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*Nosotros somos los descendientes de esos hombres. Es daellos sin
duda, que hemos heredado la existencia de la explicacién, ld angustia
que nos impuisa a buscar el sentido de la existengha. Angustia
creadora de todos los mitos, de todas las religiones, de todas las
filosoflas y de la ciencia misma. No dudo por mi parte que esla
imperiosa necesidad sea innata, que esté inscrita en aiguna parte del
lenguaje del codigo genético y que se desarrolle espontaneaments.”

Jacques Monod, “Le hasard et la nécesité”. 1970
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Resumen

La glucocinasa forma parte del grupo de las hexocinasas, también es
conocida como hexocinasa tipo IV. Es una enzima tejido-especifica presente en
los hepatocitos, y en las células beta pancreaticas. Esta enzima juega un pape!
clave en la homeostasis de la glucosa, regulando la secrecion de la insulina en
respuesta a la glucosa en las células beta del pancreas y regutando la entrada
de la glucosa en el higado. En el ser humano, las mutaciones en el gen de la
glucocinasa causan la diabetes tipo MODY 2.

Existe diferente regulacion de la actividad y de la expresion del gen de la
glucocinasa en el higado y en el pancreas. Esta diferencia puede deberse a las
diversas funciones de estos dos érgancs en la homeostasis de la glucosa. Se ha
demostrado la existencia de dos distintos promotores en un solo gen. La
existencia de dos promotores puede explicar |la regulacién por distintos factores
de la glucocinasa en el higado y la célula beta pacreédtica. En el higado, la
glucocinasa se regula en respuesta al ayuno y a la realimentacion, siendo la
insulina y el AMPc los mediadores de esta respuesta. En contraste, en la célula
beta pancredtica, son los niveles de la glucosa los que inducen la actividad de la
glucocinasa. Los glucocorticoides y las hormonas tiroideas han demostrado
afectar la expresién de la enzima hepatica y pancreatica. El desamollo de la
enzima entre el pancreas y el higado también es diferente. En el pancreas la
enzima estd presente desde la vida fetal y la glucocinasa en el higado aparece
dos semanas después del nacimiento, y su expresién depende de un estatus
hormonal y alimenticio. Se ha mostrado que el Acido retinoico aumentd los
niveles de RNA mensajero de la glucocinasa en la células de insulinoma RIN-
m&F; sin embarge, no puede eliminarse la posibilidad de que el efecto del 4cido
retinoico en la glucocinasa de las células RIN-m5F fuera inherente a la linea
celular o estuviera relacionado con su capacidad de diferenciancién. En este
trabajo se demostré que, a concentraciones fisioldgicas el Acido retinoico es
capaz de estimular la actividad de la glucocinasa tanto en islotes fetales e islotes
de rata adulta como en hepatocitos de rata neonato y de adulto. Por medio de la
técnica del DNA ramificado {(bDNA), una técnica sensible de amplificacién de
sefial, se demostré que éste efecto es mediado por un aumento en niveles del
RNAm de la glucocinasa.



Abstract

Glucokinase, one of the isoenzymes of the hexokinase group, also known
as hexokinase type IV, is a lissue-specific enzyme present in hepatocytes, and in
pancreatic beta cells. Glucokinase plays a key role in glucose homeostasis,
regulating insulin secretion in response to glucose in the beta ceils and uptake of
glucose in the liver. In humans, mutations in the glucokinase gene cause maturity
onset-diabetes of the youth (MODY 2).

Differential regulation of glucokinase activity and gene expression in the
liver and pancreas has been reported. This difference might be expected
considering the different funtions of these two tissues in glucose homeostasis.
Comparision of the pancreatic and hepatic glucokinase gene transcripts reveals
the existence of two distinct promoters in a single glucokinase gene. The
existence of two promoters support the concept that different factors regulate
glucokinase transcription in the liver and pacreatic beta cell. In the liver,
glucokinase is regulated in response to fasting and refeeding, being insulin and
cAMP the mediators of this response. In contrast, in the pancreatic beta cell
glucose levels are the ones which induce islet glucokinase activity.
Glucocorticoids and thyroid hormones have demonstrated to affect the
expression of hepatic and pancreatic isoenzymes. The development of the
enzyms between the pancreas and the liver is also different. In the pancreas the
enzyme is already present in fetal life. In the liver glucokinase first appear two
weeks after birth, and its expression depends upon hormonal and nutritional
status. It has been shown that retinoic acid increases glucokinase activity and
mRNA levels in the insulinoma cell line RIN-m5F; however, the possibility that the
effect of retincic acid on RIN-m5F glucckinase was inherent to the cell line or
related to its differentiantion capacity cannot be rule out. In this work we
demonstrated that physiclogic concentrations of retinoic acid are able to
stimulate glucokinase activity as in fetal and adult islets as well as in neonatal
and adult hepatocytes. Using the branched DNA (bDNA) assay, a sensitive
signal amplification technique, we demonstrated that these effect is mediated by
increases in glucckinase mRNA levels.



INTRODUCCION

Los estudios bioquimicos en los ultimos 25 aflos han establecido que la
glucocinasa (ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasa EC 2.7.1.2) juega un papel
primordial en el control de la euglucemia, regulando el metabolismo de la
glucosa tanto en e! higado como en las células beta del pancreas {lynedjian y
cols. 1989).

Se define como euglucemia a las concentraciones de glucosa en la
sangre dentro del intervalo de 4 a 6 mM (70-110 mg/dl), y este nivel se debe
mantener a pesar de los cambios en la alimentacion y los consumos diarios.

Varios Organos se encuentran involucrados en mantener este estado
euglucémico, dentro de los cuales, el higado y el pancreas son, sin duda, los
principales. .

