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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad de gran prevalencia caracterizada por
un estado de hiperglucemia cronica. Una de sus principales causas es la destruccion
de las células § pancreaticas responsables de la sintesis de insulina (para la DM
tipo 1) asi como la disminucién de su funcidén (en DM tipo 2). El estudio de factores
endogenos que tengan la capacidad de aumentar el numero y funcion de las células
[ es una buena alternativa terapéutica para el control de dicha enfermedad. Estudios
previos han reportado que la hormona prolactina (PRL) estimula la proliferacién de
las células P y la sintesis de insulina. En el presente trabajo analizamos el efecto
protector de la PRL en la DM mediante la comparacion de la incidencia y severidad
de la diabetes inducida por multiples dosis bajas de estreptozotocina (STZ) en
ratones nulos (RPRL”) o no (RPRL**) para el receptor de PRL. La incidencia de
diabetes fue maxima a la semana 2 después de la inyeccion de STZ y similar entre
los dos grupos de ratones (63% y 72% para PRLR** y PRLR™", respectivamente). A

+/+

partir de la semana 3 post-STZ, los ratones PRLR™" mostraron una recuperacion
gradual de la diabetes que llegé a su maximo en la semana 8 post-STZ, donde el
74% de los ratones mostrd niveles menores de glucosa sérica (<180 mg/dL). Por el
contrario, en los ratones PRLR™ la recuperacion de la diabetes comenzé en la
semana 6 y fue mas evidente en la semana 10 post- STZ, donde solo el 56% de los
ratones se recuperaron. Ademas, tres ratones diabéticos PRLR” murieron antes de
finalizar el experimento y los niveles de glucosa fueron significativamente mas altos
en ratones nulos para el receptor de PRL, especialmente durante la semana 7 post-
STZ (339.8 + 30.66 mg/dL para PRLR” y 243.7 + 26.27 mg/ para PRLR**; p=0.036).
La mayor severidad y menor recuperacion de la diabetes observadas en los ratones
carentes del receptor de PRL pudiera deberse a una reduccion en la poblacién de
células B pancreaticas funcionales, pues la densidad y el area de los islotes
pancreaticos fue menor en los ratones RPRL” que en el grupo de ratones silvestres.
En conjunto, estos hallazgos apoyan el valor protector de la PRL contra la DM.



SUMMARY

Diabetes mellitus (DM) is a high prevalence disease characterized by chronic
hyperglycemia. One of the main causes of DM is the destruction of insulin-producing
pancreatic (3 cells (type 1 DM) as well the decline in their function (type 2 DM). The
use of factors with the capacity to increase the number and function of 3 cells is a
good therapeutic alternative for the control of DM. Previous studies reported that the
hormone prolactin (PRL) stimulates the proliferation and insulin production of
pancreatic 3 cells. Here, we analyzed the protective effect of PRL against DM by
comparing the incidence and severity of the disease induced by multiple low-doses of
streptozotocin (STZ) in mice that were null (PRLR™) or not (PRLR**) for the PRL
receptor. Incidence of diabetes was maximal and similar between the two groups of
mice (63% and 72% for PRLR” and PRLR", respectively) 2 weeks after STZ
injection. Starting on week 3-post-STZ, PRLR+/+ mice showed a gradual recovery
from diabetes that was maximal at week 8-post-STZ, with 74% of mice showeding
lower serum glucose levels (<180 mg/dL). In contrast, the recovery from diabetes of
PRLR™ mice started at week 6 and was most evident at week 10-post-STZ, when
only 56% of the mice recovered. Also, three diabetic PRLR” mice died before the
end of the experiment and glucose reached higher levels in these mice, especially
during week 7 post-STZ (339.8 + 30.66 mg/dL and 243.7 = 26.27 mg/dL for PRLR™
and PRLR*", respectively; p=0.036). The increased severity and reduced recovery of
DM observed in the absence of the PRL receptor involve a reduction in the functional
pancreatic 3 cell population because the density and area of pancreatic islets were
reduced in RPRL” mice. Altogether, these findings support the protective effect of
PRL against DM.



AGRADECIMIENTO

Esta tesis ha sido realizada bajo la direccion de la Dra. Ma. del Carmen Jiménez L.,
en el Laboratorio de Endocrinologia Molecular del Instituto de Neurobiologia, UNAM
campus Juriquilla, Querétaro, con el apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT), numero de becario 589293.

Con especial agradecimiento para:

Las Doctoras Carmen Clapp y Yazmin Macotela por su extraordinaria direccion
académica que hizo posible la realizacion de este proyecto y por la oportunidad que

me dieron de formarme dentro de su equipo de trabajo.

La Dra. Edith Garay y el Dr. Mauricio Diaz por formar parte de mi Comité Tutoral, por
su tiempo y por las valiosas aportaciones que hicieron durante el desarrollo del

proyecto.

El Nut. Fernando Lopez Barrera y el M. en C. Gabriel Nava Pinto por su apoyo

técnico.

Los comparieros: M. en C. Nundehui Diaz, Biol. Elva Adan, M. en C. Xarubet Ruiz,
M. en C. Guadalupe Ledesma y M. en C. Juan Pablo Robles por su apreciable

apoyo técnico y académico.

Los laboratoristas Daniel Mondragon Huerta y Antonio Prado Galan por su labor

asistencial en el laboratorio.

El MVZ José Martin Garcia Servin y la Dra. Gloria Alejandra Eugenia Castilla Leon,

responsables del Bioterio, por su disposicidn, apoyo y asistencia técnica.

La Ing. Elsa Nydia Hernandez Rios por su direccion y apoyo en la Unidad de

Microscopia confocal.



La M. en C. Leonor Casanova Rico, responsable de la Unidad de Ensefianza, por su

invaluable asesoramiento.

El Ing. Ramén Martinez Olvera, responsable de la Unidad de Computo y el Dr.
Francisco Javier Valles Valenzuela, responsable de la Biblioteca.

Finalmente agradezco a mi alma mater la UNAM, por ser mi segunda casa y el
recinto donde mi camino hacia el conocimiento se ha ido formando y consolidando.

Vi



DEDICATORIAS

A una mujer extraordinaria, valiente y sensible, a mi mama Martha Guadalupe
Hernandez Garcia, por ser mi pilar, porque siempre me cuido con brazos fuertes y
entregé su amor por educarme libremente, haciéndome saber que esta presente,
que confia en mi. Por todos los dias que me levanta y las noches que me abraza,
este proyecto te pertenece. Te amo mami.

A mi querido hermano Erick Gabriel Ramirez Hernandez, por siempre volver,
por ensefiarme la simplicidad de ser feliz, y por todos los momentos de peleas y
juegos en los que me envuelve de su carifio.

A mis abuelitos, David Jacobo Hernandez y Martha Garcia, por todo su apoyo,
porque son mi simbolo de sabiduria, porque me ensefiaron a cultivar con paciencia y
constancia, por su amor longevo, por su amor eterno.

A los doctores Carmen Clapp, Yazmin Macotela y Gonzalo Martinez de la
Escalera por su confianza en mi y aceptar ser mis guias en el camino de la ciencia,
por consolidarme con sus ensefianzas y tiempo, por sus consejos y su carifio,
gracias.

A mi amiga, Elva Hortencia Adan Castro, por ser mi compariera y complice en
este proyecto, porque potencid mis alegrias e hizo mas faciles las adversidades, por
compartir conmigo tu esencia, el amor por la investigacion y los planes de vida.

A mis amigos Nundehui Diaz Lezama, Juan Pablo Moctezuma Hernandez y
Fernando Lépez Barrera por su tiempo, su cariiio y sus grandes ensefianzas.

A mi gran amigo Jorge Luis Dominguez por llegar siempre en el momento
adecuado, con las palabras y acciones indicadas que parece que lee mi mente, por
su confianza y por motivarme a seguir recorriendo diferentes paisajes en el baile de
la vida.

A Abraham Rosas Arellano, por ser el amigo que con sus aventuras me trajo
hacia este camino, porque aun en la distancia sé que estas presente.

A todos gracias por estar y permanecer en mi camino.

Vii



Nunca consideres el estudio como una obligacién, siNO como una oPortuniclacl para

Penetrar en CI bC”O 3 maravi”oso mundo dCl sabcr.

Albert Einstein

viii



iNDICE

Resumen
Summary
Agradecimientos
Dedicatorias
Lista de abreviaturas
Introduccion
Antecedentes
1. Pancreas y su papel en la homeostasis de la glucosa
1.1.  Pancreas enddcrino
1.2.  Pancreas exdcrino
1.3. Homeostasis de la glucosa
2. Diabetes Mellitus
3. Diabetes experimental
3.1.  Modelo de diabetes experimental inducida por STZ
4. Hormona prolactina y su receptor
5. Efecto protector de PRL en la diabetes inducida por STZ
Justificacion
Hipotesis
Objetivos
Material y métodos
Resultados
Discusion
Conclusion
Referencias
indice de figuras
indice de tablas

Pagina



LISTA DE ABREVIATURAS

aa
ADN
ANOVA
CO;

DM
GAD
GH
GLUT
GMPc

IP3
JAK
MAP
NAD*
NO

PL
PLC
PP
PRL
ROC
ROS
RPRL
RPRL™
RPRL*"*
SEM
STAT
STZ

Aminoacido

Acido desoxirribonucleico

Analisis de varianza

Dioxido de carbono

Diabetes mellitus

Acido glutamico-descarboxilasa

Hormona de crecimiento

Transportador de glucosa

Guanosin monofosfato ciclico
Intraperitoneal

Inositol trifosfato

Janus cinasa

Proteina cinasas activadas por mitdgenos
Nicotinamida adenina dinucleotido en su forma oxidada
Oxido nitrico

Lactégeno placentario

Fosfolipasa C

Polipeptido pancreatico

Prolactina

Caracteristica operatica del receptor
Especies reactivas de oxigeno

Receptor de prolactina

Raton carente del receptor de prolactina
Raton silvestre

Error estandar de la media

Transductor de sefial y regulador de la transcripcion
Estreptozotocina



1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que se desencadena cuando
el pancreas no produce suficiente insulina o cuando el organismo no puede utilizar
con eficacia la insulina que produce (Organizacion Mundial de la Salud, 2016).
Actualmente la DM es catalogada una pandemia global que se encuentra entre las
diez principales causas de muerte. Hasta el afo 2014 se estim6 un total de 422
millones de personas adultas con diabetes en el mundo y se calcula que esta cifra
se duplique en los proximos 20 afos (Organizacion Mundial de la Salud, 2016).
México ocupa el sexto lugar entre los diez paises con mas personas diabéticas
(International Diabetes Federation, 2015) y en nuestro pais la DM ocupa la segunda
causa de muerte desde el 2012, estando ubicada sélo por debajo de las
enfermedades cardiovasculares (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia,
2015).

