGF llegaria a ser significativamente mayor, debido a las restricciones 
I que impone la arquitectura insular al volumen de dilucion del NGF. Es 

posible, tarnbien, que la interconexion celular, a traves de uniones 

comunicantes o de otro tipo, permita que las celulas f3 secreten mas NGF 

in vivo que in vitro, tal como sucede con la i n ~ u l i n a ~ ~ .  Debido a esto, el 

efecto del NGF endogeno 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 ionicos, capaces de sostener la 

actividad electrica y, con ello, la secrecion 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 ionicas 

tarnbien serian de menor tamario, en las celulas cultivadas en ausencia de 

NGF exogeno. 

Las celulas expuestas a1 NGF exogeno por su parte, mantendrian una 

expresion adecuada de canaies y, por lo tanto, comentes ionicas de mayor 

tamafio, lo que explicaria nuestros hallazgos electrofisiologicos (ver figura 

32). Para comprobar esta hipotesis, seria necesario realizar una andisis de 

las variaciones de las corrientes ionicas, tanto de sodio como de calcio, con 

respecto al tiempo en cultivo. Si la densidad de corriente es  mayor 

inmediatamente despues de la obtencion de las celulas, que despues de 

transcumdos algunos dias en cultivo, entonces podriamos pensar que el 

NGF es responsable de mantener estas corrientes a niveles adecuados. 
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Figure 33. El NGF como modulador de la actiddad elbctrica de la# c b l u l ~ .  
Esta figura esquematiza el modelo que proponemos de la acci6n del NGF sobre la 
actividad electrica de las celulas 5 y la secrecion de insulina. Este modelo propone que 
las celulas 5 pueden estar expuestas continuarnente in vivo al NGF, dado que ellas 
mismas secretan este factor (porcion derecha). El NGF mantiene una expresion 
adecuada de canales ionicos y con ello, una actividad electrica suficiente para 
mantener la secrecion adecuada de insulina. Ante la falta de NGF, ya sea por 
deficiencias en 10s mecanismos de exocitosis, o bien, por las condiciones de cultivo in 
uitro, la expresion de canales ionicos disminuye. Esto lleva a una actividad electrica 
atenuada, que es insuficiente para sostener la secrecion de insulina. 

Por lo expuesto anteriormente, podemos concluir que el NGF es uno de 10s 

moduladores mas importantes de la fisiologia de la celula 0, ya que ante la 

deficiencia de esta factor de crecimiento, disminuiria la actividad elictrica 

de las celulas 0, y con ello la secretion 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 secrecion de NGF, 

entonces disminuye la secrecion de insulina. 

Por otra parte, en caso de que existan deficiencias en la regulation de la 

exocitosis de la celula 0, podria afectarse tanto la secrecion de insulina, 

como la de NGF, lo cual agravaria el cuadro diabktico. Ante la posibilidad 



que estos escenarios ocurran, e s  necesario caracterizar completamente el 

papel del NGF como modulador autocrino/paracrino de las celulas del 

islote pancreatico, lo que podria fructificar en nuevas estrategias de 

terapia farmacologica para la diabetes mellitus. 
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Neuron-Like Phenotypic Changes in 
Induced by NGF, FGF, and dbcAMP 

Pancreatic 

R o m a n  Vidal tarnayo, M a .  Ca rmen  Sanchez-Soto, Tamara  Rosenbaurn, 

Teresa Mar t ine t -Mer los ,  a n d  M a r c i a  H i r ia r t  
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W e  studied the effects o f  nerve growth factor (NGF), 
fibroblast growth factor (FCF), and dibutyryl-CAMP 
(dbcAMP) on rat pancreatic p c e l l  morphology and of 
NCF and dbcAMP o n  insulin secretion. AHer 2 wk in 
culture, nearly 3% of  p-cellsextendedneurite-likepro- 
cesws spontaneously: when cells were treated w i th  
NGF, almost 30% of  them extended processes. In the 
presence o f  dbcAMP, almost al l  p-cells flattened, and 
the extension of neurite-like processes was more pro- 
nounced in fetal than in adult cells. The most promi- 
nent effect, regardless o f  age, was observed in cells 
treated wi th  NGF and dbcAMP together. since the 
percentage of neurite-like bearing (3-cells increased t o  
50%. p-cells cultured under these conditions main- 
tained their immunoreactivity to insulin and nearly a l l  
P-cells and their neurite-like processes were also posi- 
tive t o  CABA, tubulin, tau protein, and N-CAM. FCF 
increased the percentage o f  adult P-cells bearing 
neurite-like processes t o  13%, and FCF and dbcAMP 
applied together to 40%. p-cells treated wi th  NGFand 
dbcAMP for 5 t o  7 d preserved their capability t o  
secrete the hormone in  response to different extiacet- 
lu lar  glucose concentrations. Insulin secretion o f  
dbcAMP-treated p-cells was 2.5-fold higher than in 
control cells. NGF-treated cells were able to discrimi- 
nate between different glucose concentrations, a prop- 
erty lost in control cells wi th  time in culture. 

Key Words: NGF; CAMP: FCF: pancreatic p-cells; insu- 
l i n  secretion: tau protein. 

Introduct ion 

rheticneurons. Othercell types that respond to NGF include 
chromaffin adrenal cells (reviewed by Levi-Montalcini. 
1987). and the tumoral cell lines PC 12. derived from a rat 
pheochromocytoma (Greeneand Tischler. 1976)as well as 
different insulin-secreting cell lines (Polak et al.. 1993: 
Scharfmann et al.. 1993; Tazi et al.. 1995). 

Phenotypical changes promoted by NGF include the 
extension o f  neurite-like processes: these changes are 
enhanced by a combined treatment with NGFand CAMP in 
normal and tumoral cells derived from the adrenal medulla 
(Schuben and Whitlock. 1977: Heidemann et al.. 1985: 
Pacheco Cano et al.. 19901. 

Other important trophic factors are those derived from 
fibroblasts. Fibroblast growth factorsf FGF) arecapableof 
mimicking many actions o f  NGF in hippocampal neurons 
and incerebral conical neurons. as well as in the PC I ?  cell- 
line (Rydel and Greene. 19871. 

I t  has been described that mice p-cells are able to extend 
neurite-like processes spontaneously. These processes 
contain neurite-specific intermediate filament proteins: 
(Teitelman. 1990). However. theeffectsofNGF. FGF. and 
CAMP have not been fully characterized in normal pan- 
creatic p-cells. 

Recent reports show that cell lines RINmSF. INS-I. as 
well as rat P-cells. express high- and low-affinity nerve 
growth factor receptors. trk-A and p7Sn~"'. respectively 
(Scharfmann et al.. 1993: Kanaka-Ganteinbein et al.. 
1995al. and that RINmSF cells respond to NGFextending 
neuron-like processes (Polak et al.. 19931. 

Although p-cells express NGF receptors. i t  has not been 
studied i f  NGF induces neuron-like processes or physi- 
ological changes in normal p-cells. nor i f  the sensitivity to 
the factor depends on the ace o f  cells. - 

In the Dresent s t ud~ .  we investieated the effects of 

Rcemved Scptcmbcr 5. 1995: Revircd O E I O ~ C I  19. 1995: Acccprcd p-cells. We also evaluated the initial effects of  NGF and 
November 20. IVVS. dbcAMP on p-cell physiology. focusing on the insulin 
Author ro whom all carrcrpandcnre and reprint rcqucrlr should be addrcrud: 
D.. Marcia ttirian. Dcpartmmr or ~ i ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ t i ~ ~ .  lnrr,,u,c of cellular secretory response of treated cells to different glucose 
Physiology. U.N.A.M.. Mexico D.F.. 04510 MLXIEO. concentrations. 
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Fig. I. Effect of UGF and CAUP on pancrcattc D-cell rnorpnology Isolated adult ~ s l c l  cells uere cultured for 1 u k. and proccsred for 
onsulln mrnunocvlochemlst~ Cd I~r~cond! l~onswcrcasfo l lous (A)Controlcclls ~B)Ccl l r t rc~redw1lh5mMdbcAMP (C.D)Cells 
treated wilh 2 .5s  NCF (40 & i r n ~ )  and 5 mM dbcAMP. Bar. 20 pm. 

Results stellate-like forms. and tended to converee formine mono- 

NGF and dbcAMP 
Induce Phenorypical Changes in &cells 

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

The percentage ofadult p-cells bearingneurite-like pro- 
cesses did not significantly increase when cells were 
exposed during 2 wk to the complete molecule o f  NGF (7s 
NGF). Instead. when cells were cultured with the biologi- 
cally active NGF P-subunit (2.5s NGF) (Anpeletti and 
Bradshaw. 1971 ). 26% of adult p-cells developed neurite- 
l ike processes. as shown in Table I 

In contrasl. 29% of  fetal P-cells developed neurite-like 
processes when exposed to 7S NGF for the same period 
(Table I ). 