El higado es por unidad de peso el sitio més importante de
almacenamiento de glucosa en estados de hiperglucemia, los hepatocitos la
remueven del torrente sanguinec para convertirla en glucdgeno o alguna otra
forma de energia. Durante periodos de hipoglucemia, el higado degrada el
glucégeno y permite la salida de glucosa a la circulacion. Las células beta de!
pancreas, por otro lado, contribuyen a la homeostasis de !a glucosa en el
organismo ajustando los niveles circulantes de insulina y glucagon. Cuando los
niveles de insulina se elevan, el higado responde coordinando la induccion de
enzimas mediadoras de la glucdlisis y giucogenogénesis, y al mismo tiempo
quedan inhibidas las enzimas reguladoras de la glucogendlisis y
gluconeogénesis. Asi cuando los niveles de insulina bajan y los de glucagon se
elevan, los procesos de regulacion para dichas vias metabdlicas se invierten.

En contraste, la glucélisis en las células beta es regulada por los niveles
circulantes de glucosa y no de insulina (Liang y cols. 1992).

La caracteristica en coman de ambas células, hepatocitos y células beta
del pancreas, que contribuye a mantenter la homeostasis de la glucosa, es ia
expresién del gen de la enzima hexocinasa IV, mejor conocida como glucocinasa
(lynedjian y Girard, 1990).

Esta enzima sélo se encuentra en las células del parénquima hepatico, en
las células beta del pancréas, en las células neurosndbcrinas del tracto
gastrointestinal y en el hipotadlamo (Matschinsky 1996; Jetton y cols.1994). La
presencia de la glucocinasa en las células L-enteroenddcrinas dispersas a lo



largo del epitelio medio y posterior del intestino y en las neuronas del hipotalamo
ventromedial sugiere algin papel en la modulacidén de la conducta de Ia
alimentacién, captacién y utilizacion de nutrientes (Jetton y cols. 1994).

Estudios sobre la estructura y gen de la glucocinasa demostraron la
existencia de un unico gen con dos promotores diferentes separados entre si por
mas de 12kb (Magnuson, 1990}

La regulacién transcripcional de la glucocinasa hepatica se encuentra bajo
control hormonal y nutricional (Burch y cols. 1982), sin embargo, se sabe muy
paco sobre el efecto de estos factores sobre la glucocinasa pancreatica
(Matschinsky an cols.1968).

Ef descubrimiento de la existencia de dos promotores con diferentes
secuencias nucleotidicas controlando la transcripcion del gen de la enzima,
sugiere una regulacién diferencial de la glucocinasa en los tejidos.

El hallazgo reciente de que la actividad incrementada de la glucocinasa
pancreética en ratones transgénicos es capaz por si sola de regular los niveles
de glucosa sanguinea (Epstein y cols. 1992.), ademas del hecho de que
pacientes con diabetes mellitus de tipo MODY 2, presentan mutaciones en esta
enzima (Stoffel y cols.1992), subrayan el papel determinante de la isoenzima en
el control de la glucemia.

En este trabajo se estudid el efecto del acido retinoico sobre la expresion
del gen de la glucocinasa, asi como también el efecto del retinoide en la
actividad de la enzima en pancreas y en higado en diferentes estadios de
desarrollo. A continuacién se presentaran algunos antecedentes necesarios para
comprender con mas detalle el importante papel de la glucocinasa en el
metabolismo de la glucosa y su relacién estrecha con la secrecién de insulina en
respuesta a la concentracién de glucosa. También se abordaran los estudios
previos en el conocimiento de la regulacion de la glucocinasa hepatica y
pancredtica y por Gltimo la relacion que se ha encontrado entre [a glucocinasa y
la diabetes mellitus.



ANTECEDENTES

Glucocinasa

El transporte y la fosforilacion de la glucosa son los pasos inciales para su
utilizacion por todos los tejidos. El primer paso es el movimiento de la glucosa a
través de la membrana celular por medio de transportadores especificos. Existen
reportados cuatro diferentes transportadores designados como GLUT 1 al 4
(Thorens y cols.1988). El segundo paso es su fosforilacién, pasando de glucosa
a glucosa 6-fosfato {Fig.1), paso que es catalizado por la familia de enzimas
denominadas hexocinasas (HK).

0
1
OH-CH; 0-P-0-CH;
H 0 ATP ADP H 0
/" H N Z H H
OH H HK OH H
HO OH HO OH
H OH H OH
G lucosa Glucosa 6-fosfato

Fig.1 Fosforilacién de la glucosa

Los miembros de esta familia presentan diferentes propiedades cataliticas
gue dependen del tejido donde se encuentren asi como de su distribucién
intracelutar (Middleton, 1990). En mamiferos estan presentes cuatro isoenzimas
de esta familia: hexocinasas |, II, lll, IV.

Las HK de la 1 a la Il tienen propiedades en comun, que incluyen un peso
molecular de aproximadamente 100 kd, la posibilidad de fosforilar otras hexosas
y su relativamente alta afinidad por la glucosa. Ademas de que son inhibidas por




elevadas concentraciones del producto de la reaccién que catalizan: glucosa 6-
fosfato.

La hexocinasa IV, mas comunmente llamada glucocinasa (EC 2.7.1.2), es
estructural y funcionalmente diferente a las otras isoenzimas. Su peso molecular
es de aproximadamente 50 Kd, tiene una baja afinidad por la glucosa, mucho
menor afinidad para otras hexosas y no existe inhibicién por el producto de la
reaccion que cataliza (Tabla 1).