Con base en la etiopatogenia de la enfermedad, hay dos tipos principales de DM: la
tipo 1 (insulino-dependiente) que representa el 5% de los pacientes con diabetes, y
la tipo 2 (no insulino-dependiente) que comprende alrededor del 95% de casos de
diabetes en el mundo (Cejkova et al., 2009; Vetere et al., 2014). La DM tipo 1 es una
enfermedad autoinmune caracterizada por una reaccion inflamatoria local en los
islotes del pancreas seguida de la destruccion selectiva de células . Por su parte, la
DM tipo 2 se caracteriza por la resistencia periférica a la insulina (Arora et al., 2009),
es decir por una disfuncién en la via de sefializacion de dicha hormona.

El pancreas es una glandula compuesta de una fraccion exdcrina que ocupa entre el
96 y 99% de la masa total del pancreas y una parte enddcrina que ocupa del 1 a 4%
restante (Dolensek et al., 2015). La funcion exdcrina del pancreas se encarga de
producir enzimas digestivas que incluyen la tripsina, la amilasa, la carboxipeptidasa
y ademas la produccién de bicarbonato. Las enzimas se sintetizan y secretan en las
células acinares exdcrinas y son drenadas al duodeno por una red de conductos
pancreaticos. Embebidos entre las células acinares exdcrinas se encuentran los
llamados islotes de Langerhans que son la unidad anatémica funcional del pancreas
endocrino (Brennand y Melton, 2009). Los islotes estan compuestos de varios tipos
celulares enddcrinos que incluyen células o, B, 0, € y PP (llamadas asi porque
producen polipéptido pancreatico) que sintetizan y secretan al torrente sanguineo
hormonas responsables de la homeostasis de la glucosa; por lo tanto, el



mantenimiento del equilibrio entre estos tipos celulares es importante para el estado
metabalico del organismo (Bouwens y Rooman, 2005; Vetere et al., 2014). Dentro de
los cinco tipos de células enddcrinas, las células  son las mas abundantes,
corresponden del 60 al 80% del islote de Langernhans y son responsables de la
sintesis y secrecion de insulina y amilina (Vetere et al.,, 2014). La insulina esta
conformada por dos cadenas de polipéptidos que contienen 51 aminoacidos cada
unay es una hormona anabdlica que se secreta en respuesta al aumento de glucosa
y de aminoacidos en la sangre después de la ingesta de alimento. La insulina ayuda
a controlar los niveles sanguineos de glucosa postprandial de tres maneras.
Inicialmente, sefaliza a las células de los tejidos periféricos sensibles a insulina (el
musculo esquelético principalmente) para aumentar su captacion de glucosa. En
segundo lugar, actua en el higado para promover la glucogénesis. Por ultimo, inhibe
simultaneamente la secrecion de glucagon a partir de las células a del pancreas, lo
que detiene en el higado la produccién de glucosa a través de la glucogenolisis y la
gluconeogénesis. Todas estas acciones reducen los niveles de glucosa en sangre
(Aronoff et al., 2004).

En la diabetes, la destruccion de las células  pancreaticas resulta en una
disminucion en la sintesis de insulina y en un aumento en la produccién de glucagén
por las células a del pancreas. Las consecuencias metabdlicas de la insuficiencia de
insulina y el exceso de glucagon son la hiperglucemia y la cetoacidosis (Van Belle et
al., 2009). La hiperglucemia cronica y su correspondiente glucotoxicidad son el
principal mecanismo patogénico tanto de la DM tipo 1 como de la DM tipo 2 y sus
respectivas complicaciones (Wu y Yan, 2015). Uno de los principales modelos para
la comprension de la glucotoxicidad celular en la diabetes emplea el tratamiento con
estreptozocitina (STZ), utilizado por primera vez en 1963 (Rakieten et al., 1963). La
STZ es un antibiotico producido por la bacteria Streptomyces achromogens. Su
estructura estd conformada por una molécula de desoxiglucosa unida a una
molécula de metilnitrosourea que ejerce efectos citotoxicos alquilando vy
fragmentando al ADN, mientras que la molécula de glucosa dirige la incorporacion
del farmaco a través de unirse selectivamente a los transportadores de glucosa
GLUTZ2. Dado que los transportadores GLUTZ2 son abundantes en las células 3, éste
tipo celular es muy sensible al efecto de la STZ. Sin embargo, el receptor GLUT2

también se expresa en higado, rindn y cerebro, por lo que la STZ puede también



afectar las funciones de éstos 6rganos en una relacion dosis-dependiente (Wu y
Yan, 2015; Radenkovic et al., 2016).

Las terapias existentes para tratar la DM con insulina exdgena o agentes
hipoglucémicos no son del todo satisfactorios (Bouwens y Rooman, 2005), por lo
que es necesario identificar nuevas rutas y regimenes terapéuticos que permitan
restaurar el ambiente hormonal deficiente y los trastornos del pancreas en la DM
(McCall y Farhy, 2013). Dado que la disminucion del numero y funcion de las células
[ del pancreas subyacen a la patologia de la DM tipo 1 y eventualmente la de la DM
tipo 2 (Vetere et al., 2014), es claro que los agentes que promueven la proliferaciéon y
supervivencia de las células p, su regeneracion y/o su funcién tienen potencial
terapéutico. Entre estos agentes se incluye a la hormona prolactina (PRL) (Bole-
Feysot et al., 1998; Hyslop et al., 2016).

La PRL es una hormona proteica compuesta por 199 aminoacidos y una masa
molecular de 23 kDa que se produce principalmente en células lactotroficas de la
glandula pituitaria anterior y que se identificé por su efecto estimulatorio sobre la
produccion de leche durante la lactancia. No obstante, ésta hormona y sus
receptores se expresan en multiples tejidos donde ademas se le han reportado
diversos efectos. Entre estos tejidos se incluyen las células inmunes, el epitelio
mamario y prostatico, el endometrio, el endotelio vascular, los adipocitos, el tejido
nervioso y las células B pancreaticas (Ben-Johnathan et al., 1996; Marano y Ben-
Johnathan, 2014). Diversos estudios han demostrado que la PRL estimula la
replicacion de células B y la sintesis de la insulina y potencialmente aumenta la
vascularizacion de los islotes de Langerhans del pancreas (Hyslop et al., 2016). Por
lo cual, es nuestro interés estudiar el efecto protector de la PRL en la DM mediante
la comparacién de la incidencia y severidad de la enfermedad inducida por STZ en
ratones nulos (RPRL™") o no (RPRL**) del receptor de PRL.



2. ANTECEDENTES

2.1. El pancreas y su papel en la homeostasis de la glucosa

El pancreas es el unico 6rgano en el cuerpo con componentes exdcrinos vy
endocrinos entremezclados dentro del parénquima (Pandiri, 2014). Es definido como
una glandula mixta (exdcrina/enddcrina) que desempena un papel central en la
digestiéon de los macronutrientes y en la homeostasis del metabolismo mediante la
liberacion de varias enzimas digestivas y hormonas pancreaticas (Molina, 2013;
Roder et al., 2016).

La distribucidn y organizacion del tejido pancreatico varia entre las especies. El
pancreas en el humano se encuentra en la cavidad abdominal superior izquierda
detras del estbmago (Pandiri, 2014; Roder et al.,, 2016) y anatdmicamente se divide
en cabeza, cuerpo y cola, aunque no existen limites claros entre estas regiones
(Dolensek et al., 2015). En los roedores, el pancreas no esta tan bien definido como
un organo compacto, sino que esta distribuido difusamente en el mesenterio del
intestino delgado proximal de forma dendritica (Fig. 1). Macroscopicamente se
puede dividir en 3 I6bulos principales: duodenal, gastrico y esplénico, que son
homologos a la cabeza, cuerpo y cola del pancreas humano, respectivamente
(Dolensek et al., 2015).

El pancreas funciona como dos érganos independientes: el exdcrino y el enddcrino
(Brennand y Melton, 2009). La mayor parte de la masa pancreatica se compone de
células exdcrinas que se agrupan en lobulos (acinos) divididos por tejido conectivo y
conectados a un conducto que drena al conducto pancreatico que desemboca en el
duodeno. El producto de las células pancreaticas exdcrinas es un fluido alcalino rico
en enzimas que se secreta en el intestino delgado para ayudar en el proceso
digestivo. Embebidos dentro de los acinos exocrinos se encuentran pequefios
grupos de células endocrinas que forman los islotes de Langerhans (Brennand y
Melton, 2009; Molina, 2013), este grupo de células secretan varias hormonas
responsables de mantener la homeostasis de la glucosa en los estados de ayuno y

postprandial (Vetere et al., 2014).



Figura 1. Anatomia macroscopica del pancreas humano y de ratén. El pancreas humano
consiste en cabeza, cuerpo y cola mientras que el pancreas de raton presenta 3 lI6bulos no
tan bien definidos: duodenal, gastrico y esplénico. El cédigo de colores indica partes

homologas (modificada de DolenSek et al., 2015).

2.1.1. Pancreas endodcrino

Las estructuras multicelulares llamadas islotes de Langerhan constituyen la unidad
endocrina, anatdmica y funcional del pancreas y comprenden del 1 al 4% del
volumen total del 6rgano (DolensSek et al., 2015). Los islotes de Langerhans se
componen de células enddcrinas, las cuales ademas de ubicarse en los islotes, se
pueden encontrar diseminadas a lo largo del tejido acinar y ductal como células
endocrinas unicas. Hasta el momento, se han encontrado al menos 5 tipos de
células enddcrinas en los islotes pancreaticos: las células a que producen glucagon
y representan del 20 al 40 % de la masa celular de los islotes en humanos y del 10
al 20% en ratdn; las células B productoras de insulina, péptido C y amilina que



representan entre el 50 y 70% del total de células dentro del islote en humanos y
entre el 60 y 80% en raton; las células y que producen el polipéptido pancreatico
(PP) y las células & productoras de somatostatina que comprenden del 3 al 5% y del
3 al 10% del total de células de los islotes en el humano y el ratdn, respectivamente;
y finalmente, las células € productoras de grelina y que comprenden alrededor 1% de
las células de los islotes (Dolensek et al., 2015; Roder et al., 2016). Cada una de las
hormonas pancreaticas tiene funciones distintas. El glucagdn aumenta los niveles de
glucosa en sangre, mientras que la insulina los disminuye. La somatostatina tiene un
papel predominantemente paracrino para ajustar la regulacion de la glucosa en
sangre por el islote. Cuando los niveles de insulina son altos y la glucosa baja, la
somatostatina inhibe la liberacién de insulina, pero cuando la insulina es baja y la
glucosa alta, inhibe la liberacion de glucagén. Ademas, la somatostatina actua en el
intestino para inhibir la secrecion de hormonas gastrointestinales, la secrecién de
pepsina, la motilidad y el flujo sanguineo. Por su parte el PP regula la actividad de
secrecion exocrina y enddcrina del pancreas aunque sus funciones siguen siendo
poco claras. Finalmente, se ha sugerido que la grelina inhibe la secrecion de insulina
estimulada por glucosa por las células B y puede resultar ser un importante
regulador del metabolismo y la obesidad. En conjunto, estas hormonas regulan la
homeostasis de la glucosa en vertebrados (Brennand y Melton, 2009; Rdoder et al.,
2016).