I t  has been shown in other cell types that permeable 
analogues o f  CAMP can partially mimic the effects o f  
NGF  and act synergistically with NGF to promote neurite 
outgrowth (Schubert and Whitlock.1977: Heidemann, et 
al.. 1985). As shown in  Fig. IB, most o f  the P-cells 
exposed in  culture to 5 mM dbcAMP, flattened, acquired 

" - 
layers, not clumps. Under this condition, 18.8% o f  adult 
cells and 30.5% o f  fetal cells extended neurite-like pro: 
cesses (Table I). 

We observed the most dramatic changes in  adult and 
fetal p-cells when they were cultured with both NGF (7s or 
2.5s) and dbcAMP. In this case, most 0-cells from both 
ages flattenedandconverged, forming largegroupsofcells 
in which peripheral p-cellsdebeloped longneurite-like pro- 
cesses (Fig. IC. D). Nearly 50% of  adult and fetal p-cells 
extended neurite-like processes (Table 1 ). 

In  fetal p-cells. we did not observe an increase in  
neurite-like process length. However, in adult P-cells. the 
processes were 50% longer when treated with 7s NGF and 
dbcAMP, and 117% longer when treated with 25.5 NGF 
anddbcAMP, ascompared tocontrol cells (Table 1 ).These 
results suggest different but synergistic effects for NGF 
and dbcAMP on p-cell morphology. 

Also. to determine whether the modified insulin-posi- 
live 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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Tdble I 
Xlurpholugical Chanses of Pancrvalic p-Cells 

Sti~nulat~.d bv NGF and JbcAXIP 

Croup 

Adult Cells ' 

Control (9)" 
dbc.&.LIP (9) 
SGF 7s (5) 
XGF 2.5s (4) 
NCF 7s + dbc.-\LIP 1 5 )  
NGF 2.5s + dbc.4MP 14 )  
FGF (4) 

O.0 Ueurite 
Bearing 
Cells 

3.7 ? 0.4 
18.8 t 3.P 
5.2 f 0.9 

26.15 r 1.2~ 
50.2 i 9.8" 

43 ? 3.Sh 
12.6 i I.?h 

Neurite 
Length. 
P 

46.3 t 1.4 
61.3 ? 0.5' 
50.8 5 1.4 
57.9 c 0.7 
69.2 i 0.3' 

100.7 i I.?* 
61.3 i 1.0' 

FGF + dbcAMP (4)  40 ? 3.0h S l  t lo.# 
Fetal Cells 
Control (4) 2.5 t 1.5 36.7 i 8.5 
dbcAMP (4)  30.5 t 7.7? 23 t 0.4 ' 

NGF 7s (4) 29 ? 3.0h 50.8 i 0.7 
NGF 7s +dbcAMP (41 . 51.5 i I I.jh 42 i 0.3 

" The number in parenthesesdenores the numberof indcpen- 
dent experiments assessed. each one perduplicate. 

P < 0.01. with respect ro the conlrol. 
' P < 0.05. with respect to the control. 

.blicrorubule lnvolvemenr 
in :Veurire-Like E.rtension in !.%Cells 

The outgrouth 2nd mnlntenance o f  neurite-like pro- ~ i ~ .  2. presence o r ~ ~ ~ a  in =juir [I.cc.~~ ;ult~reu for 1 
;esses r rqu~re  the 3sir .m~lv oimtcrotu~ules. Tau protein is wk wlth 2.5s NGF 2nd dbc.&>lP (.A) Immunsc~rochem~sln for 
a microtubule-associared protein (found primariiy i n  neu- 
ronal tissue) that prolnores microtubule assembly and sta- 
bilization (Olmsted. 1996: 4latus. 1988). 

bvesearched for p-tubulin(datanotshown)andtau pres- 
ence i n  insulin positive-p cells. by double staining with 

. ICC and indirect IF. Asshown i n  Fig. 3,incellstreatedwitH 
NGF and dbc.4h.IP. insulin and tau were present in the cell 
body and the neurite-like processes. However, both anti- 
grns were also present in control cells, bur no quantitative 
experiments to detect i f  the concentration o f  these mol- 
ecules was modified by the treatment were performed. 

.\:c.~.).I E.rprrssion irr PCells ' 

The neural adhesion molecule{N-CAM) is a cell surface 
glycoprotein expressed in a variety ofcel l  types. including 
neurons and pl ix that has been implicated in the cell-to-cell 
recognition process during development. YGF has been 
described to induce 3 four- to fivefold increase in relative 
Ie\els o f  N-C.4LI in PCI? cells (PrPntice et al.. 1957). \Ve 
assejsed the expression of\;-C4bl in p-cells underdifferent 
treatments. In  Fig. 4. n e  jho\\. cells treated with NGF and 
dbc.A&lP double labeled for insulin and N-CAM. It is clear 
that all insulin-positi\e cells also contain N-C.AbI ( i n  both 
the cell body and the neurite-like processes): however. con- 
trol c+s alsocontained \;-C.ACl. and we did npr evaluate to 
see i f  the relati\e levels o f  N-C.4LI aere modified by NCF. 

insulin. (~)~mmunotluorescmceforGhB~ata~i~htwavelen~th 
of  450490 nm. Bar. 20. pm. 

FGF Also Induces .Worphological Changes. 
in Adult &Cells 

As stated, after ? w k  i n  culture, 3% o f  adult 0-cell3 
developed neurite-l!ke processes spontaneously under 
control conditions. and when cells were treated with 
dbcAMP, the percentage raised to 1996 (Table I). 

In the presence o f  FGF. 13% of  cells developed neurite- 
like processes, and when dbcAMP !vas also included with 
FGF: 40% o f  the cells were modified (Table 1). Neurite-like 
processes were 3096 longer in cells treated with FCF. and 
7S0h longer when treated with FGF and dbc.4MP. ascompared 
to control c e l l s ( ~ a b l e  I), suggesting again that dbc.4kIP 
has a synergistic effect with F G F O ~  p-cell morpholo;uy. 

lnsrrlin Secrrrion by ~in~1e':ldulr PCel ls Treated 
n'irh .VGF and dbc.4.blP 

I n  order to determine if the initial phenotypical changes 
were associated to furictional modifications: insulin secre- 
t i o n o f  isolated 0-cells exposed to the different XCF and 
dbc.4LlP conditions was measured with a reberse hemolytic, 
plaque assay (Neil1 and Frawley. 19%). We decided to use 
p-cells between d 5 and 7 in culture because phenotypic 



Fig. 3. Tau protein is present in p-cells. .Adult islet cells sere Fig. 4 N-CAM presence in p.cells. ~ d ~ l t  isle[ cells ,rere ~ " 1 .  
cultured for 2 wk in the presence of 2.5s NGF and dbcAkIP. (.A) turcd for 2 wk in the prssence of 2.5SSGF and dbc.44IP. (A)  
Immunocytochcmistr~ for insulin. Bar. 25 pm. ( 6 )  Immunotluo- lmm~tnocytochcmis~ry for insulin. ( 6 )  Immunotluorescence for 
rescence for tau protein Bar. 20 pm. N-C.441. Bar. 10 ~tm. 

changes are mild at this time. and il is possible to detach 
cells from Petri dishesand assay them for insulin secretion. 
thereby avoiding cell damage. . The effect o f  NGF and dbcAMP on total insulin secre- 
tion index ofadult P-cells after 5-7 d i n  culture is shown i n  
Fig. 5. Control cells secreted insulin i n  response to glucose 
stirnulation: ho\ve\er. rheir capability to discriminate 
between different concentrarions o f  gluco9e declined. as 
their response to 20.6 rnll glucose was not significantly 
different from the basal secreiion ( i n  5.6 mL! glucose\. 

insulin secretion by  SGF-treated cells was not signifi- 
cantly diffeient Rorn that ofcontrol cells: however. NGF- 
treated cells were more sensitive to glucose concentration 
chan@s. as the insulin secretion index i n  20.6 mLlglucose 
\vas 7Yn.o higher than in 5.6 m.ll glucose. 

The response to glucose o f  dbc.4blP cultured p-cells 
was remark~ble. e!en though the compound \\as not pres- 
ent during the ajsa!. The response of the dbc.\\lP-lreated 
p-cells to 5.6 m.11 and li) m.i/ glucose tvas i n  both cases 
nearly threefold lhiglicr than in control cells. hloreover. the 
insulin secretion index i n  dhc-\\.lP-treated cell< increased 
39% i n  high glucose to basal glucose. respccti\eI!. .. 

Finally. total insulin secretion o f  p-cells cultured with 
NGFanddbcAblP was very similar to that ofcells cultured 
with dbcAMP only. The cellular mechanism that explains 
the increase in insulin secrerion by dbcAhlP inuolves the . 
amplificarionofhormonesecretion by individual cells. and 
the increase in the percentage o f  plaque-forming cells. in 
both glucose concentrations (Table2 1. 