Hexocinasa Peso Kn{glucosa) G6F(-)°  Tejido
Molecular

{mM) _

! =100 kd ¢ nqt Si Cerebro, Rifion

i =100 kd 0.13 Si Musculo, Adipocitos

1 ~100 kd 0.02° Si Higado, Rifi6n

v =50 kd 50°¢ No Higado, Péncreas

a Cinética hiperbdlica

b Inhibido por exceso de glucosa
¢ Cinética sigmoidal (Kx=KHiH)
d G6F(-) inhibici{on por glucosa 6-fosfato

Tabia 1. Caracteristicas estructurales y funcionales de las hexocinasas.

Son 3 propiedades enzimaticas que distinguen a la glucocinasa de las
otras hexocinasas de mamifero:; 1) su baja afinidad por la glucosa, 2) su falta de
inhibicién por glucosa 6-fosfato y 3) la cinética cooperativa con la glucosa.

La falta de inhibicion por la glucosa 6-fofato a baja concentracion, asocia
la ausencia de sitios de union alostérica en la glucocinasa para el producto de la
reaccién. La tercera propiedad de la glucocinasa, su cooperatividad cinética con
la glucosa, es tanto fisiolégica como tedricamente, interesante: la cooperativivad
cinética con la glucosa le permite tener cambios en su tasa de reaccion en
respuesta a los cambios de concentracion de glucosa. La glucocinasa tiene un
solo sitio de unién y funciona en estado monomérico (Conolly y Trayer 1979).
Por esto, el modelo clasico de cooperatividad para enzimas multiméricas no es




aplicable. Un mecanismo llamado “induccién por ligando de transicion lenta” es
la explicacion mas favorecida para el comportamiento cooperativo de la
glucocinasa (Cardenas y col 1984). La base del madslo es la existencia de dos
estados conformacionales y cinéticamente distintos de la enzima y la posibilidad
de la interconversion entre ellos en funcién de la concentracién ambiental del
sustrato. Una consecuencia de la relativa lentitud con la que se da la transicidn
conformacional a la tasa catalitica consiste en que le confiere a la enzima
“memoria” de su interaccidn con el sustrato. Esta propiedad es el aspecto central
del modelo de cooperatividad “nemotécnico” de las enzimas monoméricas
(Cornish-Bowden y Storer 1886).

Resulta interesante también sefialar que, en general, existe un
paralelismo entre un transportador particular y una hexocinasa especifica, es
decir, el transportador con més baja K, se encuentra generaimente presents con
hexocinasas de K, pequena (GLUT-1 con HK 1), y el transportador de alto K, se
encuentra presente en tejidos donde se encuentra la hexocinasa IV (GLUT-2 con
GK) .

El sistema GLUT-2/GK presente en e! higado y en las células beta dsl
pancreas, juega un papel muy importante en el proceso de regulacidn de la
glucemia; a concentraciones por arriba de 8 mM, la glucosa entra a la célula por
medio de los transportadores localizados en la membrana plasmética. La K,
para el transportados GLUT-2 es de aproximadamente 15-20 mM (Mueckler,
1991). Una vez dentro de la célula, la glucosa es fosforilada por la glucocinasa
cuya constante de afinidad es de aproximadamente 5 mM. La diferencia
existente entre 1a K, del GLUT-2 y la glucocinasa indica que el transporte de
glucosa hacia el interior de las células no es el paso limitante de la reaccién,
siendo entonces la modulacién de la velocidad de la fosforilacién de la glucosa
por la glucocinasa la limitante en la velocidad de utilizacién de la misma por las
células (Printz y cols.1993).

La cinética sigmoidal de la glucocinasa describe un considerable
aumento en su actividad fosforilante a concentraciones de glucosa entre 5-10
mM. Por otra parte como ya se menciond, no existe un mecanismo de
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retroalimentacién negativa por medio de la glucosa 6-fosfato. Estos indicadores
otorgan a la glucocinasa la caracteristica de permitir que el metabolismo de la
glucosa varie en funcion de la concentracion de la glucosa sanguinea. (Shimizu
¥ cols. 1988).

Caracteristica de la estructura del gen de la Glucocinasa

En los ultimos 10 afos las técnicas de biologia molecular han sido de gran
importancia para el estudio de la glucocinasa. Para poder entender los
mecanismos de regulacion tejido-especifico de esta enzima se requirid la
clonacion del DNA complementario (cDNA). El gen de la glucocinasa fue
primeramente clonado de la rata y su estructura sirvid como un estindar de
referencia para otras especies (Magnuson y cols. 1989)

La caracteristica mas notable en este gen es la presencia de promotores
alternativos, los cuales scn los responsables de la iniciacién de la transcripcidn
en diferentes sitios del DNA.

La primera clave de la existencia del promotor tejido-especifico provino de
estudios de secuencias de DNA complemetario de higado de rata y de
insulinoma. Magnuson y colaboradores (1989) identificaron nueve exones
numerados del 2 al 10 en la unidad de transcripcién. La secuencia del exén 1
difiere entre la forma pancréatica y la hepética, dando como consecuencia una
diferencia de 15 aminoacidos en la region N terminal de la proteina; en tanto que
los exones restantes son idénticos en ambos tejides {Fig. 2).

El promotor localizado en la parte 5distal regula la transcripcién del gen
en las células beta, en tanto que el promotor 5° proximal regula la transcripcién
del gen en los hepatocitos (Tanizawa y cols. 1991).

El descubrimiento de que dos promotores separados entre si por mas de
12 kilobases, con diferentes secuencias nucleotidicas controlan la transcripcidn
del gen de [a enzima, puede explicar la regulacion diferencial de fa glucocinasa

en los hepatocitos y en las células beta pancresticas (Bedoya y cols. 1986;
lynedijian y cols.1989).