Los nervios parasimpaticos, simpaticos y sensoriales inervan profusamente los
islotes de Langerhans y los respectivos neurotransmisores y neuropéptidos liberados
de sus terminales nerviosas ejercen importantes efectos reguladores sobre la
liberacion de las hormonas enddcrinas pancreaticas. La acetilcolina, el polipéptido
intestinal vasoactivo, el polipéptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria y el
péptido liberador de gastrina son liberados desde las terminales nerviosas
parasimpaticas. La noradrenalina, la galanina y el neuropéptido Y se liberan de las
terminales nerviosas simpaticas. La activacion del nervio vagal estimula la secrecion
de insulina, glucagon, somatostatina y polipéptido pancreatico. La estimulacion
nerviosa simpatica inhibe la secrecién de insulina basal y estimulada por glucosa y la
liberacion de somatostatina y estimula la secrecidn de glucagén y polipéptido
pancreatico (Molina, 2013).

Aunque los islotes tienen una composicion celular similar entre diferentes especies,

como humano, rata y raton, parece que difieren en su citoarquitectura. La



arquitectura de los islotes en roedores se caracteriza por la ubicacion de células 3 en
el nucleo y las células no-B en la periferia alrededor de las células secretoras de
insulina (Fig. 2) (Quesada et al., 2008). Esta distribucion celular, junto con varios
estudios sobre la microcirculacion dentro del islote, sugiere que el orden de las
interacciones paracrinas va de la célula 3 a las células a y 8. La rica vascularizacion
del islote asegura ademas una deteccion rapida de niveles de glucosa en plasma
por estas células endocrinas, permitiendo una respuesta secretora apropiada (Roder
et al, 2016). Como se indicé arriba, existen diferencias importantes en la
composicion y organizacion espacial celular de los islotes humanos en comparacion
a la de los roedores. Mientras que la proporcion de células & y PP es similar, las
células B son menos abundantes y la poblacion de células a es mayor, lo que
sugiere que la secrecion de glucagdn juega un papel mas relevante en el humano.
Ademas, en humanos las células del islote muestran un patrén de distribucién
dispersa aleatoria, donde la mayoria de las células 3 estan en contacto con células
no B, lo que sugiere que se favorecen las interacciones paracrinas entre las
diferentes poblaciones celulares (Quesada et al., 2008; Roder et al., 2016). Sin
embargo, a pesar de dichas diferencias, se ha demostrado que en ambas especies
la arquitectura de los islotes es dependiente de su tamafo, donde los islotes mas
pequefios (<100 um de diametro) muestran una organizacién tipo manto (células 3
rodeadas de células no-B) mientras que los islotes mas grandes presentan una

organizacion célular mas compleja y heterogénea (Dolensek et al., 2015).

Figura 2. Composicion y organizacion del islote de Langerhnas en ratén. Se puede observar
el patron manto- nucleo que siguen las células enddcrinas al distribuirse a lo largo del islote
(modificada de Symmation LLC, 2005).



2.1.2 Pancreas exdcrino

Junto con el mesénquima, el pancreas exdcrino ocupa del 96 al 99% del volumen
total del pancreas (DolenSek et al., 2015) y estda compuesto por células acinares,
centro-acinares y ductales (Pandiri, 2014). Los acinos se conectan por el conducto
pancreatico para drenar sus productos de secrecion hacia el duodeno (Molina,
2013). En su conjunto, el pancreas exdcrino se encarga de producir productos
secretores criticos para una digestion adecuada: enzimas digestivas, incluyendo
tripsina, lipasa, amilasa y carboxipeptidasa y bicarbonato drenadas por una red de
conductos pancreaticos a la primera porcion del intestino delgado. El bicarbonato es
secretado especificamente por las células epiteliales que recubren estos conductos
pancreaticos. Las células acinares pueden ser identificadas por la expresion de la
enzima digestiva, mientras que las células del conducto pueden ser identificadas por
su expresion de citoqueratinas y lectinas (Brennand y Melton, 2009).

La funcidn del pancreas exdécrino esta estrechamente regulada por el sistema
neuroendocrino. Los islotes y el tejido exdcerino son ricamente inervados con vias de
sefializacion aferentes y eferentes del sistema nervioso central y autonomo, siendo
el nervio vago y las neuronas entero-pancreaticas las que desempefian el rol mas
importante en la via de regulacion. El reflejo entero-pancreatico vago-vagal consiste
en fibras aferentes y eferentes del nervio vago que coordinan las respuestas a los
estimulos intestinales a través del complejo vagal dorsal. Las neuronas
postganglionares intrapancreaticas son activadas por los eferentes que surgen de la
mucosa del duodeno que esta en contacto con el quimo durante la fase intestinal de
la digestidn. La acetilcolina liberada por estas neuronas actuan sobre los receptores
muscarinicos M1 y M3 de las células acinares para provocar su secrecion exocrina
(Pandiri, 2014).

2.1.3. Homeostasis de la glucosa

A través de sus diversas hormonas, particularmente el glucagén y la insulina, el
pancreas endocrino mantiene los niveles de glucosa en la sangre dentro de un rango
muy estrecho. Esta preservacidn se lleva a cabo por las acciones opuestas y
equilibradas del glucagon vy la insulina responsables de la homeostasis de la glucosa
(Shrayyef y Gerich, 2010). Durante el suefio o entre comidas, cuando los niveles de



glucosa en la sangre son bajos, el glucagdn se libera de las células a para promover
la glicogendlisis hepatica. Ademas, el glucagon impulsa la gluconeogénesis hepatica
y renal para aumentar los niveles de glucosa enddgena en sangre durante el ayuno
prolongado. En contraste, la secrecion de insulina de las células B es estimulada por
niveles elevados de glucosa exdgena, como los que ocurren después de una comida
(Aronoff et al, 2004; Roder et al, 2016). La insulina se sintetiza como
preproinsulina, la cual experimenta la escision de su péptido senal durante la
insercion en el reticulo endoplasmico, generando proinsulina. En el reticulo
endoplasmico, la proinsulina es procesada por endopeptidasas especificas que dan
lugar a la insulina y el péptido C, los cuales se almacenan en granulos de secrecion
en espera de ser liberados bajo demanda (Fu et al., 2013; Molina, 2013). Las células
B se caracterizan por la expresion de insulina y del péptido C, por los
transportadores de glucosa (GLUTZ2 principalmente en roedores, mientras que en
humanos se expresa ademas GLUT1 y GLUT3) y por el factor de transcripcién Pdx1,
determinantes de la funcion adecuada de las células B (Brennand y Melton, 2009).
La unidén de insulina a su receptor da como resultado la dimerizacion y trans-
fosforilacién de las subunidades beta del receptor, provocando la activacion de la
tirosina quinasa intrinseca y con ello la activacion de una compleja cascada de
sefalizacion que da como resultado: 1) la supresion de la liberacion de glucosa del
higado y del rifidn, 2) la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) a la
membrana citoplasmatica para aumentar la captacion de glucosa y 3) la inhibicién de
la liberacion de acidos grasos libres por lipogénesis y la incorporacion de
aminoacidos en las proteinas. Por ultimo, la insulina inhibe simultaneamente la
secrecion de glucagon de las células a pancreaticas, lo que provoca que el higado
deje de producir glucosa a través de la glucogendlisis y la gluconeogénesis.

En resumen, después de acoplarse a su receptor, la insulina permite la entrada de
glucosa en los tejidos insulinodependientes (adipocitos, musculo esquelético,
cardiomiocitos, entre otros) para ser utilizada como energia; por lo tanto, la insulina
actua como una hormona anabdlica, en contraste con la actividad catabdlica del
glucagodn (Aronoff et al., 2004; Mueckler y Thorens, 2013; Roder et al., 2016)



2.2. Diabetes Mellitus

La enfermedad mas comun resultante de la alteracion de la liberacion de las
hormonas pancreatica es la diabetes mellitus (Molina, 2013). Los pacientes que
presentan dicha enfermedad tienen una incapacidad para mantener la homeostasis
de la glucosa (Brennand y Melton, 2009). La patofisiologia de la enfermedad implica
la entrada deficiente de glucosa en las células y la acumulacion de glucosa en la
sangre, teniendo como consecuencia metabdlica un estado de hiperglucemia
cronico. En base a la etiopatogenia de la enfermedad, hay dos tipos principales de

diabetes: la diabetes autoinmune de tipo 1 (DM tipo 1 o DM insulinodependiente)

causada por una deficiencia absoluta de la secrecién de insulina, y diabetes tipo 2

(DM tipo 2 o anteriormente no insulinodependiente) que es una combinacion de
resistencia a la accidén de la insulina y una insuficiente respuesta compensatoria de
la insulina secretora (Cejkova et al., 2009; Molina, 2013).

La DM tipo 1 es el resultado de la destruccion de las células B. Representa alrededor
del 5 al 10% de los casos, y ocurre mas frecuentemente en personas jovenes, de ahi
que también se le conozca como diabetes juvenil. La diabetes tipo 1 se caracteriza
por el desarrollo de cetoacidosis en ausencia de terapia con insulina. La diabetes
tipo 2, por su parte, representa mas del 90% de los casos de diabetes y esta
asociada con la resistencia a la insulina asi como la falta de compensacion
adecuada por las células 3 que conduce a una deficiencia relativa de insulina. Por lo
general se asocia con la obesidad en adultos y se caracteriza por hiperglucemia
leve. Rara vez conduce a la cetoacidosis (King, 2012; Molina, 2013; Radenkovi¢ et
al., 2016).

Pese a sus diferencias, es claro que la pérdida de la masa pancreatica funcional
causada por la muerte y la disfuncion de las células B desempena un papel
importante en la patogénesis de la diabetes tipo 1 y tipo 2 (Fu et al., 2013). De
manera interesante, los pacientes con diabetes de larga duracion retienen células 3
residuales a pesar de esta pérdida. Por lo tanto, un foco primario para el tratamiento
de la diabetes es normalizar la homeostasis de las células B remanentes, reduciendo
su pérdida, recuperando su funcién y promoviendo su regeneracion. Sin embargo,
las células B tienen una tasa baja de proliferacion basal (Kondegowda et al., 2015).