Pancreatic .p-cells rnanifesi an estraordinary morplio- 
logical plasticity i n  vitro. Teiteltnjn (19901 observed thar 
10"?0?0 o f  p-cells from adult C D - I  tilice developed neu- 
ritic processgs spontaneously and detnonstrated that the 
cytoplasmic elongations \\ere posit i \e to neurotilament 
antibodies. In  ourezperiments. only 3",,  ofrat p-cells de\ e l -  
oped neurirc-like processes spontaneousl! : the Jifkrences 
ber\vcen the two studie? could beo\vins to species variation 
and or the percentage o f  fetal bo\ine serum used in the 
culturemedia I I 0  vs I " o  inourexperimcnrsl. I t  15 itnporri~nt 
to note thar rat pancreatic isle1 cells s u r \ i ~ e  better in the 
presmce o f  I O 0 a  fetal bovine sertnn I FBSI in the culture 
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FIg. 5. Effect o f  7S NGF and dbcAMP on insulin secretion by 
isolated adult P cells. Islet cells were cultured for 5 d under the 
different above-mentioned conditions and were harvested and 
challenged with 5.6 mM &a)and 20.6 mM (.) glucoseconcen- 
mt iont for I h. Insulin secretion o f  isolated 8-cells was mea- 
sured with the RHPA. Each bar represents the mean i SEM of 
5 separate experiments. 'Denotes the significance level with 
respect to control cells (P < 0.0 I ). +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 o fNGF on p-cell 
morphology were clear and the differential responses o f  
adult and fetal p-cells to the trophic factor are interesting. 

I n  adult p-cells, 7 s  NGF could only stimulate neurite- 
l ike processes outgrowth i n  the presence o f  dbcAMP; 
however. 2.5s NGF alone was sufficient to induce the 
phenotypic changes described above. 

I n  contrast, fetal p-cells did respond to 7s NGF indi- 
cating that p-cell responsiveness to trophic factors changes 
with the developmental age of the cell. Differences in p-cell 
plasticity depending on age could be due, i n  part, to a low 
expression o f  NGF receptors in adult cells, which could be 
overcome using the active 0-subunit o f  NGF. 

Similar to what has been observed in other cell types 
(Gunning et a1..1981), dbcAMP partially mimics the 
effects of the trophic factors on P-cell morphology and acts 
synergistically with them to induce process outgrowth; 
since p-cells were cultured with NGF or FGF and dbcAMP 
together, nearly 50% and 40% respectively, extended 
neurite- l ike processes. 

This synergic action between trophic factors and 
dbcAMP is also observedon the increase o f  the neuritc-like 
process length. I n  adult p-cells cultured with 7S NGF and 
dbcAMP, the processes were 50% longer than those present 
i n  control cultures. Moreover, when cells were exposed to 
2.3s NGF and dbcAMP the processes were 117% longer. 
Comparably, we observed a 75% increase in the process 
length with FGF and dbcAMP. 

Table 2 
Insulin Secretion by Single 0 Cells 
Cultured with NGF a n d d b c ~ ~ ~  

Glucose. % o f  plaque- Plaque area. 
Treatment mM forming cells PM n 

Control 5.6 62 f 3.7 4415t499 5 
20.6 71 5 5.2 h015+696 5 

NGF 5.6 63 t 1.5 5039 t 663 4 

20.6 83 + 2.3' 15075 t 1278- 
NGF+ 5.6 7 9 %  l . S b  12413 + 1014' 5 
dbcAMP 20.6 85 + 1 . 5 V 4 1 3 9  +981" 

a Denotessignificance level with respect to 5.6 mMglucoseof 
the same group of P-cells. P < 0.05. 

'Denotes the significance level with respect to control cells. 
P<O.OI. 

On the other hand. the length o f  the neurite-like pro- 
cesses i n  fetal p-cellstendedto increase with NGF and with 
dbcAMP, but i t  was not statistically different from control 
cells that infrequently developed neurite-like processes. 
Surprisingly, the mean length of the processes i n  fetal cells 
was near one-half the mean length reached by adult cells. 
This difference could be owing to the developmental stage. 
since immature cells generate less stable microtubules. as 
i t  has been observed in thedeveloping brain (Nunez. 1986: 
Matus, 1988). 

This synergy between dbcAMP and NGF or FGF on 
neurite-like extension by p-cells could be owing to an 
increase in intracellularcAMP: this could indicate the acti- 
vation of CAMP-dependent protein-kinases (PKA)  or other 
signal transduction mechanisms. However. the question of 
whether PKAs play a crucial role in the actions o f  these 
trophic factors remains controversial (Ginty et al., 1991: 
Tan et al., 1994). 

DbcAMP could induce cell adhesion and spreading, and 
therefore facilitate the effectsofthe trophic factors, as well 
as increase the stability of the neurite-like microtubules, as 
i t  has been observed in PC1 2 cells (Heidemann et al.. 1985). 

Morphological changes are determined by microtubule 
assembly and stabilization, and an increase i n  the levels 
o f  tubulin and several microtubule associated proteins 
(MAPs), which has been observed following long-term 
NGF treatment (Drubin et a1..1985). One of these MAPs. 
tau protein, has been generally associated to neurons 
(reviewed by Nunez, 19861, where i t  is known to induce 
tubulin assembly and tostabilize microtubulesfD~binand 
Kirschner, 1986). We observed that most of the adult 
insulin-positive cells and their neurites are also positive to 
p-tubulinandtauproteinantibodies. 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. I t  is l ikely for NGF and 
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dbcAMP to induce the synthesis o f  tubulin. tau. and prob- 
ably other MAPS that panicipate in the development o f  
the processes. 

Insulin secretion is not modified by culturing the cells 
for 5 d in  the presence o f  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 observedthatafler I or2d inculture 
i n  10% FBS supplemented RPMI-1640, single j3-cells 
secreted threefold more insulin in response to 15.6 mM 
glucose than to 5.6 mM glucose (Hirian and Ramirez- 
Medeles. 1991). In  this model. the secretory response to 
high glucose concentrations decreases with time in culture 
(Hiriart, 1988). Moreover. when p-cellsare cultured in  the 
presence o f  only I %  FBS. this decline is more pronounced 
andcan be observed earlier in  culture. Our data suggest that 
NGFtreatment could sustain thecapability ofsinglep-cells 
to discriminate between different extracellular glucose 
concentrations. 

On the other hand. the efTect o f  culturing 5-cells with ' 
dbcAMP on insulin secretion was remarkable, since even 
when dbcAMP was not present during the hormone assay. 
p-cells treated with this molecule dramatically increased 
their response to different glucose concentrations. This 
could be explained by the fact that CAMP is one o f  the 
second messengers on insulin secretion (Hedeskov. 1980) 
and because tubulin comprises part of the exocytotic 
machinery o f  the cells. and i t  has been shown that tubulin 
synthesis in p-cells is stimulated by this factor (Pipeleers 
et a1..1976). 

I t  is not known if p cells are exposed to NGF in vivo 
during embryonic development or in  the adult state. A 
recent repon demonstrated the expression ofTrk-A in islet 
cells and the secretion of NGF by nonendocrine adjacent 
cells inan in vitromodel ofdeveloping fetal pancreatic islet 
(Kanaka-Gantenbein el al.. 1995b). Moreover. Trk-A is 
also present in adult rat pancreas (Kanaka-Gantenbein et al., 
1995a). and our data indicate that NGF could be an impor- 
tant trophic factor for adult p-cells. 

I t  is interesting to note that the heterogeneity among 
p-cells, which has been shown in different studies. pre- 
vails i n  the response of  the cells to trophic factors. as only 
4&50% of cultured cells exhibit phenotypical changes 
when cultured with FGF or NGF and dbcAMP. It is  then 
conceivable that differences in cell plasticity may correlate 
to the existence o f  p-cell subpopulations. as it has been 
shown for insulin secretion(Hirian and Ramirez-Medeles. 
1991. 1993). 

Mpter la ls  and Methods 

Reagents were obtained from the following sources: 
collagenase type I V  from Wonhington (Freehold, NJ); 
guinea-pig insulin antisera for RHPA and rabbit GABA 
(glutaraldehyde conjugate) antisera. from Biodesign Inter- 
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national (Kennebunkpon. ME): guinea-pig ~nsul in his- 
tochemical antisera from lncstar (Stillwater: MI): NGF 
from submaxillary glands 7s-NGF and 2.5s-NGF: f G F  
from bovine pituitary glands: monoclonal anti-r (tau): 
monoclonal anti-j3 tubulin; monoclonal ant i -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 tetrahydrochloride: tissue culture dishes 
(Corning.Cat. No. 25000-35) from Sigma(St. Louis. MO): 
fetal bovine serum (FBS): guinea-pig complement: Hanks' 
balanced salt solution (HBSS); penicillin-streptomycin 
solutions from GlBCO (Grand Island, NY): BiotinIAvidin 
Vectastain ABC kit: and Texas red avidin D from Vector 
Laboratories (Burlingame. CA). 

Animals and Pancrraric  isle^ Cell Culrurrs 

Animal care was performed according to the NIH guide 
/or the care and rrse ojlaborarow animals (National Insti- 
tute o f  Health Publication No. 85-23, revised, 1985). 