En el humano el gen de la glucocinasa se localiza en la banda 13 del
brazo corto de! cromosoma 7. La secuencia de los 465 residuos de aminoacidos



de la glucocinasa de rata y de humano es idéntica en un 98%. El gen de ambas
especies consta de una estructura similar en cuanto a exones e intrones
(Tanizawa y cols.1991).

RNAm de glucocinasa hepitica

Fig.2 Gen de la glucocinasa. Se ha demostrado la existencia de un Unico gen
que codifica para la glucocinasa, con dos diferentes promotores separados entre
sf por més de 12 kb. La secuencia del exén 1 también difiere entre las dos
productos resultantes, sin embargo, el resto de los exones son idénticos.

El gen de la glucocinasa es un interesante ejemplo de una unidad
trascripcional con promotores tejido-especificos los cuales son afectados por

estimulos nutricionales y hormonales.

Glucocinasa Pancreftica

En el pancreas, la glucocinasa juega un papef esencial en el mecanismo
que permite a las células beta secretar insulina en respuesta a los niveles de



glucosa sanguinea (Ashcroft 1980. Miwa y cols.1880). La liberacion de insulina
inducida por los niveles post-prandiales de glucosa (10mM) se dispara
coincidiendo con el momento en que la actividad de la glucocinasa aumenta
{Matschinsky 1996).

Mecanismo de secrecién de insulina.

La insulina es secretada por las célula beta del pancreas, las cuales se
encuentran localizadas en los islotes de Langerhans. Los islotes estan
compuestos diferentes tipos y de células: células «, B, v, y PP, productoras de
glucagon, insulina, somatostatina, polipéptido intestinal y polipéptido pancreético
respectivamente. '

La secrecion de insulina ocurre de manera basal (constitutiva) y también
estimulada (regulada). La secrecion basal tiene periodicidad de 9 a 14 miny es
inherente a la célula beta y posiblemente sea modulada por mecanismos
neuronales.

La secrecién de insulina estimulada por glucosa es regulada por un
complejo mecanismo en el que esta involucrado el metabolismo de la glucosa, la
generacién de segundos mensajeros y en un efecto eléctrico mediante el cual se
despolariza la membrana de la célula beta. Esta despolarizacién provoca la
entrada de calcio, dando como resultado la fusién de los granulos de insulina
con la membrana plasmatica y finaimente liberando la hormona al torrente
sanguineo (Ashcroft y cols. 1980).

La primera etapa para la secrecibn de insulina en respuesta a la
concentracion de glucosa es su entrada a la célula por medio del transportador
GLUT-2 que, como ya se menciond, tiene una K, alta para la glucosa {15-20
mM). Una vez dentro de la céiula la molécula es fosforilada por medio de la
glucocinasa. La glucosa 6-fosfato resultante continua su catabolismo en la célula
beta de! pancreas a través de la via glucolitica y posteriormente de [a oxidacién
mitocondrial. Este proceso genera un cambio en la tasa ATP/ADP, con lo cual
ocurre un cierre de canales de potasio sensibles a ATP, lo que ocasiona una
despolarizacién en la membrana plasmética, asi se desencadena un cambio en
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el potencial de voltaje de ia célula que permite la apertura de canales de cakio y
con ello la entrada de este cation (Fig.3).

A su vez el aumento de calcio intracelular, activa proteinas como la
calmodulina, que a su vez activa proteinas cinasas, las cuales producen
fosforilacién de miosina y tubulina, que a su vez favorecen el movimiento y
fusion de los granulos que contienen insulina con la membrana.

Los segundos mensajeros involucrados en el proceso de secrecion de
insulina no se encuentran totalmente definidos. Es claro que para que haya
secrecion de insulina se requiere de procesos como la glucélisis y la oxidacion
mitocondrial, pues el gliceraldehido o alimentadores del ciclo de Krebs como la
leucina actiran como secretagogos.

GLUOOSA
———

@ GLUCORA
| Qo)

GLUCOBA=G P ADP

"

LIBERACION
DE INSULINA

Fig.3 Célula B- pancreidtica. Esquema de secrecién de insulina.
Secuencia de eventos: 1)Entrada de glucosa a la célula § por medio del fransportador Glut2:
2ZjFosforitacién de la glucosa por la GK; 3)Entrada de la glucosa-6fosfato a ciclos calabolicos;

4)Cambio en la tasa de ATF/ADP; 5)Cierre de canales de K sensibles a ATP: 8)Despolarizacion
de Ia membrana plasmatica y aperiura de canales de Ca’* dependientes de voftaje; T)Aumento
de Ca® intracelular y fusion de vesiculas con la membrana.



Diversos factores gque reqgulan la glucocinasa pancreatica

Ejercicio. En ratas sometidas a ejercicio se encontré una disminucién del
contenido de RNAm de la glucocinasa, y de forma paralela se produjo una
disminucién en el RNAm de fa proinsulina (Koranyi y cols.1991), lo cual sugiere
que el ejercicio modula la glucocinasa y la sintesis de insulina. En estos
resultados se encuentra una alta correlacion entre la disminucion del RNA de la
glucocinasa y la proinsulina, sugiriendo que la expresién de estos genes puede
estar regulada de manera paralela.