Esto sugiere que factores que puedan aumentar el numero y funcién de las células 3
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podrian mejorar el potencial terapéutico de los tratamientos para la DM. La
identificacion de mediadores quimicos con estos efectos descansa en modelos
experimentales de DM donde evaluar sus acciones.

2.3. Diabetes experimental

Los estudios en seres humanos que exploran los mecanismos responsables de los
cambios causados por la DM son limitados no soélo por razones éticas, sino también
por la variabilidad interindividual (dieta, factores socioeconomicos, nutricion y
factores genéticos) que pueden alterar los resultados. Por lo tanto, se vuelve
necesario el desarrollo de modelos experimentales donde generar conocimiento
sobre su fisiopatologia, el desarrollo de nuevas terapias y los mecanismos
moleculares que las determinan (Damasceno et al., 2013). A través de los afios,
varios modelos animales se han desarrollado para el estudio de DM, los cuales
incluyen modelos quimicos, quirurgicos (pancreatectomia) y manipulaciones
genéticas en varias especies animales para inducir esta enfermedad (Etuk, 2010).
En los modelos quimicos de diabetes, un alto porcentaje de las células 3 se
destruyen y la poca produccion de insulina endégena conduce a hiperglucemia
cronica y pérdida de peso. En este sentido los roedores son excelentes para
desarrollar modelos simples y relativamente baratos de diabetes experimental (King,
2012; Radenkovic¢ et al., 2016) mediante el uso de farmacos diabetogénicos que
incluyen el aloxan monohidrato, la estreptozotocina (STZ), el nitrilotriacetato férrico,
la ditizona y el suero anti-insulina, de los cuales, los mas frecuentemente utilizados
son la estreptozotocina y el aloxan (Etuk, 2010). Sin embargo, la estreptozotocina es
mas usada que el aloxan debido a que presenta algunas ventajas tales como un
tiempo de vida media mas largo, mayor estabilidad, mejor establecimiento de la
diabetes y menor numero de complicaciones como cetoacidosis o mortalidad
(Chatzigeorgiou et al., 2009; Radenkovi¢ et al., 2016).

2.3.1. Modelo de diabetes experimental inducida por STZ

La STZ fue aislada de Streptomyces achromogenes en 1960 y se demostré que era
un antibidtico antitumoral de amplio espectro que posee propiedades diabetogénicas

caracterizadas por la destruccion selectiva de las células  de los islotes

11



pancreaticos que resultan en deficiencia de insulina, hiperglucemia, polidipsia y
poliuria y mimetizan de esa manera a la DM (Wu y Huan, 2008). La estructura
quimica de la STZ (Fig. 3) esta compuesta de una molécula de glucosa unida a una
metilnitrosourea altamente reactiva responsable de los efectos citotoxicos de la STZ,
mientras que el residuo de glucosa dirige al compuesto quimico hacia las células
pancreaticas a través de unirse selectivamente al GLUT2 (Wu y Yan, 2015). Como
se menciond anteriormente, el transportador de glucosa GLUT2 es abundante en la
membrana plasmatica de la célula 3, por lo tanto, este tipo celular es el blanco de la
STZ.

Figura 3. Estructura quimica de la estreptozotocina (STZ). Mientras que la molécula de
metilnitrosurea le confiere el poder citotéxico a la STZ causando metilacion del ADN, la
molécula de glucosa se mimetiza con la glucosa enddgena para dirigir al farmaco
selectivamente hacia los transportadores de glucosa 2 (GLUT 2) que son abundantes en la

membrana plasmatica de las células 3 (modificada de Wu y Yan, 2015).

Se han propuesto mecanismos para describir como es que el residuo de
metilnitrosourea provoca su efecto citotoxico y causa tanto necrosis como apoptosis
de las células B a través de la fragmentacion del ADN. Las tres principales vias
asociadas son: 1) la metilacion del ADN a través de la formacion del cation metilo
(CH3") que resulta en la activacién de la enzima nuclear poli ADP-ribosa sintetasa
como parte del mecanismo de reparacion celular y el agotamiento del NAD"; 2)
produccion de 6xido nitrico (NO) puesto que se ha demostrado que la STZ actua
como donador de NO aumentando en consecuencia la actividad de la guanilato

ciclasa y la formacién de GMPc; y 3), la produccion de especies reactivas de
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oxigeno (ROS) y estrés oxidativo. El tratamiento con STZ causa un aumento
significativo de radicales oxidantes como el malonaldehido y disminuye las enzimas
antioxidantes tales como catalasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa en el
pancreas (Eleazu et al., 2013). Es importante mencionar que las células 3 son
particularmente susceptibles al efecto del 6xido nitrico y al estrés oxidativo debido a
su bajo potencial antioxidante (Yamamoto et al., 2010).

La STZ induce el estado diabético de 2 maneras diferentes que dependen de la
dosis empleada. A dosis altas (70-250 mg/kg de peso), provoca de manera rapida e
irreversible la destruccién completa de las células § (Arora et al., 2009) a las cuales
dirige sus propiedades alquilantes y proapoptoticas correspondientes a las acciones
citotoxicas del componente nitrosourea. En dosis bajas y multiples exposiciones (30-
55 mg/kg de peso por 5 dias) (Deeds et al., 2011), la STZ provoca una reaccion
inmune e inflamatoria, probablemente relacionada con la liberacion de autoantigenos
como el acido glutamico-descarboxilasa (GAD) (Graham et al., 2011), que se
considera uno de los antigenos candidatos mas relevantes que participan en la
activacion de la autoinmunidad celular p-especifica (Jun et al., 2002). Bajo esta
condicién, normalmente se induce una lesién subdptima que causa una destruccién
parcial de las células B vy, la induccién del estado hiperglucémico se asocia con
deficiencia de insulina e infiltrados inflamatorios en los islotes pancreaticos (Graham
et al., 2011) por lo que la progresion de la diabetes depende, en parte, de una
insulinitis autoinmune secundaria (Tesch y Allen, 2007). La toxicidad inicial de la STZ
que causa la destruccion parcial de células [ es de corta duracién, dejando una
fraccion residual que sobrevive del dafo vy, el deterioro de la funcion celular de dicha
fraccion sobreviviente se debe en gran medida a la toxicidad inducida por
hiperglucemia (Wu y Yan, 2015).

La sensibilidad a la STZ es muy variable en roedores. Algunos factores que pueden
alterar dicha sensibilidad incluyen al estrés, el género (los ratones machos tienden a
ser mas susceptibles), la edad, la dieta y el peso (Deeds et al., 2011).

El modelo de DM inducido por STZ permite estudiar la accion de factores capaces
de promover la proliferacion y supervivencia de las células p-pancreaticas y, por
ende, su valor potencial en contrarrestar la diabetes. Entre estos factores se

encuentra la hormona prolactina.
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2.4. Hormona prolactina y su receptor

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica de 199 aminoacidos (aa) que se
sintetiza y secreta a partir de células especializadas de la glandula pituitaria anterior,
conocidas como lactotropos. De acuerdo con su estructura terciaria, la PRL esta
organizada en 4 a-hélices dispuestas de manera antiparalela que estan unidas por
asas flexibles (Fig. 4A) (Freeman et al., 2000).

La PRL secretada por la glandula pituitaria actua a través de una via enddcrina
clasica, es decir, es secretada a la circulacion y actua a distancia sobre células diana
(Bole-Feysot et al., 1998). Ademas de ser sintetizada y secretada por los lactotropos
de la glandula pituitaria anterior, la PRL también es producida por numerosas células
y tejidos en los cuales actua de una manera local como un factor de crecimiento, un
neurotransmisor o una citocina de forma autocrina o paracrina. Dentro de los tejidos
en los cuales se ha confirmado la expresién de la PRL se encuentran: el tejido
nervioso, la decidua y el miometrio uterinos, el tejido mamario, los foliculos ovaricos,
la glandula lagrimal, las células inmunes, fibroblastos de la piel, el tejido adiposo, y el
endotelio vascular (Bole-Feysot et al., 1998; Marano y Ben-Jonathan, 2014). Hasta
el momento no se han encontrado reportes de secrecion de PRL in situ por parte de
las células de los islotes de Langerhans.

El receptor de la PRL (RPRL) corresponde a una proteina de un solo pase
transmembranal que pertenece a la superfamilia de receptores tipo citocinas clase 1
(Freeman et al., 2000). Se expresa en numerosos tipos celulares y tejidos de los
mamiferos. De hecho, es dificil encontrar un tejido en el cual no se haya identificado
la presencia del receptor de PRL (Kelly et al., 2001). Se han descrito esencialmente
3 isoformas del RPRL como resultado del procesamiento alternativo de un solo gen.
Estas isoformas tienen el mismo dominio extracelular y varian en la longitud y
composicién de sus dominios citoplasmicos, por lo que se denominan como corto,
intermedio y largo (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000). En la rata, las
isoformas de RPRL contienen 291 aa (corto), 393 aa (intermedio) y 591 aa (largo).
Por su parte, en el ratdn, se han identificado una forma larga y tres isoformas cortas,
las cuales sélo se diferencian por unos pocos aminoacidos en la parte C-terminal de
su cola citoplasmatica (Bole-Feysot et al., 1998). En este sentido, se ha reportado

que el pancreas, al igual que otros érganos como ovario, glandula adrenal, rindn,
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intestino delgado, glandula mamaria e higado expresan altos niveles del receptor
largo de PRL (Binart et al. 2010).

El primer paso en la activacion del RPRL es su homodimerizacion inducida por
ligando, es decir, una molécula de PRL se une a dos moléculas del receptor a través
de dos sitios diferentes en su estructura (fig. 4B). Aunque no esta presente ninguna
actividad quinasa intrinseca en el dominio intracelular del RPRL, se ha demostrado
que una tirosina quinasa asociada de la familia de las janus quinasas, la JAK2
(“janus kinasa 2”) se activa después de la dimerizacién. Esta etapa de activacion
implica la fosforilacion de la tirosina quinasa JAK, que a su vez fosforila residuos de
tirosina presentes en el RPRL. Los transductores de sefiales y activadores de la
transcripcion STAT (“signal transduction activator of transcription”), que estan
presentes en el citoplasma, migran al RPRL y se enlazan a los residuos de tirosina
fosforilados a través de dominios SH2. Las STAT son a su vez fosforiladas por
JAK2, lo que determina su disociacion del RPRL, su dimerizacion y su migracion al
nucleo donde se unen a secuencias especificas en el promotor de genes inducidos
por PRL, activando la maquinaria de la transcripciéon. Ademas de la via JAK-STAT,
otras vias como MAP quinasa (“mitogen-activated protein kinasas” o proteina
quinasas activadas por mitdgenos) y la PLC-IP3 (“phospholipasa C- inositol
triphosphate” o fosfolipasa C- inositol trifosfato) se han propuesto como parte de las
vias de transduccidon de sefales activadas por PRL (Freeman et al., 2000; Kelly et
al., 2001).