Young adult male Wistar rats (200-250 g). or pregnant 
rats in  the 18th d ofgestation, were obtained from the lofal 
animal facility, maintained in a 14-h light (06:OD-20:OO 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 (Hirian and Ramirez-Medeles. 199 1 ). 
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 o f  the cells was achieved by 
incubating the cells in a shaker bath. for I 0  rnin. at 37'C in 
calcium-free Spinner s solution. with 15.6 mW glucose. 
O.5?' BSA, and 0.01% trypsin, followed by mechanical 
disruption. Isolated islet cells werecultured in RPMI- 1640. 
CaCI, (600 pM) was added to give a final concentration o f  
I .2 mM. and supplemented with I?/o FBS. 100 UlmL peni- 
cillin. 100pgImL streptomycin.and0.25 pg1mL fungizone. 
on standard tissue culture dishes. Experimental cells were 
culturedwitheither 7S NGF(5OnglmLIor 2.5s NGF(4Ongl 
mL), dbcAMP 5 mM, or both NGF and dbcAMP. Cultures 
weremaintainedat37°C, ina humidified inc~bator(5~6CO? 
in  95% air) for 2 wk. changing the medium every other day. 

Immunohisrochemisrry 

After 12 d inculture. p-cells were identitied with immu- 
nocytochemistry (ICC) against insulin. Briefly. cells were 
fixed overnight, at 4'C, in a solution o f  4% paraformalde- 
hyde in 0.IMsodium phosphate buffer (pH 7.4). washed 
three times in 0. I M t r i s  buffer solution (pH 7.4). perforated 
for 30 min with 0.396 of Triton X- I00 in Ir is buffer. and incu- 
bated for48 h at 4°C. with the primary antiserum. Dilution 
o f  antisera was as follows: insulin 1:4000, tau protein 
1: 1000:P-tubulin 1 :500,GABA 1 :2000. and N-CAM I: 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. P-tubulin. N-CAM. or GABA 
was accomplished. us~ng  a secondary biotinylated anti- 
body and Texas red-labeled streptavidin. Cells were 
observed ?~nder a Nikon fluorescent microscope at a wave- 
length o f  4 5 M 9 0  nm. We avoided spurious labeling o f  
cells with the second antibody by using antibodies raised 
i n  different species. 

Morphological changes were evaluated measuring two 
parameters: ( 1 ) the percentage o f  neurite-bearing cells and 
(2)  the average length o f  neurite-like processes. A neurite- 
bearing cell is defined as a cell with one or more processes. 
at least two times longer than the perinuclear diameter. We 
measured the length o f  neurite-like processes by projecting 
the image ofthe cell on a monitor attached to a video cam- 
era and a Nikon Axiophot inverted microscope. with the 
aid ofthe JAVA video analysis software (Jandel Scientific. 
Version 1.40. Cone Madera. CA). 

Duringculture.cellstendedto formclusters. the neurites 
were measured only in isolated p-cells. or in cells from the 
periphery o f  a cluster that could be clearly distinguished 
from the rest. At least 150 cells were measured per culture 
dish and all experiments were done by duplicate. At any 
given condition. a minimum o f  four separate cultures were 
evaluated. 

Reverse Hernolyric 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 plaqueassay (RHPA) 

' (Neil l  and Frawley, 1983). as previously described (Hiriart 
'. and hlatteson, 1988: Hiriart and Ramirez-Medeles. 1991). 

We chose d 5-7 in culture to evaluate the initial secre- 
tory changes o f  the cells under the different treatments 
becausephenotypical 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 bloodcells and seed them together 
on the Cunningham chambers. Usi:>g cells in the first week 
ofculture thus obviated mechanical injury o f  P-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 ssolu- 
tion, with 15.6 mM _plucose. 0.5?/0 BSA: equal volume o f  
cells were mixed with protein A-coated sheep red blood 
cells, introduced into Cunningham chambers treated with 
poly-L-lysinetopromotecell attachment.and incubated for 
45 min.Thenthechambers wererinsedandfilled with Hanks 
balanced salt solution. which contained 5.6 or 20.6 mu 
glucose,and incubated foran hour i n  the presenceofinsulin 
antiserum. Themonolayerwas funherincubated for30min 
with guinea-pig complement. Insulin released during the 

incubation time with the insulin antiserum was revealed by 
the presence o f  hemolytic plaques around the secretory 
cells. which result from the complement-mediated lysis o f  
red blood cells bearing insulin-anti-insulin complexes 
bound ro protein A. 

We measured the size o f  plaques with the same rquip- 
men! used to measure neurite-like processes length f ree 
lmmunohistochemistry section). and plaque size was 
expressed as area. AI least 60 cells were measured per 
experimental condition. We also counted the number o f  
cells that formed plaques. and these results were expressed 
as percentage o f  insulin-secreting cells: at least 100 cells 
were counted per experimental condition. A l l  the experi- 
ments were carried oul in duplicate. 

The overall secretory activity o f  P-cells under a given 
experimental condition was expressed as a secretion index. 
calculated by multiplying the average plaque area by  the 
percentage o f  plaque-forming cells (Smith et al.. 1986: 
Hiriati and Ramirez-Medeles. 1991 1. 

Srarisrical Analysis 

Significant differences between data were evaluated by  
analysisofvariance (ANOVA), followed by Fisher's mul- 
tiplerange test orby two-tailed Student'sr-test for unpaired 
data. using the NumherCruncher Statistical System (NCSS. 
4.2. Dr. Jerry L. Hintze. Kaysville. UT. 1983). A l l  results 
are expressed as mean i SEM. 
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Abstract Nerve growth factor (NGF) induces neurite- 
like process outgrowth in cultured adult pancreatic $ 
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 $ cell elecuical activity. we studied 
the macroscopic Na current of adult rat $ cells identified 
with the reverse hemolytic plaque assay and cultured for 
one week with these factors. 

After 5-7 days. $ cells cultured in the presence of 
2.5s 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 voltage depen- 
dence of current activation, nor on steady-state inactiva- 
tion. Although dbcAMP also promotes changes on $ 
cell morphology, it did not affect the Na current density. 

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 cumnt 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- 
S u h z  et al., 1994). 

Pancreatic $-cells have Na channels that are impor- 
tant in electrical activity and insulin secrrtion stimulated 
by high' glucose concentrations (Hiriart & Matteson. 
1988; Pressel& Misler. 1990). This cumnt can be iden- 
tified by its rapid activation and inactivation during a 
sustained depolarization and by its sensitivity to the Na- 
channel blocker tetrodotoxin ( T X )  (Hiriart & Matteson, 
1988; Plant. 1988; Pressel & Misler. 1990). 

Since sodium channel modulation and activity are 
imwrtant features in neuronallike differentiation and in 

Key words: NGF-Na channels-Pancreatic $-cells-- $ cell physiology, we decided to investigate if NGF and 

CAMP-Reverse hemolytic plaque assay dbcAMP treatment has an effect on Na current of pan- 
creatic $ cells, identified with the 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 $ 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- 

Materials and Methods 

Materials were obtained fmm Ihe following sources: Insulin antibody 
from Biderigs International. (Kenncbunkpan. ME): collagcnnw class 
IV fmm Warthington (Freehall. NJI: fecal calf wmm. antibiotics and 
guinea pig complement fmm G i k o  (Grand island. NY): tcuodororin 
h m  Calbiahcm (La Jolla. CAI: all salts. protein A. RPMI-IMO. 
glucow. d k A M P  and N G F  2.5s fmm Sigma Chemical (St. Louis. 
MO). 

Animal care was p u f m e d  according to Ihc NIH Gu& for rhr Con 
am Urr of Loborntory Animnlr (National Instituter of Heal* Publica- 
tion No. 85-23. reviwd. 19851. 

Young adult male Wism rau (200-250 g) were obwjned from Ihr 
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local animal facility, maintained in a 14-hr light 106:W-20 hrl. IO-hr 
dark cycle. md  allowed free access to standard labaralory rat chow and 
tap wner. 

Pancreatic !3sellr were obtained following the technique previ- 
ously described (Hir im & Ramfrez-Medcles. 1991). Brictly. pancreas 
were separated from the acinar tissue by collagenvse digestion and a 
Ficoll gwient centrifugation. Islet cells were then dissocialed with 
uypsin (2.5 mglml in Spinner salt rolutionl. Single cells were culNred 
for E.7 days in R P M I - l W  supplemented with 5% fetal calf rrmm. 
200 Ulml penicillin G. 200 sueptomycin and 0.5 pdml ampha- 
lcricin 8. Experimental fells wen mated for 5-7 days w i h  either 
NGF 2.5s (50 nglml) or dbcAMP (5 m ) .  conml cellr did nor receive 
any Ueatment. 

Ta identify insulin-secreting cells, a revene hemolytic plaque assay 
(RHPA) was performed as described by H i r im and RRamlrrz-Medeler 
11991). We chase to cvaluarc h e  initial chance of the cells under the - 
diffurnt munenu  after 5 to 7 days in c u l m  kause  phenorypical 
changes wcrc mild at this time. In the RHPA it is act- to dctaeh 
cells fmm the Petri dishes m mix them with red blmd cells and seed 
them together on Cunningham chmben. Thus, using fells aftsr one 
week of culture obviated mechanical injurj of 0 cells with long neuritic 
processes, which am observed in culturrs on rubsu(ucn1 days. 