Glucosa. Algunos estudios con animales en los cuales se |mp|ant6 un
insulinoma con el fin de provocar hiperinsulinemia e hipoglucemia, demuestran
que bajo estas condiciones, la actividad de la glucocinasa hepética se encuentra
aumentada, debido al alto nivel de insulina en el plasma y a los bajos niveles de
glucosa en el mismo fluido;, sin embargo, la actividad de la glucocinasa
pancredtica no se modifica (Bedoya y cols. 1986). La disminucién de insulina en
el plasma y el incremento de glucosa cuando el insulinoma es removido provoca
un aumento en la actividad de la glucocinasa pancreética y una disminucion de
la actividad de la hepdtica, sugiriendo con esto que la glucosa es el principal
regulador de la expresidn de la glucocinasa en las células beta. Este tipo de
estudios in vivo e in vitro demostraron que la glucosa induce la actividad de la
glucocinasa, sin embargo, existe controversia sobre el mecanismo. Algunos
estudios sugieren que el efecto es mediado por un aumento en el RNAm (Tiedge
y Lenzen 1991), en tanto que otros informes apoyan un mecanismo ligado a un
efecto sobre la actividad catalitica de la enzima (lynedjian y cols. 1989 y Liang y
cols. 1980).

Hormonas tiroideas. Poco se sabe del efecto de las hormonas sobre la
glucocinasa pancredtica. los estudios sobre la regulacién de la glucocinasa han
sido flevados a cabo en linea celular de insulinoma de rata RIN-m5SF. En estos
estudios se observa que el glucocorticoide dexametasona aumenta la actividad y
los niveles de RNAm de la isoenzima, en tanto que el tratamiento con hormona
tiroidea produce una disminucion del RNAm sin afectar la actividad de la enzima
(Femandez-Mejia y Davison 1892), lo cual difiere del efecto estimulante de esta
hormona sobre la ispenzima hepética (Héppner y Seitz 1989).
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Hormonas sexuales. El embarazo esta asociado con cambios adaptativos entre
los que se incluyen un aumento en la secrecion de insulina en respuesta a ia
glucosa y una disminucion del umbral de la estimulacion por glucosa.
Magnaterra y cols. (1997} demostraron que existe una induccién, dosis
dependiente y tiempo dependiente, de la actividad de la glucocinasa en células
RIN 1046-38 por estradiol y progesterona. Este aumento en la actividad de la
glucocinasa resulta en un incremento en la fiberacién de insulina en respuesta a
la glucosa. Estos resultados sugieren que el aumento de estos esteroides
durante el embarazo afectan la expresion de |a glucocinasa en las células beta
del pancreas, y esto contribuye al desarrollo de la hiperinsulinemia observada
durante el embarazo.

Prolactina. Weinhaus y cols. (1996) demostraron que la actividad de la
glucocinasa de islotes pancredticos de ratas prefiadas aumenta de un 50 a 60%
del control observado en ratas no prefiadas. Asi mismo realizaron experimentos
adicionando prolactina al medio de cultivo de islotes de ratas no prefiadas y
observaron que este tratamiento incrementa la actividad de la glucocinasa en un
60%, efecto similar al obtenido en los islotes de ratas prefiadas. '

Vitaminas y Derivados

Acido Retinoico. Ensayos sobre la linea celular de insulinoma de rata RIN-m5F,
tratadas con &cido retinoico, derivado de la vitamina A, demostraron que el acido
retinoico aumenta la actividad y expresion del gen de la enzima (Fernandez-
Mejia y Davison 1992). Este estudio también pone de manifiesto la probable
existencia de una regulacién paralela del gen de la glucocinasa y el gen de la
insulina.

Biotina.- Borboni y cols. (19958) demostraron que en la linea celular
pancreética RIN1046-28 la biotina tiene un efecto estimulador, dosis
dependiente, sobre el RNAm de la glucocinasa, después de 24 h de tratamiento.
Estudios recientes han demostrado que fa adicién de biotina a cultivos de islotes
de rata adulta, estimula la expresion de! gen de la glucocinasa y su actividad
(Romero y caols, 1988. Datos no publicados)



Glucocinasa Hepdtica

En el higado, la glucocinasa se reguta de forma diferente al pancreas. La
actividad de la glucocinasa hepdtica se induce durante periodos de
hiperglucemia donde existe un aumento en la concentracion de insulina. Durante
periodos de ayuno la concentracién de insulina decae y la concentracion de
glucagon aumenta, y ésta dltima hormona disminuye la actividad de la
glucocinasa,

Diversos factores que regulan la glucocinasa hepética

Insulina. Se ha demostrado, en diferentes modelos experimentales, que la
insulina induce la actividad de la glucocinasa en el higado. Estudios in vivo tanto
en ratas diabéticas después del tratamiento con insulina (Sibrowsky y cols.1982)
como en condiciones post-prandiales (Sibrowsky y cols. 1980) demuestran que
esta hormona incrementa répida y sustancialmente la actividad de la
glucocinasa. Existen estudios en hepatocitos aislados sobre los cuales también
se gbserva un aumento en la actividad y en la sintesis de la glucocinasa (Spence
y Pitot 1979), efecto que se debe al aumento en la velocidad de transcripcién
(lynedjian y cols. 1988. Magnuson y Shelton1989).

Glucagon. Esta hormona hiperglucemiante produce una disminucién en la
actividad de la glucocinasa (Weinhouse, 1976), en los niveles de RNAm
(Sibrowsky y cols. 1984) y en la velocidad de transcripcién de! gen (lynedjian y
cols.1989). Este efecto estd mediado por AMP ciclico (Sibrowsky y Seitz, 1984).
El glucagon anula la accién estimulante de la insulina sobre la transcripcién del
gen (lynedjian y cols.1989).