El desarrollo de una linea de raton deficiente del RPRL es un buen medio para la
mejor comprension de las multiples funciones de la hormona y su receptor. Los
ratones nulos para el RPRL presentan un fenotipo particular. Las hembras
homocigoticas son estériles y carecen de un desarrollo mamario normal, mientras
que los heterocigoticos son incapaces de lactar después de su primer embarazo;
tanto machos como hembras presentan hiperprolactinemia y en algunos casos la
hiperplasia hipofisaria esta presente. El comportamiento materno se ve afectado
tanto en animales homocigotos como heterocigotos. La formaciéon de huesos se
reduce en animales jovenes y adultos (machos y hembras). Finalmente, se ha
observado que este tipo de ratones muestran una ligera reduccion en el peso
corporal que parece ser debido a la reduccion de la deposicion de grasa abdominal
(Kelly et al., 2001). Este fenotipo es consistente con la multiplicidad de los efectos de

la hormona que originalmente se identifico por su capacidad de estimular el
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desarrollo y funcién de la glandula mamaria. La multiplicidad de efectos de la PRL se
agrupan en seis grandes categorias: reproduccion y la lactancia, crecimiento y
desarrollo, endocrinologia y metabolismo, cerebro y comportamiento,
inmunomodulacion y equilibrio electrolitico (Kelly et al., 2001).

Dentro de la categoria endocrinologia y metabolismo, se conoce que la PRL tiene
efectos directos sobre la funcion del pancreas endocrino aumentando la secrecidn
de insulina, disminuyendo el umbral de la glucosa para estimular la secrecion de
insulina y promoviendo la expresion de la glucoquinasa y del transportador de
glucosa 2 (GLUT2) (Bole-Feysot et al., 1998). Ademas, se conoce que de entre los
blancos rio abajo de las vias de senalizacion inducidas por PRL, se encuentran la
glucocinasa y proteinas del ciclo celular (por ejemplo, ciclina D2), asi como factores
de transcripcién (por ejemplo, FOXD3) que estan altamente relacionados con el
metabolismo de carbohidratos (Gorvin, 2015). Sin embargo, las funciones de esta
hormona en la regulacién del metabolismo y sus implicaciones en la diabetes siguen

siendo poco claras (Freemark et al., 2002).

Figura 4. Hormona prolactina y su receptor. A) Estructura terciaria en 3D de la prolactina
humana modelada sobre la base de su estructura cristalografica. Se aprecian las cuatro
hélices plegadas de las cuales esta conformada asi como sus dos sitios de unién al
receptor. B) Activacion del RPRL por dimerizacién inducida por PRL. La unién de la
hormona a su receptor es secuencial. Primero la PRL interactua con su receptor a través de
su sitio de unién 1 formando un complejo inactivo. A continuacion la hormona se une a un
segundo receptor a traves de su sitio 2, lo que conduce a la homodimerizacion del receptor y

a la formacion de un complejo activo (modificada de Bole-Feysot et al., 1998).
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2.5. Efecto protector de PRL en la diabetes inducida por STZ

El papel de las hormonas pituitarias en la regulacion de la homeostasis de la glucosa
fue reconocido por primera vez por Bemado Houssay en la década de 1930. A partir
de entonces, en varios estudios se ha demostrado que la PRL y la hormona del
crecimiento (GH) secretadas por la glandula pituitaria, asi como el lactégeno
placentario (PL) secretado por la placenta durante el embarazo, estan implicados en
la regulacién del metabolismo de carbohidratos y lipidos y causan cambios en la
funcién de los islotes pancreaticos, sin dejar claro hasta qué punto esto era reflejo de
un efecto directo de las hormonas sobre los islotes o consecuencia de cambios en
otros tejidos debido al aumento en la demanda de insulina. Para la década de 1960,
fue posible examinar el efecto directo de estas hormonas tanto en islotes aislados
(in vitro) como en pancreas de animales (in vivo). Desafortunadamente, en aquellos
experimentos, la especie de las hormonas disponibles para el tratamiento (hormonas
humanas) no era la misma a la de los islotes animales utilizados (ratas y ratones). El
alto grado de relacidn estructura-funcion de estas hormonas permite que una
hormona heter6loga tenga propiedades bioldgicas en tejidos de otras especies que
no se comparten con la hormona homologa (Sorenson y Brelje, 2001).

Para obtener una mejor comprension de si estas hormonas tienen efectos unicos o
compartidos sobre la funcion de los islotes, se examind el efecto de la PRL, GH y PL
en islotes aislados de varias especies diferentes. Los primeros estudios que
sugirieron efectos de la PRL especificamente sobre las células  del pancreas se
llevaron a cabo hace mas de 30 afos. Nielsen reporté que la GH, la PRL y el PL
estimulan la produccion de insulina y la sintesis de ADN en islotes de Langerhans
aislados de la rata, pero no dejo en claro si el efecto observado se presentaba por
una accion directa sobre las células § o bien a través de factores de crecimiento
producidos localmente (Nielsen, 1982). Afios despueés, se demostré que las células
productoras de insulina expresan al receptor de PRL (Moldrup et al., 1990) y que los
receptores de PRL se expresan también en las células o pero no en las células 6 de
los islotes del pancreas (Sorenson y Stout, 1995). Para 1993, el equipo de Brelje
reprodujo el trabajo de Nielsen y concluyé que el PL y la PRL son
considerablemente mas eficaces que la GH para estimular la proliferacion celular y
la secrecion de insulina en los islotes de Langerhans tanto de la rata, como del ratén
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y del humano (Brelje et al., 1993). Estos resultados fueron apoyados través de
experimentos in vitro sobre cultivos de células B pancreaticas, donde se demostro
que la PRL estimula su proliferacion y la sintesis de insulina (Brelje y Sorenson,
1991; Hugl y Merger, 2007) por medio de la activacion de la via de la JAK2 y la
consecuente fosforilacién/activacion del factor de transcripcion STAT-5, que, como
se menciono arriba, es la via candnica de senalizacion de la PRL (Sorenson y Stout,
1995; Weinhaus et al., 2007).

Mas importante aun, la accion fisiologica de la PRL sobre la funcionalidad de las
células p del pancreas se fundamentdé en estudios in vivo utilizando animales
desprovistos genéticamente del receptor de la PRL. En estos animales se encontro
una disminucion en el tamafo y densidad de los islotes, menor densidad de células
B, disminucion en la expresion de insulina y una menor secrecion de insulina a la

circulacién ante un reto con alta glucosa (Freemark et al., 2002; Gorvin, 2015).

Figura 5. Mecanismo de glucotoxicidad de la célula § por estreptozotocina (STZ). En el
esquema se muestra la destruccidn parcial de la poblacién de células p causad por STZ asi
como la reduccion de su masa celular que induce insuficiencia de insulina e hiperglucemia
cronica. (Modificada de Wu y Yan, 2015).
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En su conjunto, estos hallazgos sugieren el valor protector de la PRL en la DM.
Hasta el momento, el unico estudio reportado in vivo sobre el efecto protector la PRL
en la diabetes inducida por STZ es el realizado por Holstad y su equipo hace 17
afnos. En éste estudio se encontr6 que la administracion de PRL exdgena reduce
los niveles de glucosa después del tratamiento con STZ, sin embargo, no se hizo
mencion de si la PRL modifica la incidencia de la diabetes ni se analizé si esta
hormona estimula la proliferacion de células 3 que sobreviven al dafo (Holstad y
Sandler, 1999). Al respecto, se reconoce que la STZ tiene efectos variables en parte
debido al numero residual de células 3 con potencial proliferativo que sobreviven al
efecto de la toxina (Fig. 5) (Wu y Yan, 2015). Queda por determinar si la PRL
endogena tiene la potencialidad de proteger o estimular la proliferaciéon de ésta
poblacion celular residual.

3. JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad con alta prevalencia en nuestro pais y el resto del mundo.
La STZ es un farmaco citotéxico que se emplea en modelos experimentales de DM
debido a su propiedad de destruccion y pérdida de la funcion de las células p,
dejando una fraccion residual de células 3 con potencial proliferativo. El estudio de
factores endogenos que tengan la capacidad de aumentar el numero y funcion de
las células f es una buena alternativa terapéutica para el control de la DM. La PRL
es uno de estos factores, por lo que este proyecto se pretende analizar el efecto
protector de la PRL a través de evaluar la incidencia y severidad de la diabetes

inducida por STZ en ratones carentes del RPRL.

4. HIPOTESIS

La prolactina reduce la incidencia y la severidad del efecto diabetogénico provocado

por estreptozotocina a través de proteger a las células § pancreaticas.
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5. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la incidencia y severidad (a través de los niveles de glucosa circulante y el
numero y densidad de los islotes pancreaticos) de la diabetes inducida con STZ en
el ratén silvestre (RPRL"*) y en el carente del RPRL (RPRL™).

Objetivos Particulares

1. Implementar el modelo de DM inducido por STZ en el raton.

2. Analizar posibles diferencias entre ratones RPRL"* y RPRL™ sometidos a la
induccion de diabetes con STZ sobre:
- Laincidencia y severidad de la diabetes (niveles de glucosa en sangre)

- Densidad y tamario de islotes pancreaticos

6. MATERIAL Y METODOS

Animales

Se emplearon un total de 44 ratones hembra (19 RPRL"* y 25 RPRL™ de la cepa
C57BL/6 de 5 a 8 semanas de edad, distribuidos aleatoriamente, con acceso a agua
y alimento ad libitum, bajo condiciones de 12 horas luz/ 12 horas oscuridad y a una
temperatura ambiental de 22°C aproximadamente. Los protocolos experimentales
fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM.

Diserio experimental

Todos los ratones tanto silvestres como nulos del receptor de PRL fueron inyectados
con STZ (55 mg/kg i.p. al dia) durante 5 dias consecutivos bajo 4 horas de ayuno
previo, y sacrificados al cabo de las 11 semanas posteriores a la primera
administracion de STZ (Fig. 6).

Durante el transcurso de las 11 semanas, se midieron los niveles de glucosa sérica

(también con ayuno de 4 horas) y el peso corporal (sin ayuno) de los ratones, ambas
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mediciones se realizaron una vez por semana por las mafanas. Al cabo de las 11
semanas, los animales fueron decapitados, previa anestesia mediante inhalacion de
CO. y los pancreas se recolectaron para evaluar el numero y densidad de los islotes

pancreaticos por técnicas histologicas.

Figura 6. Esquema del disefio experimental.