Pnvious to UK assav. shee~  red b l d  ccUs (SRBCI wcrr couoled . . 
lo Staphylococcal prolein-A uring chromium chloride. These SRBCs 
wcrc incubated with islet cellr, hmcsted from culture dishes by incu- 
batinn with dissociation cell solution, in the ~rewncc of nlueow (20.6 - 
m, and .ns~ltn anubal) tor nr Fallov~ng th~r  meubauon. pumca 
plg romplrment uas ldded to inaucc me lyrtr uf the SRBC 0 Cello 
wsrc identified as thorn sumunded by a lysis halo 

Whole-cell patch-clmp recordings (Hamill et al.. 19811. were made at 
a smverature of 20-22'C usina an Axo~aleh 200 mdif icr  l h o n  
Inrmmenlr borer CU). CA, Pltcn elcruoder *ere pu.led froon cap 
IIq tb!x, KI.UAX-51 ,Kmn e Plducts .  mJ had 1 ro.,lu;c df . 5 

la 3 ~ 0 .  Elccvode tips were coated with Sylgard IDow Corning) . . 
In each cell. the caoacitv umsienr of the oioenc war canceled . . . . 

before accessing the cell and rord cell capacitance was determined by 
digital inlegration of capacitive Uansients with pulses of 10 mV. from 
a holding putentid of -80 mV. 

Cupacity Uansicnts were canceled and series resirlance was com- 
pensated using the internal valtagcslamp circuiuy. Rsmvning linear 
c:lpacily uansientr as well as leakage eumntr were ruburcted by r Pi2 
procedum. 

The pulse protucol used for the analysis of the peak I,, consisted 
in applying depllarizing tea pulscr of I S  msec, from -30 to +@I mV 
in 10 mV steps, fmm a holding potential of -80 mV. 

Na current wrivation curves were obtained by convening the 
peaksurrent valuer to conductances. We used the equation: 

where I,. is the peak sodium current. V, the command pulse potential 
m d  E,, is the revend polcnlial observed in the 1-V relationships o b  
mined from cells where I5  mM NaCl was included iin the internal 
solution. thal in average war 4 3  mV (varied from 4 2  to 4 5  mV). 

Conducwcc values were normalized and fined lo a Bolumann rela- 
tion: 

gig, = 1 l + exp [ - (V  - Vu,,yko]l-' 

where g is the Na peak canducwce. g., h e  m-imal Na conductance 
Va,,, the midpoint of the activation curve and tn the advation steep 
ness factor. 

For the rteady-state I,,. inactivation curve. n two-pulse pmtocol 
was used. A 35-msec prcpulse. starting at-120to-30 mV with 10 mV 
rteps, was used to inactivale Na channels. Tlus pulse was followed by 
a lest pulse at +I0 mV, the p k  cumnt from h e  lesl pulse was ploncd 
as a function of the prepulse pountial, and a steady-sme inactivation 
curve was obtained by normalizing the euma values and fining data 
with a Boltzmann quation: 

NI,, = ( I  + exp [(V - Vi,,,)lkiJJ-' 

where I ir the peak current. I,, is the peak cvmnt hom a prepulse to 
-120 mV. Vis the prepulse potential. Vi,,, is the half-inactivation valve 
and ti is the inactivation steepness panmeter. 

Recording Solutions 

External Solution ( m )  
130 NaCI 

2 ~ g c f ~  
10 HEWS 
10 Glucose 

lnlernal Solution lml 

10 HEPES 
S CrF 
2 ATP-Mg 

In IS expcrimenrs. I5 m~ NaCl was ddsdto the i n r e d  solution 
in order to obtain the reversal potential of the Na cuma. 

STATISTICAL ANALYSB 

All dam are reponed iu the mean t $EM: n denme. the number of cells 
studied. The Statist~cal signifi-ce was obtained with the one way 
ANOVA test using the Number Cruncher Statistical Syrlcm (Dr. J. L. 
Hintze. Kaysville. UT. 1983). 

Results 

Figure IA and 8 illustrates families of whole-cell cur- 
rents recorded from control and p-cells treated with NGF 
(50 nglml) for 5-7 days, respectively. in response to 
depolariziag voltage steps. p-cells were identified with a 
RHPA. In both conditions. the IN, rapidly activates to a 
peak and then inactivates during maintained depolariza- 
tion. 

The peak current-voltage relationships for IN& in 
control cells and NGF-treated cells are shown in Fig. IC. 
In both cases, currents activated near -30 mV and 
reached a maximum around +I0 mV. Maximum Na cur- 
rent in NGF-treatedcells was. in average. 48% (P  < 0.01) 
larger than in control cells. 

In 15 cells, 15 r n ~  NaCl was included in the internal 
solution. In this condition, the currents reversed direc- 
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€ is  I. Campariron of Na carrenu and Na 
current-vallage relationships betwan conwl snd 
p cells mated during one week with NGF (M 
nglml). ( A )  Connol 0 cells. (8) NCF neared 
Bsellr. Repwenlalive Na cumnt families, which 
wcw rsorded during IOmsec steps to different 
loltagcs. from a holding potential o f  -80 mV (see 
Mavrials and Melhodr). (CJ The mean-pal: Na 
c e n t  wiu plotted u a function of voltage, under 
conml condiliom (circles). n = 28 and in 
NGF-mated ecllr (sqwri). n = 27. E m r  ban 
represent sa. In both conditions. the Ian two 
poinu were obtained horn exprimenu with IS 
mu NaCl in the internal solution ( n  = 15). hence 
the bercvcrsal potential is around t43 mV. 

tion from inward to outward at about +43 mV (Fig. 1 0 .  
which is close to the calculated sodium Nemst potential 
(EN, = +47 mV. at ZO'C). 

When 5 m CoCI, was added to the external solu- 8 
tion to block Ca currents, the peak Na current amplitude - 
was not altered by the treatment (dara nor shown). More- 
over. the currents were completely blocked by 100 m. 
TTX in both control and NGF-treated p cells (dara not 
shown), as previously observed in rat p-cells (Hiriart & Q 
Matteson. 1988). 

The increase in sodium current amplitude in P cells 
exposed to NGF does not result from changes on the O.g 
voltage dependence of current activation, nor on the 
steady-state inactivation of the current, as shown in Figs. 

-60.40-20 0 10 40 00 

2 and 3. vm (mv) - .~ 

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 @-cells. NGF- 
treatment did not modify the midpoint of activation 
(Va,,,), nor the steepness !a of the curves (Table I). 

Figure 3 shows the steady-state fraction of noninac- 
tivated Na channels plotted a s  a function of membrane 
potential. In both conditions, 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 I). 

The increase in Na current could not be attributed to 
a difference in cell surface area, average cell capacitance 

Fig. 2. Voltage dependence of Na cumnl activation. At each voltage 
the Nr  conductance was calculated. as described in Maeridr and 
Mcthodr, and plotted 8s a function of volmge. Exptimental data arc 
ploucd 8s symbols: eonnol 0-cells (circler). NGF-treated 0-cells 
(squares) and dbcAMP-lrcavd 0-ccllr (triangles): and the smooth 
curve represents a Bolumnnn Rt to the dam (scr Materials and Methods 
and Table 2). 

in NGF-treated cells increased by 6.8% and in dbc-AMP 
treated cells. 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 p cells were pooled. 
it is clear that there is no direct relationship between cell 
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Fig. 3. Voltage dependence of Na current inactivation. A 35.- 
pqulse was used lo inactivate Naehannelr tea steady-me level. The 
Na cumnts recorded during a tcrt pulse to + I 0  mV were used to 
determine the fraetion of noninlctivatcd channels. The Na cumnt dur- 
ing ihc lest pulse was normzlircd and plotted as a funcuon of the 
prepulse vollage. ExperimcnIal data arc plotted as symbols: control 
P-cells (circles). NGF-mated @-cells (squares) and dbcAMP-mated 
Psslls (uianglel): and the smooth curve represents a Bolumann 81 to 
the data (rrc Materials and Mcthoda and Table 2). 

Table I. Effects of NGF and d k A M P  on P ie l l  peak Na cumnt 

Treavncnt Capaciunce Densicy Pe* eumnt 
(PF) (PAIPF) (PA) 

Convol 8.8 i 0.4 4 . 7  k 4.5 -363.7 t 2.8 
NGF 9.4 i 0.3 -58.1 k 5.7' -539.5 i 5.2. 
dbcAMP 9.6 i 0.6 -47.3 i 6.7 -419.4 f 4.5 

Table 2. Boitzmann parameters of @-cell radium euncntr 

V& k* V,,c k,  

Control 4 . 0 4 i 1 . 0  9 . 1 2 i 0 . 2  -62.57k2.3 10.49i0.2 
NGF 4.45 i 1.2 . 8.95 i 0.4 -62.52 i 2.3 9.93 f 0.6 
dbcAMP 3.03 i 1.1 9.62 i 0.3 -60.64 k 2.8 9.08 i 1.4 

size (that is closely related to capacitance) and sodium 
channel density. Together. these data indicate that NGF 
increased $-cell Na current density by approximately 
30% (P < 0.05). 

Since dbcAMP also induced the outgrowth of neuritelike 
processes i n  $ cells. we also tested the effect of this agent 
on the Na peak current o f  these cells. Figure 4 shows 

families of wholesell Na cumnts for a conuol cell (A) 
and a dbcAMP-treated cell (B) .  