Hormonas tiroideas. En estados hipotiroideos, la glucocinasa hepética se
encuentra disminuida (Hoppner y Sietz, 1989). La restauracion de los niveles de
hormonas en ratas tiroidectomizadas (Sibrowsky y cols. 1981) o su adicién al
medio de cultivo de hepatocitos aislados aumenta la actividad y |a sintesis de la
glucocinasa (Spence y Pitot, 1979). En estados hipertiroideos, sin embargo, la
glucocinasa no se encuentra incrementada (Sibrowsky y cols.1981). El répido
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efecto de la T y la correlacién entre la velocidad de transcripcion y la cantidad
de enzima (Hoepner y Seitz, 1989) sugieren que a nivel de la transcripcion la
hormaona tiroidea regula la glucocinasa. Decaux y col. {1997) demostraron que la
triiodotironina induce una rapida acumulaciéon de RNAm de glucocinasa, de
manera secundaria a la estimulacién de la transcripcién del gen durante ias
primeras 24 h de cultivo de hepatocitos aislados de rata de 10 dias de nacidas.

Glucocorticoides. Se ha demostrado que estas hormonas son necesarias en la
induccién de glucocinasa producida por insufina (Minderop y cols. 1987). La
dexametasona es capaz de aumentar la actividad y la masa protéica de la
glucocinasa en hepatocitos aislados, independientemente de la presencia de la
insulina en el medio (Spence y Pitot, 1979), lo que sugiere que el efecto es
directo sobre la induccion de la enzima. Se conoce poco sobre los mecanismos
moleculares por los cuales los glucocorticoides ejercen su efecto sobre la
glucocinasa, sin embargo, se sabe que la falta de éstos produce una
considerable disminucion en la estabilizacion de! RNAm de la glucocinasa. Por
otro lado, estudios por Sibrowsky y cols. (1980) demuestran que los
glucocorticoides aumentan ia vida media de la proteina, lo que sugiere un efecto
dual de los glucocorticoides sobre la glucocinasa (Minderop y cols. 1987).

Biotina. Esta vitamina incrementa la actividad de la glucocinasa de hepatocitos
aislados (Dakshinamurti y cols. 1970) y en animales que poseen baja actividad
de glucocinasa por condiciones de ayuno o por dieta rica en grasas. El
mecanismo molecular de este efecto consiste en un aumento en la transcripcion
del gen (Chauhan y Dakshinamurt, 1991). Se ha demostrado que la adicién de
biotina a una concentracion de 10° M al medio de cultivo de hepatocitos aislados
de rata, incrementa cuatro veces la actividad de la glucocinasa, observandose la
maxima actividad a las 6 h depués del tratamiento (Spence y Koudelka, 1984).

Farmacos. El hipoglucemiante oral glibenclamida induce la actividad de la
glucocinasa (Lenzen y cols.1986), sin embargo, hasta el momento se desconoce
el mecanismo molecular del efecto.

Acido Retinoico. Decaux y cols. (1997} demostraron que la adicion de
diferentes dosis de acido retinoico o triiodotironina al cultivo de hepatocitos



aislados de rata de 10 dias de nacidas provoca un aumento de la transcripcién
del gen durante las primeras 24 h de cultivo. Sin embargo, el efecto individual de

estas hormonas no es aditivo.

EFECTO DIFERENCIAL DE HORMONAS Y NUTRIMENTOS SOBRE LA EXPRESION Y
ACTIVIDAD DE LA GLUCOCINASA

Pancreas
in vitro in vivo In vitro in vivo
Diferenclacién Se expresa 15 Se expresa desde
dias después del la etapa fetal
nacimiento
insulina 1 actividad T actividad Sin efecto
T RNAmM T RNAm
Glucagon | actividad { actividad 1 actividad
(AMPc) 1 RNAmM 1 RNAM T RNAmM
1 actividad de!
promotor
Glucosa sin efecto sin efecto T actividad T actividad
Ejercicio ? ? ? 1 RNAmM
Gluco T actividad 1 actividad 1 actividad ?
corticoldes 1 RNAm T RNAm
Hormona tiroidea | T actividad 1 actividad En RIN-m5F No ?
T RNAM T RNAm afecta actividad
{RNAm
Acido retinolco | T actividad ? 1 actividad ?
T RNAmM T RNAmM
1T actividad
promotor .
En RIN-m5F
T actividad
1 RNAm
Biotina 1 actividad T actividad T actividad ?
TRNAM TRNAmM




Glucocinasa y Diabetes

La Diabetes Mellitus no insulino dependiente (DMNID, Diabetes tipo Il) es
un transtorno metabdlico caracterizado por la alterada e ineficaz secrecion de
insulina en respuesta a glucosa y por la resistencia de tejidos blanco a la accion
de la insulina. Ambos defectos contribuyen al desarrollo de una hiperglucemia en
estado de ayuno.

La etiologia de la DMNID no es del todo comprendida en detalle, aungue,
se conoce que existe un fuerte determinante genético en la aparicion de la
DMNID (Zimmet, 1981).

Como una regla general, la enfermedad se clasifica como uno de los
sindromes multifactoriales-poligenétic.  Sin embargo, existe un subtipo de la
enfermedad con un modelo simple autosomico dominante, la diabetes tipo
MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young). Este subtipo de Diabetes Mellitus
representa entre el 1-2% de los casos de DMNID y se calcula que hasta el 13%
de las familias diabéticas de origen Caucasico en Francia son MODY (Froguel y
cols. 1991).

Los genes candidatos para ser estudiados se basan en e! extenso
cenocimiento de los mecanismo bioquimicos glucoreguladores. Debido a que el
principal impacto de la homeostasis de la glucosa en sangre estd en la
glucocinasa, el gen de esta enzima tomd un papel importante en la lista de
genes potenciales de susceptibilidad a la diabetes.

Ahora ya es claro que existe mas de una causa de MODY y que cada una
resulta de diferentes genes alterados. Se han encontrado hasta el momento 5
genes asociados a diabetes mellitus no insulino dependientes tipo MODY"

MODY 1 en la que defecto esta en el gen que codifica para el factor
nuclear de hepatocitos HNF 4o (Yamagata 1996a)

MOCDY 2 en el gen de la glucocinasa (Bell y cols. 1993) y

MODY 3 en el gen que codifica para el factor nuclear de hepatocitos
HNF1a (Yamagata y cols. 1996b}.