Grupos experimentales
+ Ratones RPRL"* no diabéticos (glucosa <180 mg/dL)
« Ratones RPRL"* diabéticos (glucosa >180 mg/dL)
+ Ratones RPRL™ no diabéticos (glucosa <180 mg/dL)
+ Ratones RPRL™ diabéticos (glucosa >180 mg/dL)

Modelo de induccién de diabetes mellitus por STZ

Existen multiples protocolos de dosificacion de STZ reportados en funcion del tipo y
la gravedad de la diabetes prevista experimentalmente. De forma general, estos
meétodos se agrupan en tres categorias: multiples dosis bajas de STZ por un periodo
de varios dias, dosis unica moderada y dosis unica elevada de STZ (Deeds et al.,
2011). El modelo de multiples dosis bajas de STZ induce una lesion suboptima de
las células B del pancreas y una progresion de la diabetes basada, en parte, a una
insulinitis secundaria autoinmune y destruccion de las células §3, por o que es mas
utilizado como modelo de DM tipo 1 (Tesch y Allen, 2007). Las dosis de STZ
utilizadas para este modelo van de los 40 a los 55 mg/kg de peso corporal
administradas diariamente por 5 dias consecutivos (Basu y Wiklund, 2011).

En el presente estudio utilizamos el protocolo de multiples dosis bajas de STZ
reportado por Tesch y Allen (2007), que consiste en la administracion intraperitoneal
de STZ (Sigma®) a dosis de 55 mg/kg de peso por 5 dias en ayuno de 4-6 hora, la
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cual se disuelve en una solucidn amortiguadora de citratos pH 4.5 preparada en
fresco, por ser el protocolo con el cual se obtuvieron mejores resultados después de
probar internamente diferentes protocolos (resultados no mostrados). Usualmente,
niveles de glucosa sérica entre 180 y 500 mg/dL indican la induccion de diabetes en
un ratén joven (Etuk, 2010; Grant, et al., 2012), por lo que un valor = 180 mg/dL de
glucosa se utilizo para definir el estado diabético en los ratones durante el

experimento.

Medicion de glucosa y peso

La determinacidon de glucosa se realizo utilizando el kit ACCU CHEK® ACTIVE de
ROCHE que consta de un glucémetro de tecnologia fotométrica y tiras reactivas en
las cuales se coloca una gota de sangre fresca obtenida de la puncion de la cola del
ratén. El rango de medicion del equipo es de 10 a 600 mg/dL, por lo que cuando el
glucémetro marcoé una lectura de “Hi” como medicion, se consideré un valor de
glucosa de 600 mg/dL.

El peso de los ratones fue medido en balanza digital Mettler Toledo® modelo
MS1602S.

Tincion hematoxilina — Eosina de Harris

Bohmer y Fischer introdujeron de forma independiente la tincion de hematoxilina y
eosina en 1865 y 1875, respectivamente. Para 1876, Wissowzky describid la
combinacion de colorantes en lo que ahora conocemos como tincion de
hematoxilina- eosina (Gill, 2010). La tincion de hematoxilina- eosina se han utilizado
durante mas de un siglo y siguen siendo una técnica histologica esencial para el
reconocimiento de distintos tipos de tejido y sus cambios morfolégicos. La
Hematoxilina, o mas correctamente llamada hemateina (forma oxidada de la
hematoxilina) se une con un mordiente (tipicamente AI3+) para tefir el ADN celular.
Se ha sugerido que debido a su caracter catoddico, se une a las cargas negativas de
los grupos fosfatos que comprenden la columna del ADN, sometiéndose a
coordinacion o conjugacion compleja y dando como resultado la tincion permanente

del nlcleo. Juntos con su mordiente (AP

), el colorante produce un color azul. A la
inversa, el compuesto anionico eosina Y se une a grupos con carga positiva en las
proteinas, tales como grupos amino, tinéndolas de color rosa de manera no

especifica (Held, 2014).
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Una vez recolectados los pancreas, posterior al sacrificio, fueron fijados en formalina
al 10%, y deshidratados en un tren de alcoholes para finalmente ser incluidos en
parafina por métodos convencionales. Se realizaron cortes transversales de 5 ym
de espesor utilizando un micrétomo rotatorio (Leica® RM2125RT); los cortes se
tineron con hematoxilina-eosina y se montaron con Entellan® en laminillas. El tren
de tincion de hematoxilina-eosina se realizé de acuerdo al método convencional
(Guidelines for hematoxylin & eosin staining de la National Society for
Histotechnology, 2001). La captura de las imagenes se realizo utilizando un
digitalizador de laminillas (ScanScope) bajo un objetivo 20X. Finalmente el numero y

densidad de los islotes se cuantifico utilizando el software Image-Pro Plus 5.1.

Anélisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism Version 6.0c. Los valores se
expresaron como media + error estandar (SEM). Los datos se compararon mediante
pruebas estadisticas paramétricas (t de Student para comparacién de dos grupos y
ANOVA de una via con prueba de Tukey como post hoc para comparacion de varios
grupos) y no paramétricas (prueba de Fisher y Curva ROC) segun fuera el caso. El
nivel minimo de significancia estadistica fue de p< 0.05.

7. RESULTADOS

La incidencia de diabetes de los ratones RPRL” es similar a la de los ratones
RPRL**
La presencia de DM (niveles de glucosa sérica >180 mg/dL) fue perceptible desde la

+/+

primera semana post inyeccion de STZ, tanto en los ratones RPRL™" como en los

+/+

RPRL”. La tasa maxima de diabetes en los ratones RPRL** se observo en la
segunda semana post-STZ (63.15%, 12 ratones diabéticos del total de 19 ratones
inyectados con STZ). Para los ratones RPRL” se presentd una tasa de diabetes
similar a la segunda semana post-STZ (64%, 16 ratone diabéticos del total de 25
ratones inyectados con STZ.) que a la cuarta semana mostré un ligero aumento
(72%, 18 ratones diabéticos del total de 25 ratones inyectados con STZ) (Fig. 7) que
no fue diferente al de la maxima tasa (incidencia) de diabetes alcanzada en el grupo

silvestre.
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Los animales no diabéticos permanecieron con niveles normales de glucosa (119 +
6.23 y 134.1 = 7.71 para ratones RPRL** y RPRL™ respectivamente) a lo largo de

las 11 semanas del experimento (resultados no mostrados).
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Figura 7. Porcentaje de diabetes presente en los ratones silvestres (RPRL™) (n=19) y nulos

(RPRL™) (n=25) para el receptor de la PRL a lo largo de las semanas posterior a la
inyeccion de STZ. En los ratones RPRL"* la incidencia de diabetes disminuye
considerablemente a partir de la semana 3, mientras que en los ratones RPRL™ la reversion
de la diabetes se retrasa hasta la semana 6, siendo evidente casi al final del experimento en
la semana 10. Los simbolos de color rosa representan el numero de casos de muerte de los
ratones. La comparacién entre grupos se realiz6 con prueba de Fisher, encontrando

diferencias significativas en las semanas 8 y 9 post-STZ.

La ausencia del receptor de prolactina se relaciona con una disminucion en la
recuperacion de la DM inducida por STZ

A pesar de que la incidencia de diabetes es similar en los ratones RPRL** y RPRL™
durante las primera semanas post-STZ, la incidencia de diabetes en los ratones
RPRL** disminuyé notablemente a lo largo del tiempo iniciando a partir de la tercera
semana posterior a la administracion de STZ que muestra una aparente
recuperacion de la diabetes en este grupo experimental (Fig. 7). En contraste, en los
ratones RPRL™" la disminucién en la incidencia de diabetes se observo hasta la sexta
y décima semana post-STZ, lo que indica que la recuperacion en este grupo
experimental tiene una latencia mas prolongada. El porcentaje de diabetes entre
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ambos grupos en las semanas 8 y 9 post-STZ mostré diferencias estadisticamente
significativas (p=0.035). Estos hallazgos sugieren que el efecto citotoxico de la STZ
se mantiene por un periodo mas prolongado en ausencia del receptor de prolactina.
Queda por determinar si la recuperaciéon de la diabetes en el grupo RPRL™
eventualmente alcanza las mismas cifras observadas en el grupo RPRL**. La
diferencia en el porcentaje de diabetes a través del tiempo entre los ratones RPRL™
y RPRL""* se sustenta al comparar el area bajo la curva del porcentaje de diabetes
para cada grupo (Fig. 8), la cual fue significativamente mayor para los ratones nulos

del RPRL en relacion a los silvestres (p=0.013).

- PRLR**
PRLR™

ABC= 566

% Diabetes

ABC= 383

01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
Semanas

Figura 8. Area bajo la curva del porcentaje de ratones diabéticos silvestres (RPRL**) y nulos

(RPRL™) para el receptor de la PRL en funcién del tiempo. ABC= area bajo la curva.

Mortalidad de los animales diabéticos en ausencia del receptor de PRL

Un mayor nimero de ratones RPRL™ diabéticos murieron en relacién a los ratones
silvestres (3 vs. 1, respectivamente). En los ratones nulos del RPRL, dos de las tres
muertes ocurrieron en la semana 5 y la otra en la semana 11 posteriores al
tratamiento con STZ, mientras que en los ratones diabéticos silvestres la unica
muerte tuvo lugar a la semana 5 post-tratamiento (Fig. 9). Dado el numero tan bajo
de ratones que murieron, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de mortalidad debida a la diabetes entre ambos grupos de ratones
RPRL*”* y PRL”. Sin embargo, es posible concluir que la menor latencia de
recuperacion, probablemente asociada a una mayor severidad de la diabetes,
favorece la muerte en ausencia de la sefalizacion de la PRL.
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Figura 9. Curva de supervivencia de los ratones diabéticos silvestres (RPRL**) y nulos
(RPRL™) para el receptor de la PRL. En el grupo RPRL** se observé un deceso en la quinta
semana post-STZ y la supervivencia neta fue del 95 %. En el grupo RPRL” hubo dos
decesos en la semana 5 (92.0% de supervivencia) y uno mas en la semana 11 post-STZ

(88.8% de supervivencia).