The peak current-voltage relationships of Na cur- 
rents for conuol cells and dbcAMP-treated cells are 
shown in Fig. 4C. Both for conuol and dbcAMP-treated 
cells, the currents activate around -30 m V  and reach a 
maximum near + I0  mV. Neveltheless, no significant ef- 
fects o f  dbcAMP could be observed on the peak Na 
current, nor on voltage dependence activation or steady- 
state inactivation of $ cells (Tables I and 2; Figs. 2. 3 
and 4). 

Discussion 

This study represents the fmt  description of the effects 
o f  NGF on the elecuical properties o f  a nonneural-cnst- 
derived cell type. We observed that NGF treatment in- 
creases Na channel density in pancreatic p-cells. 

Adult and fetal pancreatic p-cells, as well as insulin- 
producing cell lines like RINm5F and INS-I, express 
both types o f  NGF receptors; high affinity Trk-A and 
low affinity p75NC" (Kanaka-Gatenbein et al., 19950.6, 
and Scharfmann et al.. 1993). We have observed that 
cultured rat p-cells undergo neuronallike phenotypic 
changes in response to NGF and dbcAMP (Vidaltamayo 
et al.. 1995). i n  a way similar to what has been observed 
in chromaffin cells and PC12 cells (Grccnc & Tischler. 
1976. Schuben & Whitlock. 1977; Heidenmann et al.. 
1985 and Pacheco Cano et al.. 1990). 

We evaluated the effect o f  culturing islet cells for 
five to seven days in the presence o f  NGF or dbcAMP. 
on Na current of $ cells identified with the reverse he- 
molytic plaque assay. 

We observed 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 $ cells, since the membrane capacitance o f  NGF- 
treated tells and control cells is not significantly differ- 
ent, lhese data represent a 30% increase on the Na cur- 
rent density. : , 

I t  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-Suhez 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 $ 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 $ 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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Fig. 4. Comparison of Na cvrrentr and Na 
current-voltage relationships between control and 

.60 -40 -20 P cells waled during one week with dbcAMP (5 

m). (A) Contml @ cells. (B)  dbcAMP-mated 
0sells. Na current families were recorded during 
10-msec rtcpr to different voltages. horn a holding 
potential of -80 mV ( r e  Materials and Methods). 
(0 The peak Na cumnt was plotted as a function 
of voltage. under control conditions (circles), n = 
28, and in dkAMP-mated cells (uianglcs) n = 
21. E m r  bars represent SL In b o b  conditions. the 

IL 
$ 140. 

4 120. 
t 
a too. 
S 0 80 . 
g 80. 

0 1  
0 2 4 (1 8 10 12 14 18 

Capacitance (pF) 

flg. L Relationship belwetn peak Na current denriry and cell rapaci- 
lance. Individual peak No Current dcnriticr at 10 mV were plottcd 
against the rcrpeclive cell capacitance. Circler denote contmi cells. 
vlrngles denote NGF-ucaled cells and squarer denole dbcAMP-mated 
cells. 

could be associated with cytoskeletal elements. provid- 
ing a potential anchoring mechanism for different mem- 
brane regions (reviewed by Mandel. 1992). 

Although there is a synergistic effect between NGF 
and d k A M P  on p-cell process outgrowth (Vidaltamayo 
et al.. 19%). there is no direct effect of dbcAMP treat- 
ment on Na current density, nor on the Na current be- 
havior. Similar results have also been observed i n  PC12 
cells (Pollock et al.. 1990). 

We have previously shown that after one week in 

last two poinu were &mined hom expcrimcnU 
with I 5  m~ NaCl in ihe internal solution (n = 
IS), hcnec Ihc m v d  pciential is amnd c43 
mV. 

culture, NGF enables P cells to secrete more insulin i n  
the presence o f  20.6 m glucose than in the presence o f  
5.6 m, 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 p cell Na current. 

I t  has been alleged that Na current does not contrib- 
ute significantly to p cell excitability (Ashcroft & Rors- 
man. 1989). However several data support that Na cur- 
rent is important for p cel! physiology: 

-Na current contributes to the generation o f  action 
potentials during the initial phases of secretagogue- 
induced depolarization (Pressel & Misler. 1990). 

-TTX inhibits up to 57% of high glucose- 
stimulated insulin secretion (Hiriart & Matteson. 1988) 
and also carbachol-induced insulin secretion in 5.6 m~ 
glucose (H i r im  & Ramirez-Mendeles. 1993). 

-Finally, the fact that the NGF-treated P 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 @-cell membrane. 

Finally. it is important to note that since NGF has 
been implicated i n  islet morphogenesis (Kanaka- 
Gatenbein et al.. 19956). it is also possible that NGF 
increases p-cell excitability during development by 
modulating Na channel expression. 

This work was rupponed by Grants INZIZ194 fmm DGAPA. UNAM. 
Mexico: and a scholarship lo Roman Vidallamayo and T m a r d  Rosen- 
baurn by EGAPA. UNAM. We me very Ihankiul ro Aivaro C u o  and 
Murrafa Emirbaycr far proofreading this manuscript and to C m e n  
Sjnchez-Solo for technical asrirmcc. 
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ABSTRACT Differentiation and function of pancreatic /3 
cells are regulated by a variety of hormones and growth 
factors, includine nerve growth factor (NGF). Whether this is 
an endocrine o; a u t o c ~ i n ~ ~ a r a c r i n e  role for NGF is not 
known. We demonstrate that NGF is produced and secreted bv 
adult ra t  pancreatic /3 cells. NCF A r e t i o n  is increased in 
m p o n s e  to elevated elucose o r  wtassium. but decreased in 
r c s b n s e  to dfbutyryiCAM~. ~ ~ r c o v e r ,  steady-state levels of 
NGF mRNA are  dorm-regulated by dibutvrvl CAMP. which is 
opposite to the eflect o? CAMP-OO iniuiin relenie. NGF- 
stimulated changes lo morvholwv and function are mediated 
by high-amaity ? r k ~  receptors i io the r  mammalian cells.Trk 
Areceptors a r i  present in /3 cells and sleady-state levels ofTrk 
A mRNA are modulated by NGF and dibutyryl CAMP. Taken 
logeher, these findings suggest endocrine and autocrlne roles 
lor pancribtic /3-cell NGF, wbich, in hlrn, could be related to 
the pathogenesis of diabetes mellltus where serum NGF levels 
are  diminished. 

Nerve growth factor (NGF) has been implicated in the survival 
and difierentiation o i  neurbnal and non~neuronal systems (I).  
In particular, i t  induces morpholonical and phvsioloaical 
changes in pancreatic 0 cells, including an increaie in volGge- 
dependent sodium current density (2) and the extension of 
neurite-like processes. This latter effect is potentiated by 
dibutyryl CAMP (dbcAMP) (3). Furthermore, pancreatic p 
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. In 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 p cells are 
mediated through the high-affinity receptor Trk A (4), which 
has been shown to exist in pancreatic 0 cells (5. 6). 

Together, these data suggest that NGF is an important 
factor in the maintenance of the endocrine function of p cells 
in v i m .  However. pancreatic NGF has not been detected. A 
possible source is the pancreatic 0 cell itself. since it has been 
observed that endogenous NGF levels in diabetic animals (7) 
and NGF serum levels in type I1 diabetic patients (8) are 
decreased. Nevertheless. despite efforts to detect NGF expres- 
sion in fetal 0 cells or in 0 cell lines by Northern blot analysis 
(9). to date. neither synthesis nor secretion of NGF by cells 
has been demonstrated. 

In the present study, we demonstrate NGF synthesis and 
secretion by single adult rat pancreatic 0 cells. Furthermore. 
since regulation of the levels of Trk A receptors can modulate 
responsiveness to NGF (10. 1 I), we also examined whether 
NGF andlor dbcAMP modulate p cell Trk A mRNA levels. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Cell Culture. Animal care was performed according to the 

N o t w ~ /  inm'rures of Health Guide for rhe Core and Use of 
Lobororow Animals (National Institute of Health Publication 
No. 85-23'revised, 1985). Pancreatic pcells 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 culiured undir control conditions in cell 
culture Petri dishes (Coming) with RPMI 1640 medium (with 
11.6 mM glucose) supplemented with 5% fetal bovine serum. 
100 pglml streptomycin, 100 units/ml penicillin, and 0.25 ~ g l m l  
Fungizone. Experimental cells were cultured in the presence of 
either dbcAMP (5 mM). NGF (50 nglml), or NGF + dbcAMP 
(50 nglml, 5 mM). 

PC12 cells were maintained in RPMI 1640 medium suppie- 
mented with 10% horse serum and 2.5% fetal bovine serum 
(GIBCO). 100 qg/ml streptomycin. 100 unitslml penicillin. and 
0.25 pglml Fungizone. 

Immunocytochemistry. Freshly isolated single cells o r  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 CYS-conjugated (excitation = 650 nm. 
emission = 670 nm) goat anti-rabbit 1gG antibody was added 
in the case of NGF detection and a fluorescein isothiocvanate- 
conjugated (excitation = 494 nm, emission = 520 nm) goat 
anti-guinea pig IgG antibody in the case of insulin detection. ~- ~ 

Cellswere observed under confocal microscopy using the red 
channel for CY5 (NGF) and the green channel for fluorescein 
isothiocyanate (insulin). 