MODY 4 en el gen IPF1 que codifica también para un factor
transcripcional {Stoffers y col 1997)

MODY 5 en et gen que codifica para el factor nuclear HNF1p
(Horikawa y cols. 1997)
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El 50-60% de los pacientes franceses con MODY tienen mutaciones
en el gen de la glucocinasa (Frogel y cols. 1993). Por otra parte, también en
estudios japoneses se encontraron mutaciones en el gen de la glucocinasa en
un gran numero de individuos diabéticos tipo 11 (Sakura y cols. 1992, Eto y cols.
1983).

Meglasson y Matschinsky (1984) postularon que pequerias reducciones
en la actividad de la glucocinasa en la célula beta podrian propiciar un mayor
requerimiento de glucosa para inducir la secrecion de insulina.

El hallazgo de que mutaciones en el gen de la glucocinasa causan
diabetes mellitus no insulino dependiente tipo MODY, ha confirmado e! papel de
esta enzima como regulador de la secrecidn de insulina. _

Por otra parte estudios experimentales han dejado establecido que la
glucocinasa es determinante en la secrecion de insulina y regulacion de la
glucemia. Ratones transgénicos que expresan hexocinasa B de levadura
(semejante a la glucocinasa) muestran niveles mas bajos de glucosa sanguinea
y aumento en la secrecién de insulina estimulada por glucosa (Epstein y cols.
1982).

Los estudios en ratones knock-out, heterocigotos para el gen de la
glucocinasa hepatica, sugieren que la deficiencia de la glucocinasa para el
higado juega un papel significativo en la homeostasis de la glucosa (Bali y cols.
1995). Por otra parte los ratones homocigotos para alteraciones en la
glucocinasa pancredtica presentan diabetes severa y mueren en la primera
semana de vida (Grupe y cols. 1995).

Se han obtenido datos que sefialan que aproximadamente 45% de los
sujetos que son heterocigotos para las mutaciones de la glucocinasa tienen
diabetes, 22% tienen intolerancia a {a glucosa y 33% tienen niveles de glucosa
minimamente elevados (6 a 7.7 mM) en ayunas (Frogel y cols. 1993}.

Vitamina A

Desde el reconocimiento de la vitamina A como un factor de crecimiento
esencial su mecanismo de accidn ha sido estudiado por nutridlogos, fisidlogos,
bioguimicos y bidlogos celulares. Los principales modelos de experimentacion
estan basados en el monitoreo de células en cultivo y/o de animales deficientes
en vitamina A o con exceso de ésta.
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El interés en el estudio de la vitamina A ha aumentado en los Gltimos afos
debido a su accion como antioxidante (Krinsky, 1993), a su accion como
inhibidor de mutagénesis y transformacion e inhibicién de lesiones premalignas,
por su asociacion con la disminucién de algunos tipos de cancer (Haq y Chyntil,
1991) y como proto-oncogen (Mangelsdorf y cols. 1992).

La vitamina A tiene también funciones de morfégeno (Mangelsdorf y
cols.1992) y es nutrimento indispensable para el crecimiento y diferenciacion
celular de muchos tejidos epitetiales y en el desarrollo embrionario (De Luca,
1991)

Existen diferentes estados de oxidacion de la vitamina A: alcohol,
aldehido y acido, que correponden al retinol, retinal y &cido retinoico, los cuales
estan relacionados con diferentes funciones bioldgicas (Fig. 4).
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Fig. 4. Retinoides



Las formas fisiolégicas de la vitamina A involucradas en el transporte
interérgano o en su almacenamiento, incluyen al retinol, al cido retinoico y a los
retinil-&steres. Con excepcién de los retinil-ésteres (Ong y cols. 1987), todas
estas formas son hidrofébicas; sin embargo, los retinil-ésteres al unirse con las
diferentes proteinas especificas que fijan retinoides se transforman en
compuestos hidrosolubles.

La vitamina A ejerce su accion sobre la expresién de genes especificos a
través del acido (AR). En los mamiferos, se lleva a cabo la conversion de retinol
a retinal, y la oxidacion del aldehido a 4cido retinoico en un proceso irreversible.

Trangporte y almacenamiento de vitamina A

La principal fuente de vitamina A en la dieta son: el R-caroteno precursor
proveniente de los vegetales y los retinil-ésteres de los tejidos animales. Durante
la digestion proteclitica en el estémago se obtienen los retinil-ésteres y los
carotenoides, que forman agregados junto con otros lipidos. Todos los retinil-
ésteres son enzimaticamente convertidos a retinol en la luz intestinal antes de su
absorcion por los enterocitos, en tanto que una porcién de los carotenoides son
convertidos a retinol directamente en los enterocitos. El retinot formado se
esterifica posteriormente por medio de la lecitin-retinol aciltransferasa y por la
Acil-CoA-retinol  aciltransferasa. Los refinil-ésteres y los RB-carotenos se
incorporan posteriormente a los quilomicrones, los cuales se transportan por
vasos linfaticos hacia la circulacion sistémica, y de ahl hacia el higado donde
son hidrolizados y reesterificados antes de ser almacenados o procesados para
formar retinol. En el higado el retinol se une a proteinas especificas (RBP) para
circular hacia los tejidos y posteriormente se une a otra proteina llamada
transtiretina. Este complejo retinol-RBP-transtiretina mowviliza el retinol a varias
células blanco donde un receptor sobre ia superficie celular regula su entrada.