La severidad de la DM aumenta en ausencia del receptor de PRL

Evaluamos la severidad de la DM (definida a través de los niveles de glucosa
sanguinea) a lo largo de las 11 semanas posteriores a la inyeccion de STZ.
Observamos que un mayor numero de ratones presentan niveles de glucosa
superiores a los 340 mg/dL en el grupo RPRL" diabéticos que en el grupo silvestre
(Fig. 10A). La proporcion es de 22.8% vs. 6.45% para los ratones nulos y silvestres,
respectivamente. Ademas, a partir de la quinta semana post-STZ, el 100% de los
ratones RPRL*"* diabéticos mostraron niveles de glucosa por debajo de 340 mg/dL,
mientras que en los ratones RPRL™ diabéticos el 40.9% estuvieron por arriba de
dicho valor, encontrando incluso un punto extremo por arriba del limite de deteccién
del glucémetro (600 mg/dL). Esta diferencia sugiere que la ausencia del RPRL
aumenta la severidad de la diabetes inducida por STZ y, por ende, la susceptibilidad
al efecto citotoxico del farmaco. Sin embargo, los promedios de los valores de
glucosa a través del tiempo de los ratones RPRL” diabéticos solo fueron
significativamente mayores durante la semana 7 post-STZ (p=0.036) (Fig. 10B).
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Figura 10. Niveles de glucosa en los ratones diabéticos silvestres (RPRL"") y nulos (RPRL™)
para el receptor de la PRL. A) Se muestran los valores individuales de glucosa entre los
grupos RPRL"* y RPRL™ diabéticos a lo largo de las diferentes semanas del estudio. Se
sugiere una mayor severidad de la diabetes en los ratones RPRL" debido a que en este
grupo se observé un mayor numero de animales con niveles de glucosa sérica por arriba de
los 340 mg/dL (linea rosa punteada) que en el grupo RPRL**. B) Promedios de los niveles

de glucosa en los ratones diabéticos RPRL** y RPRL a través del tiempo (p=0.036).
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La ganancia de peso no fue afectado por la por STZ ni por la ausencia del
receptor de la PRL

Algunos autores han reportado que tras la induccion quimica de diabetes se
presenta pérdida de peso (King, 2012). Al evaluar el promedio de la ganancia de
peso al cabo de las 11 semanas del estudio, no encontramos diferencias
significativas entre los ratones no diabéticos y diabéticos silvestres, ni tampoco entre
los grupos no diabéticos y diabéticos silvestres y nulos para el RPRL (Fig. 11). Estos
hallazgos contrastan con estudios previos (Kelly et al., 2001) que muestran que los
ratones RPRL™ sanos tienen un peso ligeramente menor a los silvestres.
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Figura 11. Ganancia de peso en ratones silvestres (RPRL"*) y nulos (RPRL™) para el
receptor de PRL diabéticos y no diabéticos al cabo de las 11 semanas del estudio. El

numero de ratones por grupo se indica dentro de las barras.

La densidad de los islotes de Langerhans disminuye en ausencia del receptor
de la PRL tanto en animales no diabéticos como diabéticos

En la figura 12 se muestran micrografias representativas de secciones histologicas
del pancreas donde se indican los islotes de Langerhans. Se puede apreciar una
menor cantidad de islotes pancreaticos en secciones del pancreas de animales
diabéticos con respecto a las secciones de animales no diabéticos. También es claro
que el numero de islotes es menor en la seccion del pancreas de animales no-
diabéticos nulos para el RPRL con respecto a la de los animales silvestres no-
diabéticos; y mucho menor en las secciones de ratones diabéticos nulos para el
RPRL. Estas diferencias son significativas cuando se evalua la densidad de los
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islotes pancreaticos (numero de islotes por area) de diferentes animales (Fig. 13).
La densidad de los islotes pancreaticos es menor en animales diabéticos vs. no
diabéticos (p=0.026 para los RPRL"* y p=0.009 para los RPRL™); en los animales
no diabéticos que carecen del RPRL con respecto a los no diabéticos silvestres
(p=0.012); y en los animales diabéticos sin el RPRL con respecto a los diabéticos
silvestres (p=0.032) (Fig. 13). Estos hallazgos confirman la reduccion en los islotes
pancreaticos en el modelo de diabetes inducido por STZ (Zhang et al., 2012) y la
menor densidad de islotes pancreaticos en animales sanos nulos para el RPRL
(Freemark et al., 2002). Este trabajo es el primero que reporta una disminucién en la
densidad de islotes pancreaticos debida a la diabetes en los animales carentes del
RPRL. Estos hallazgos son consistentes con nuestras observaciones que muestran
una menor recuperacion y una mayor severidad de la diabetes en ausencia del

receptor de la PRL.

El area de los islotes disminuye en ausencia del receptor de PRL en animales
diabéticos y no diabéticos

El area de los islotes pancreaticos de los diversos grupos experimentales se muestra
en la Tabla 1. De acuerdo a su tamano, se pueden encontrar islotes pequefos de
menos de 100 um, islotes medianos de entre 100 y 200 um e islotes grandes de mas
de 200 ym de diametro. De manera excepcional, también se han reportado islotes
con el limite superior en torno a los 500 y 700 um de diametro en el ratén (Dolensek
et al., 2015).

En la diabetes, tanto en los ratones RPRL

+/+

como en los RPRL"", no se encontraron
islotes de Langerhans grandes (Tabla 1), lo que sugiere que los islotes mayores son
primordialmente afectados por la STZ.. Al respecto, se ha reportado que los islotes
pancreaticos presentan plasticidad y su forma puede cambiar en funcion al aumento
de la demanda de insulina, estados de inflamacion, obesidad, diabetes y embarazo
(Dolensek et al., 2015).

Observamos que el area de los islotes de mediano tamafio es significativamente
menor (p=0.036) en los ratones diabéticos RPRL™ que en los diabéticos silvestres,
lo que es consistente con la menor densidad de islotes observada en la diabetes en
ausencia del RPRL. Por su parte, entre los ratones no diabéticos, solo hubo
diferencias en el area de los islotes de pequefio tamafio donde los ratones RPRL™
presentaron un area significativamente menor (p=0.047).
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Figura 12. Imagenes representativas de secciones centrales del pancreas tefiidas con
hematoxilina- eosina correspondientes a animales no diabéticos y diabéticos silvestres y
nulos para el receptor de la PRL (RPRL). La porcién violeta intenso representa el pancreas
exocrino (células acinares), mientras que las regiones rosadas claras sefialadas con flechas
amarillas representan el pancreas enddcrino (islotes de Langerhans). Se pueden observar
islotes de diferentes tamafios que se clasifican en islotes pequefios (<100 um), islotes

medianos (100-200 ym) e islotes grandes (>200 pym).
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Figura 13. Densidad de los islotes pancreaticos en los ratones diabéticos silvestres
(RPRL*) y nulos (RPRL™) para el receptor de la PRL analizada a las 11 semanas
posteriores a la induccion de diabetes con STZ. El numero dentro de las barras indica el

numero de ratones que se analizaron por grupo. *p < 0.05; **p < 0.01

Area de islotes Area de islotes Area de islotes
pequefos < 100 (um2) medianos 100-200 (um2) grandes >200 (um2)

Diabético
PRLR+/+ 4 3562 +445.8 18616 + 1842 No presentes
PRLR-/- 6 3752 +5154 13023 + 1556 No presentes

p 0.782 0.036

No diabético

PRLR+/+ 6 4042 + 354.2 16113 + 1566 64860 + 15372
PRLR-/- 5 2795 + 450.3 14233 + 1341 40206 + 4863

p 0.047 0.399 0.135

Tabla 1. Area de los islotes pancreaticos los ratones diabéticos diabéticos silvestres
(RPRL*) y nulos (RPRL™) para el receptor de la PRL analizada a las 11 semanas

posteriores a la induccién de diabetes con STZ.

8. DISCUSION
La PRL es una proteina originalmente identificada por su capacidad para promover

la produccion de leche en la lactancia. Sin embargo, ademas de sus bien conocidas

propiedades lactogénicas, la PRL es también una hormona altamente versatil cuyas
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funciones estan relacionadas con la reproduccion, el crecimiento, el desarrollo, la
regulacion inmunoldgica, la conducta y el metabolismo (Kelly et al., 2001; Wang et
al., 2013). Actuando como hormona metabdlica, diversos estudios han revelado el
papel importante que juega la PRL en la regulacion de la homeostasis de la glucosa.
Se sabe que la PRL tiene efectos directos sobre la funcidon pancreatica, aumentando
la secrecién de insulina, disminuyendo el umbral de glucosa para la secrecion de
insulina y favoreciendo la incorporacion y retencidn celular de la glucosa a través de
aumentar la glucocinasa y el transportador de glucosa 2 (Bole-Feysot et al., 1998).
Durante el embarazo, la PRL materna estimula la proliferacion de las células (3 asi
como la produccién y secrecién de insulina lo que puede desempefar un papel
fundamental en la expansion de la masa de células § que se requiere para satisfacer
las mayores demandas metabdlicas y el crecimiento y diferenciacion de los tejidos
que opera en esta fase del ciclo reproductor (Wang et al., 2013). Ademas, se ha
demostrado que el RPRL esta altamente expresado en la célula § pancreatica
durante el embarazo (Gorvin, 2015). Hoy en dia se reconoce que el efecto de la PRL
en la regulacion metabdlica de la glucosa no se limita al periodo del embarazo y la
lactancia. Estudios in vitro e in vivo reportan que la PRL estimula la proliferacion y
supervivencia de las células f, mejora la sintesis de insulina y aumenta
potencialmente la vascularizacion de los islotes pancreaticos tanto en hembras como
en machos (Lemini et al., 2015; Hyslop et al., 2016). Estudios clinicos han
demostrado que bajos niveles de PRL sérica estan asociados con una mayor
prevalencia de diabetes y alteraciones en la regulacion de glucosa. (Wang et al.,
2013). En concordancia con los estudios clinicos, se ha observado que los niveles
circulantes de PRL se reducen en ratas diabéticas tratadas con STZ y en ratones
obesos tratados con dieta alta en grasa (Lemini et al., 2015; Ruiz-Herrera et al,
2017). Mas aun, Holstan y Sandler propusieron que la PRL puede prevenir el
desarrollo de DM en ratones tratados con STZ  debido a sus efectos
inmunosupresores (Holstad y Sandler, 1999; Hyslop et al., 2016); observaron que la
administracion de PRL tenia un efecto benéfico reduciendo los niveles de glucosa en
sangre y la insulinitis, pero no fue claro si estas acciones son farmacoldgicas o si
pudieran mimetizar el efecto protector de la PRL endogena.

Bajo esta premisa y sabiendo que la PRL promueve la funcion y proliferacion de las

células B del pancreas, propusimos la realizacion del presente trabajo con la
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finalidad de investigar el efecto protector de la PRL enddgena en la DM inducida por
STZ, utilizando ratones desprovistos del RPRL.

Establecimos en el laboratorio un modelo experimental de DM que utiliza dosis bajas
y multiples de STZ. Bajo este esquema obtuvimos una tasa maxima de diabetes del
63.15% en los ratones RPRL** y del 72% para los ratones RPRL" durante la
semana 2 y 4 post-STZ. Este resultado concuerda con lo descrito por Kataoka et al.
(2013), donde reportan una incidencia maxima de diabetes del 67% en la semana 5
posterior al tratamiento, utilizando ratones hembras en el dia postnatal 7 (P7)
inyectadas con una dosis unica de STZ de 50 mg/kg. Algunos autores que aplican
protocolos de multiples dosis bajas de STZ para la induccién de DM (50 a 55 mg/kg
de peso por 5 dias consecutivos) en ratones de 6 a 8 semanas de edad, han
reportado porcentajes de diabetes en un rango amplio de el 50 a el 90% durante la
semana 3 posterior al tratamiento con STZ (Tesch y Allen, 2007). De manera
general, la incidencia de DM inducida por dosis bajas de STZ dependera de la
actividad de la STZ y la sensibilidad de los roedores al farmaco, la cual puede variar
debido a factores como condiciones de estrés, el género, la edad, la dieta y el peso
corporal (Tesch y Allen, 2007; Deeds et al., 2011). Aun asi, el periodo de tiempo en
el que se presenta la diabetes es altamente reproducible.