PC12 cells were stained bv the avidin-biotin comolex 
method (3) urlng a rabb~t ant; .~rk A ant~bodv (Santa t r u z  
B~otcchnologyJ as recummended by the suppl~er. followed oy 
an incubauon with b~~)t~n-labr lcdeoat  anti-rabbtl leG ant~hodv 
and development with avidin-pe-roxidase compiix and 3.3'. 
diaminobenzidine as final substrate, to form a brown reaction 
product. 

Cytoplasmic RNA Isolation and Reverse Transcriptase 
(RT)-PCR for NGF and Trk A Detection. Cytoplasmic RNA 
wasextracted from cellscultured for 5 days under the different 
experimental conditions described above. The TRIzul reagent 
(catalogue no. 15596-026: GIBCOIBRL) was used as in- 
structed in ihe technical bulletin. Cells were lysed directly in 
a culture dish by adding 1 ml of TRlzol reagents per I x lo0 
cells (12). Cytoplasmic RNA (2M) ng) was reverse transcribed 
following the supplier's recommended protocol (Perkin- 
Elmer catalogue no. N808-0143). 

me publicvlion c,,rrr ,,f [hir were defrayed in by charge Abbreviations: NGF. nerve g r w t h  factor; dbcAMP. dibutyryl CAMP: 
payment, anicle refo re be hereby marred ..odvr,,rrr mmr.. in RT. reverse transcriplare; GAPDH. glyceraldehydr-3.phorphate de- 
accordance with 18 U.S.C. 51734 rolcly to indicate this fact. hydrogenuse; CM, condiliuned medium. 
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RT-PCR were carried out with 200 ng of total RNA for 
NGF mRNA detection in p cells. The PC12 pheochromocy- 
toma and the C6 nlioma cell lines were used as negative and - " 
positive controls, respectively. The reaction was also per- 
formed with freshly isolated f3 cells. A parallel reaction was 
carried out in the same mRNA samole usine the nlvceralde- 
hyde-3-phosphate dehydrogenase ('GAPD* ho&keeping 
gene for quantitative purposes. 

All oliionucleotide primers were svnthesued and used to 
orime th; amnlificatiori of the c ~ ~ ~ t e m o l a t e .  Based on the ~r ~ ~ ~ ~~- ~~~ ~~~~ 

bublished seqknces of mouse NGF (13). Trk A (14). and 
GAPDH (15). we chose the 5'-GGCATGCTGGACCCAAGC- 
TC-3' seauence for the sense 15'1 orimer and the 5'-GCGCIT- 
GCTCCGGTGAGTCC.~* fo,the ktlsensc (3') pruner for NGF 
mRNA detection. the 5'-WAAAGCCGTGGAACAG-3' se- 
quence for thc sense 15') pruner and the 5'-CCCATGGCGCA. 
~'GTACT-3' for the 'anl&nse (3') primer for Trk A mRNA 
detection. and the 5'-GCCCCCATGmGTGAT-3' sequence 
for the sense (5') primer and the 5'-GCCCCAGCATCAAAG- 
GT-3' q u e n c e  for the antkern (3') primer in the case of 
GAPDH mRNA amplification. Pwenty-f~e cyrles of amplifica- 
tion were performed with an annealing temperature of 5993 for 
NGF and 5PC for Trk A and GAPDH. 

Reaction products were sequenced and proved to have a 
100% identity with the se uence reported for the NGF, TrkA. 
and CAPDH nencr (12-l!). The amplified material was visu- 
alued by ethl~lum bromide aa~n~ng,iollowirg 1% agarose gel 
clecuophores~s. Resolved PCR bands were transfencd to P 
Hyb0nd.N nylon membrane. Mcmbrancs were cross-llnked by 
exposure to.UV light. 

To confirm the specificity of the RT-PCR, internal anti- 
sense (3') oligonucleotides were designed with the following 
sequence: 5'-ATCTAGACXTCCAGGCCC-3' for NGF. 5'- 
GGAGGGCAGAAAGGAAG-3' for Trk A. and 5'-GTGG- 
ATCTGACATGCCG-3' for GAPDH. Hybridizations were 
carried out with the internal oligonucleotides labeled with 
[r32P)ATP using T4 polynucleotide kinase. Band intensitiu 
were determined with the use of a Phosphorlmager. 

Bioassay with PC12 Cella Islet cells were preculturcd for 
24 h under control conditions to ensure proper attachment to 
culture dishes. After this lime, cells were cultured with a 
chemically defined medium supplemented with 20 mM glucose 
for 4 h. The chemically defined medium consisted of RPMI 
1MO supplemented with insulin-transferrin-sodium selenite 
solution (1:100; GIBCO). putrescine (IW &M), and proges- 
terone 120 nM). PC12 cells were subcultured for 24 h in the .-.. ~~ 

supema&nts fr'om tne p ccll-conditloncd medium (CMj. Ai 
thc cnd of thls lncubat~on. PC12 cells were stained with rabbit 
anti-Trk A antibody as described above and the percentage of 
neurite-bearing cells was counted. A neurite-bearinn cell was 

~ - ~ w 

defined as a cell wlth one or more proccsscs, at leas1 10 em 
.ong. The length of the procnscs was mcasurcd with the aid of 
thc JAVA vldco analvsls sofware (Jandcl Sctcntific 1.4. Corte 
Madera. CA) by proj;cting 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 
rhr CM . . . - - . . . 

Detection of NGF Secretion by Pancreatic /3 Cells. Secretion 
of NGF by pancreatic f3 cells was determined with a two-site 
ELISA asia; NGF Emax lmmunoassav Svstem (cataloaue no. 
~ 3 5 5 0 ;  promega). Experiments were kdormed as insiructed 
by the technical bulletin using the supernatants of f3 cells 
incubated for 4 h in HBSS (Sigma) with 5, 11, or 20 mM 
glucose as well as in l l mM glucose with 40 mM KC1 or 5 mM 
dbcAMP. 

RESULTS 
presence of NGF Protein In Rlt  Psncrestic 13 Cells. The 

expression of NGF by pancreatic p cells was demonstrated 

- 

Proc. Norl. Acnd. Sci. US4 95 (1998) 7785 

FIG. I. Presence of NGFin adult @cells. ~ceUsculNrcd for 11 days 
with NGF (50 nglml) and dbcAMP (5 mM). ( A )  Cellsculturcd under 
control condition? for I1 days. (B) Cells culhlred f a  11 day in the 
presencc of NGF + dbcAMP. Bar. 50 run. 

using immunocytcchemistry for protein detestion and RT- 
PCR for detection of m R N k  The latter technique was used 
because of the limited amount of cytoplasmic RNA that can be 
obtained from primary cultures. To obtain cytoplasmic RNA 
from oure islet cells. without fibroblaJtr a differential seedinn 
technique was performed (as described in ~ r i m n l o l  
ccdwrs). 

~ecause  pancreatic islets contain several ceU typu, a double 
labeling technique was used to determine whether p celk 
exvress NGF: a 0 1 5  orobe (red fluorescence) for NGF and 
fliorescein isothiocyinate probe (peen fl"'orscencc) for 
insulin. The experiments of Fig. 1 were performed after 11 
days of cell culture, when effects of NGF and dbcAMP on ,3 
cell morphology were evident (3). The yellow staining, a 
consequence of c o l o d i e d  green and red dyes, represenm 
cells positive for both insulin and NGF. All control (Fig. 1A) 
and treated (Fig. U)) ,3 cells arc NGF poritive (red or yellow); 
of these, approximately 3% of the cellsare completely negative 

C A N N A P G  I 
NGF 

- I 

GAPDH - - - ---- 

FIG. 2. NGF mRNA lcvcls are dependent on dbcAMP. ( A )  
RT-PCR reaction producrs from rat pancreatic 0 ceUs cultured under 
different experimental cundilions. (6) dbcAMP induced a 46% de- 
crease in NGF mRNA levels (n = 6; ' P  < 0.01. Student's r test) with 
respect to control, whereas treatment with NGF and NGF + dbcAMP 
had no effect. C, conml; A dbcAMP; N = NGF; N + A, NGF + 
dbcAMP; P. PC12 n u s ;  G .  C6 gliama: I, freshly isolated islet alh. 
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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 Lnels. mRNA for NGF was present in f r e s h a n d  
cultured isolated pancreatic p cells (Fig. 2), implying that 
Constitutive expression in vivo continues during in vine culture. 
Moreovcr,'the presence of NGF protein and its mRNA was 
also found in the rat insulinoma cell line RINm5F (data not 
shown). 

We determined the effect of culturing islet cells for 5 days 
in the presence of NGF and/or dhcAMP on the steady-state 

Proc. Nnrl. Acnd. Sc i  USA 95 (1998) 

levels of NGF mRNA. We found that althouah NGF alone has 
no cffcct. the presence of a saturattng concc~tratton of 5 mM 
dbcAMP tn thc cullurc tnduccs a 46% dccreasc in the levcls of 
mRNA for NGF. However, when cells were cultured with both 
comwunds, this latter decrease in NGF mRNA was not- 
observed (Fig. 2). 

Paocreatlc 0 Cells Seemte Biologically Aetlvc NGF. The 
above data demonstrate that p cells contain NGF mRNA and 
protein. However, they do not indicate whether p 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 enend 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 p cells 
stimulated with 20 mM glucose. Neurite outgrowth in PC12 
cells cultured in the 8 cell CM was fourfold hieher than in 
control cells. The adhition of a ~ G ~ - n e u t r a l i z h ~  antibody 
blocked this effect (Fip. 3). This result indicates that oancreatic . - ,  
fJ cells secrete a biologically active NGF-like molecule. 

NGF Secmtion by Pancrratlc B Cells in Rwwnse  (o lo- 
crrssing b t race l lnkr  Glucose ~onccn tn t lons .  ~ rev ious  data 
obtained wtth thc reverse hemolytic plaque assay tcchntquc 
show that insulin secretion in s inde c e ~ s  increases nearlv three 

FIG. 3. Pancreatic p cells secrete a moleculc with NGF-like 
biological activity. ( A )  PC12 cells cultured in the presence of the CM 
extended neuritic proccser. ( B )  When an NGF-neutraliring antibody 
war added to the CM. extension of neuriter 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 
to PC12 cclls induced a fourfuld increase in the percentage of 
ncurite-bearing cells (n = 4; ' P  < 0.01. ANOVA, followed by 
two-tailed Studcnt'r 1 test). Control. chemically defined mcdium (20 
mM glucose); CM, conditioned mcdium (20 mM glucose); CM + 
anti.NGF. conditioned mcdium (20 mM glucose) + anti-NGF anti- 
body. 

times in 20 mM glucose with r c s s c t  to 5 mM glucosc (i7). To 
identifv and measure NGF secretion in sinalc B cells, we used - .  
an EL~SA. 

Pancreatic p cells stimulated with 2 0 . m ~  glucose secrete 
50-180 pg/ml NGF, two to three times more than cells 
incubated with 5 mM glucose (Fig. 4). Moreover, KC1 (40 mM) 
+ I1 mM nlucose induces a threefold increase in NGF 
secretion with respect to cells incubated with 5 mM glucose. 
On  the other hand, the addition of dbcAMP + 11 mM ducose 
induces a 67% decrease in NGF secretion with respec  to the 
group treated only with 11 mM glucose. 

Effects of NGF and/or d M M P  on Trk A mRNA Steady- 
State Levels. The effects of NGF are mediated by Trk A 
receptors, which are present in pancreatic cells (6). Because 
pancreatic p cclls synthesize and secrete NGF and the treat- 
ment of 0 cells with NGF and/or dbcAMP induces the 
extension of neuritc-like processes, we investigated the effects 
of these molecules on the levels of Trk A mRNA. 

F~G. 4. Pancreatic 8 cclls wcrete NGF in rerwnse m different 
~~ -... 

glucov concentrarions. Cells stimulated with 20 mM glucose secrete 
50-180 pdml NGF. Cells stimulated with 5 mM glucose secrete 20-60 
~ d m l  NGF. NGF secretion in K f l  (40 mM) + I1 mM vlucose was . - -. 
,~gnl(ir.anll~ d~ffcrcnl from wcrrl!on ~n 5 m.W gluru,e. hut  nut from 
srcrcllon in ?O mM glucose (50-220 pgml vr 50-id0 pp,rnl) SGF 
secrclnun s dimlnah~d DY bl% when ccllr are iullurrJ uoth ahcAMP 
(5 mM) + I1 mM glucose with respect to I 1  mM glucuse alone. An 
r denota P Z 0.05 with respect to 5 mM glucose: + dcnotcs P c 0.05 
with rcspect to I1 mM glucose (Student's r test, n = 4). 



Physiology: Roxnbaum cr al. 

A 
C A N N A F  P 

Trk A -.-- m 

GAPDH --- 

- 
C A N ' N A  

Fio. 5. dbcAMPanfflor NGFup-regulate Trk A mRNAlcvcb. (A) 
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 
incrcasc with respect to control (n - 6; P < 0.05. Student's I test). C, 
control; A dbcAMP (5 mM); N, NGF (50 ng/ml); N A  NGF + 
dbcAMP: F, fibroblasts; P. PC12 cclh. 

The RT-PCR technique was used to determine whether 
NGF and/or dbcAMP had any effect on the levels of Trk A 
mRNA. As shown in Fig. 3, treatment of 0 cells u i th  NGF or 
dbcAMP induced an increase in Trk A mRNA lebels. The most 
potent enhancement on Trk A mRNA levels was observed 
when cells were treated with NGF and dbcAMP together. I n  
this case, the increase in Trk A mRNA levels was sixfold with 
respect to control levels. 

D ISCUSSION 

I n  the present study, we have demonstrated for the first time 
that oancreatic 0 cells synthesize and secrete NGF. Moreover, 
bioldgically active pancreatic NGF is secreted in response to 
changes in extracellular glucose concentrations similar to the 
deoendence of insulin secretion on external glucose. This 
pa;allel increase in the secretion o f  both moleiules 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 0 cells, 
also leads to an increase in NGF secretion. 

I t  has been shown that insulin granules are complex and 
contain oroducts from nearlv 50 Gdeoendent penes besides . . - 
insu.in and peptide C ( 19) Although our ~mmunocytochem~cal 
results sueyest that tnsultn and NGFare not stored in the same 
cnrnoartm;nt. thev do not oreclude simultaneous secretion of . . 
N G ~  and tnsu.tn Houevcr. not all lnsulln sccretagogues have 
the same effect on NGF release Our data show that dbcAMP. 
which increases insulin secretion (20). inhibits NGF secretion . . induced by I I mM glucorc 

The fact that 0 cells arc hoth sccreung and responding to 
NGF im~licates an auia'rlnc andor oaracrinc role for NGF in . -- ~~ 

the pancreas. Such a feedback r i n a r i o  must include the 
regulation o f  the receptor component. For example, i t  has been 
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suggested that up-regulation of Trk A receptors in insulinoma 
INS-] and forebrain cholinergic neurons can increase sensi- 
tivity to NGF (11. 10). Treatment o f  0 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 cells were treated with NGFand dbcAMP together. This 
result correlates with our previous finding (3) of an additive 
effect of NGF and dbcAMP on 0 cell morphology. 

The increased expression of Trk A mRNA by dbcAMP- 
treated cells suggests lhat a higher number of membrane 
receptors for NGF may exlst in these cells. 'Ills would render 
cclls more scnsltive lo  NGF actions due to a hzher ~ robab~ l i t y  
of interaction bcrween the receptors and the-avaiiable NGF. 
Prolonged NGF exposure induces an increase of mRNA for 
Trk A i n  PC12cells (21) and incholinergcneurons(1l). wherc 
NGF may play a cntical role in Tdi A gene aprcssion during 
development (22). 11 has also bccn shown that growth hormone 
induces an increase in NGF-binding sires in the insuhoma cell 
ltne INS-I (11). These studtcs also suggut that the increase in 
high-affinity NGF-b~nding sites may render cells more sensi- 
tive to the actions o f  NGF. 

On  the other hand, we observed the presence o f  mRNA for 
NGF in freshby isolated islet cells and in cells cultured for 5 
davs. h ~ e r i m e n t s  performed bv other research zrouor have 
nui bee" able t o  demonstrate h e  presence of (GF h pan- 
creatic fetal @ cells in primary cultwcs nor in huh-secret ing 
cell lines (91. This is orobablv bccausc of the use of techniauu 
not sensi&e enough to detect low levels of mRNA; however, 
we do not know whether fetal 0 cells synthesize NGF. 

We also dexribc that the presence of a saturating concen- 
tration of 5 m M  dbcAMP in the culture induces a 46% 
decrease in the levels of mRNA 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 on the membrane 
surface of 0 cells exposed to NGF, permitting @ cells to 
res~ond even i f  the concentration of the troohic factor is low. 

h e  sustained sensitivity o f  0 cells to NGF could be neces- 
sary for the maintenance o f  B cell function. NGF treatment 
enhances glucose-stimulated 'insulin secretion in fetal rat 0 
cells (23) and in the INS-I cell line (24). and NGF treatment 
prevents the loss of sensitivity to external glucose concentra- 
tion changes in p cells cultured in virm (3). The action 
mechanism for NGF could be through the mitogen-activated 
protein kinase pathway (25). 11 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 o f  D cell 
electrical activitv. since i t  induces a 30% increase in sodium 

~~~ 

current density of adult rat 0 cells after 5 days in culture (2). 
Furthermore. NGF has been implicated in klet morphozen- 

esis and ontogeny because the use of an inhibitor o? T& 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 hoth an autocrine and 
endocrine role for NGF in vivo. Finally, i t  is possible that a 
deficient secretion o f  NGF by pancreatic 0 cells contributes to 
the decreased serum levels o f  NGF in patients with diabetic 
neuropathies (8).  and may. along with decreased insulin levels, 
be causally related to the development of neuropathology. 
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