Pese al hecho de que la diferencia en la tasa maxima de DM entre los grupos
RPRL"* y RPRL" es casi del 10%, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, de manera interesante, observamos una recuperacion
del estado de hiperglucemia en ambos grupos, la cual se present6 en menor
proporcion y con una mayor latencia de aparicion en los ratones RPRL™. Dicha
recuperacion es posible debido a que el modelo de DM que empleamos induce una
lesion subodptima de las células B del pancreas y una progresion de la diabetes
basada, en parte, a una insulinitis autoinmune secundaria que destruye parcialmente
a una poblacién de células 3 y deja una fraccion residual que sobrevive al efecto
citotoxico del farmaco (Tesch y Allen, 2007; Wu y Yan, 2015). Ademas, ha sido
reportado que aunque las células p tienen un potencial mitético limitado, en un
estado hiperglucémico agudo se puede estimular la hiperplasia de las células § al
activarse la neogénesis de células precursoras, derivadas de células madre o de
células pancreaticas exocrinas que se sabe conservan la plasticidad fenotipica y

pueden transdiferenciarse en células pancreaticas endocrinas (Bouwens, 2006), lo
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que significa que después de la induccion quimica de la DM, el estado de
hiperglucemia se puede revertir (Radenkovi¢ et al., 2016). Al respecto, Hartmann et
al. (1989) y Kataoka et al. (2013) reportaron una recuperacion espontanea de la
diabetes inducida por STZ en ratones neonatos de 5 a 7 dias de edad a partir de las
semanas 2 a 5 después de haber sido inyectados con STZ. En sus estudios, estos
investigadores solo muestran la dinamica de regeneracion de la célula p sin dejar
claro los mecanismos y factores que promueven este proceso de recuperacion.
Nuestros datos sugieren que, la ausencia del receptor de PRL, se asocia con una
menor recuperacion de la DM inducida por STZ por lo que PRL puede estar
involucrada en la proteccién y/o proliferacion de fraccidn residual de la células § que
sobreviven tras el tratamiento con STZ.

Consistentemente con los resultados obtenidos, estudios in vitro utilizando cultivos
de islotes pancreaticos, reportaron un efecto citoprotector de la PRL sobre las
células B ante agentes nocivos como citosinas, donadores de o6xido nitrico y
peréxido de hidrogeno (Yamamoto et al., 2010). Recordando que las células B son
particularmente susceptibles al estrés oxidativo debido a su bajo potencial
antioxidante, los autores propusieron que la PRL mejora la supervivencia de éstas
células a través de prevenir la apoptosis inducida por diversos insultos citotoxicos
que causan estrés oxidativo (Yamamoto et al., 2010), como es el caso de la STZ.
Otro estudio in vitro demostré que la STZ induce a la caspasa-3 en células INS-1,
una linea celular de insulinoma de rata productora de insulina, para producir
apoptosis, y que la PRL reduce significativamente la activacién de la caspasa-3 en
dicha linea celular (Fujinaka et al., 2007). La determinacion los mecanismos por los
cuales la PRL protege contra los efectos citotoxicos de la STZ sobre las células f3-
pancreaticas in vivo es objetivo del desarrollo futuro de este proyecto.

Los ratones RPRL™ diabéticos no solo presentaron una menor recuperacion del
estado hiperglucémico, también mostraron mayor severidad de la DM inducida por
STZ, puesto que sus niveles de glucosa en ayuno fueron mas elevados en

+/+

comparacion con los ratones RPRL™" diabéticos. Hasta el momento no hay reportes
sobre el efecto de la STZ en ratones RPRL”. No obstante, nuestros resultados
muestran una clara diferencia en la incidencia, tasa de recuperacion y severidad de
la diabetes entre los ratones RPRL** y RPRL™, siendo durante las semanas 7, 8 y 9

la ventana de tiempo donde esta diferencia es mas evidente entre grupos.
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Freemark et al. (2002) estudiaron el efecto de la pérdida del RPRL en el desarrollo y
la funcidn de los islotes pancreaticos. Entre sus conclusiones destaca que los
ratones RPRL" tuvieron una reduccion del 26 al 42% en la densidad de los islotes y
en la masa de células 3, que los islotes pancreaticos de ratones nulos para el RPRL
fueron mas pequenos que de los de ratones silvestres al momento del destete pero
no en la edad adulta, y finalmente que el peso y los niveles de glucosa en sangre en
ayunas fueron iguales entre los ratones RPRL** y RPRL™, pero los niveles de
glucosa después de una carga de glucosa i.p. fueron 10 - 20% mas elevados.

Durante el desarrollo del proyecto, confirmamos que en condiciones fisiologicas
normales, no hay diferencias ni en el peso ni en los niveles de glucosa sérica en
ayuno entre los ratones RPRL"* y RPRL” adultos puesto que al inicio del
experimento, en la semana 0 previo al tratamiento con STZ, ambos grupos de
ratones mostraron niveles de glucosa similares (Fig. 10B), y durante las 11 semanas

del experimento los ratones no diabéticos RPRL” tuvieron la misma ganancia de

+/+ -/-

peso que los ratones RPRL™". Kelly et al. (2001) mostraron que los ratones RPRL
muestran una ligera reduccion en el peso, sin embargo, nosotros no observamos
dicha reduccion de peso, en concordancia con lo reportado por Freemark et al.
(2002).

En cuanto a la densidad de los islotes, corroboramos que hay una disminucion en el
numero de islotes por area en los ratones no diabéticos carentes del RPRL. Por su
parte también confirmamos que durante el estado diabético, la disminucion de la
densidad de islotes fue mas abrupta. Zhang et al. (2012) reportaron una disminucion
en el numero de islotes de ratones adultos tratados con STZ. En apoyo a este
resultado, en la literatura se menciona una reduccion en el numero y volumen de
islotes pancreaticos ademas de una evidente reduccion concomitante en la
capacidad de secrecion de insulina por parte de las células B en ratones y ratas
tratados con STZ bajo un protocolo experimental similar al utilizado por nosotros
(King, 2012). Finalmente, el area de los islotes también se vio disminuida en la DM
inducida por STZ.

La disminucién tanto en la densidad como en el area de los islotes pancreaticos que
se presentd en los ratones diabéticos y que fue mas severa para los RPRL™
sustenta los resultados descritos anteriormente en donde observamos una mayor
severidad de la diabetes y menor recuperacién del estado hiperglucémico en este

grupo experimental. La disminucién en densidad y area de islotes se puede deber a
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que si bien la STZ dirige de manera selectiva su efecto citotoxico hacia las células p
pancreaticas, la glucotoxicidad local que se induce por la hiperglicemia debida al
estado diabetogénico causa deterioro de la funcidon celular tanto de las células
como de las no § (Wu y Yan, 2015). Ademas, puesto que es bien sabido que la
insulina y el glucagdn, es decir, las células f y a, tienen efectos opuestos en la
regulacion de la glucosa en sangre, las interacciones entre células 3 y células no 3
(a,y, &y €) son importantes para estimular la funcidén y regulacién de las células
pancreaticas enddcrinas (Zhang et al., 2012; DolenSek et al., 2015); por lo que la
pérdida de células p y por tanto de dichas interacciones causa alteraciones en la
morfologia completa del islote. La mayor disminucion en la densidad y tamario de los
islotes observadas en animales diabéticos carentes del receptor de la PRL son
consistentes con los efectos reportados de esta hormona estimulando Ia
supervivencia y proliferacion de las células § pancreaticas (Bole-Feysot et al., 1998;
Hyslop et al., 2016) y, por ende, con la menor recuperacion y la mayor severidad de
la diabetes en los animales nulos para el receptor de la PRL observada en el
presente estudio. Es posible que en ausencia del receptor de la PRL, la falta de
cambios en el area de los islotes pequeinos bajo condiciones de diabetes y la de los
islotes medianos y grandes en ausencia de diabetes se deba a una compensacion
en la proliferacion de células no-beta, lo que sugeriria que la PRL enddgena también
ejerce acciones modulando la proliferacion y funcion de los otros tipos celulares. Al
respecto, es posible que la ausencia de efecto de la PRL resulte en niveles alterados
tanto de la insulina como de las otras hormonas pancreaticas y que esto influya
sobre la regulacion local de la proliferaciéon de los distintos tipos celulares del
pancreas endocrino. Estas posibilidades deberan ser analizadas mediante estudios
futuros que evaluen la composicion celular de los islotes de Langerhans y los niveles
hormonales respectivos en los animales diabéticos carentes del receptor de PRL.

En conjunto, la destruccion de las células § por efecto de la STZ causa un dafio
parcial o total del islote pancreatico. No obstante, con base en nuestros resultados,
la presencia del receptor de PRL atenua dicho efecto citotoxico y, en consecuencia,
permite a la PRL disminuir la severidad de la diabetes y favorecer la recuperaciéon de
la misma. Quedan por determinar los mecanismos por los cuales la PRL ejerce
dichos efectos. Especificamente, si la PRL promueve la supervivencia y proliferacion

de la poblacion residual de células B, y de los otros tipos celulares, que sobreviven a
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la citotoxicidad de la STZ y los mecanismos moleculares involucrados en sus

acciones.

9. CONCLUSIONES

1. La PRL es una hormona que regula la homeostasis de la glucosa al promover
la proliferacion, supervivencia y funcién (sintesis y liberacion de insulina) de las
células p del pancreas.

2. La destruccion y la pérdida de la funcion de las células 3 del pancreas
contribuyen a la patogenia de la DM. El modelo experimental de DM inducido por
dosis bajas y repetidas de STZ causa la destruccion especifica de las células 3 pero
deja una fraccion residual de células sobrevivientes. Es en dicha fraccion residual de
células  donde se propone que la PRL ejerce sus efectos protectores.

3. En este estudio utilizamos ratones carentes del receptor de la PRL donde
demostramos una menor recuperacion del estado hiperglucémico y una mayor
severidad de la DM inducida por STZ. Ademas, encontramos que estas alteraciones
se asocian con una mayor disminucion del numero y del area de los islotes
pancreaticos debidas al cuadro diabético.

4. Estos resultados apoyan el efecto protector de la PRL contra el desarrollo y
progresion de la DM experimental y sientan las bases para el analisis futuro de los

mecanismos celulares y moleculares involucrados en estas acciones hormonales.
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