En los hepatocitos los retinil-ésteres se hidrolizan por medio de la enzima
retinil-éster hidrolasa que esta asocida a la membrana plasmaética para formar
retinol. El retinol puede tomar diferentes vias: 1) dar lugar a retinil-ésteres que
puedan ser transferidos a las células estrelladas para su almacenamiento; 2)
parte del retinol también puede ser oxidado a retinal por la retinol
deshidrogenasa y posteriormente a acido retinoico por la retinal deshidrogenasa;
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3) por otra parte el retinol puede formar directamente acido retincico por medio

de una deshidrogenasa gue funciona como retinol deshidrogenasa (Fig. 5).
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Fig. 5. Metabolismo de retinoides. LRAT: lecitin-retinol aciltransferasa.
ARAT: acil CoA-retinol aciltransferasa. CRABP: proteina celular que fija
retinol.TAG: triacilgliceroles, RE: retinil ésteres.

En los altimos afios muchos estudios sobre vitamina A se han enfocado
en la funcién de las diferentes proteinas que unen retinoides (Tabla 2).

Se han postulado dos hipétesis de la funcién de estas proteinas: 1)como
amortiguadores para secuestrar y limitar la concentracion de retinoides libres en
las células; y 2) la de dirigir a los retinoides unidos a ellas hacia las enzimas
especificas para su transformacion, de manera que la reaccién sélo se lleve a
cabo cuando la proteina que une retinoides (RBP) esté unida al retinoide.
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PROTEINA RETINOIDE FUNCION

(LIGANDO)

RBP relinol Transporta retino! del higado a tejidos
exirahapaticos

CRBP rotinol Transporta retinol al nacleo de células

CRBP-It refinol Parlicipa en la absorcién del retinol en
intestino

CRABP-} &cido retinoico Transporta retinoico al ndcleo de células

CRABP-HI &cido retinoico Regula el acceso del retinoico a
receplores nuclearss

CRALBP 11-cisratinal Une retinal o retinol para que se oxide en

11-cisretinol retina '
IRBP 11-cisretinc Transporta relinol entre las diferentes

partes pan-transretinol de! sistema
visual.

TABLA 2. Proteinas que fijan retinoides (Tomado de Torres y Torres, 1995)

Como se mencioné con anterioridad, las células estrelladas del higado,
estan involucradas en el metabolismo de la vitamina A. El higado contiene
células parenquimatosas (hepatocitos) y células no parenquimatosas. Dentro de
las no parenquimatosas se encuentran las células estrelladas perisinusoidales,
las células endoteliales y las células de Kupffer. Es precisamente dentro de las
células estrelladas donde los retinil-ésteres se almacenan si hay una cantitad
adecuada de vitamina A. El tejido adiposo es el principal tejido extrahepatico de
almacenamiento de retinol, y de la movilizacion del mismo.

Mecanismo de accién molecular det acido retinoico

Dentro de la célula, el acido retincico es transportado del citoplasma al
nucleo a través de proteinas celulares que unen &cido refinoico (CRABP)
(Petrovich y cols.1887), que a su vez lo transportan hacia un receptor especifico
de alta afininad (RAR o RXR).

25



La funcién de las CRABP es la de modular las concentraciones de acido
retinoico libre, secuestrandolo y conduciéndolo hacia los receptores (RAR)
{Fiorella y Napoli, 1991).

En 1987 se aislé un DNA complementario que codificaba para una
proteina receptora de acido retinoico muy parecido a los receptores nucleares
para hormonas esteroides (Petrovich y cols. 1987). En la actualidad se
encuentra bien definido que las proteinas receptoras de acido retinoico
pertenecen a la superfamilia de reguladores transcripcionales activados por
figandos, que incluyen a los receptores de esteroides, de hormonas tiroideas y
de vitamina D.

Dos familias de receptores nucleares a retinoides han sido caracterizadas
(Leid y cols. 1992): receptores a acido retinoico (RARs, tipos o, B,y ¥ sus
isoformas, o2, B1 a B4 y y1 y y2) los cuales son activados por acido retinoico all-
trans y 9-cis; y receptores a retinoides (RXRs) (tipos a, beta, y y sus isoformas)
jos cuales s6lo son activado por dcido retincico 8-cis.

Al ser activados por e! ligando, estos receptores, actuan como factores
transcripcionales nucleares regulando la iniciacion de la transcripcién por union a
una secuencia de bases localizadas en la region promotora de un gen conocida
como RAREs: elementos de respuesta al acido retinoico (Haq y cols. 1991)
(Fig.6).
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FIG. 6 Mecanismo de accién del Acido Retinoico.



Los elementos de respuesta a éacido retinoico (RARES) consisten de
repeticiones de una secuencia motif de genes especificos (Leid y cols. 1992),
cuya transcripcion es inducida por el acido retinoico y presumiblemente altera la
expresién de los genes (Chytil y Ong, 1987).

La estructura que permite la interaccion entre DNA-proteina en cada
receptor de A&cido retinoico, es una regidén altamente conservada de
aproximadamente 65 aminoacidos con ocho residuos de cisteina, que se unen a
dos atomos de zinc para formar dos “dedos de zinc”. Estos “dedos” interactuan
con los RARESs de genes especificos.

La complejidad de los mecanismos de sefalizacion por retinoides se
incrementa por el hecho de que, al menos in vitro los receptores a acido retinoico
(RARs) se unen formando heterodimeros con receptores a retinoides (RXRs) y a
su vez se unen a las secuencias de respuesta en e! DNA. Sin embargo, los
RXRs pueden unirse al DNA como homodimeros y . también formar
heterodimeros con otros receptores nucleares como TRs (receptores a hormona
tiroidea), VDR (receptor a vitamina D) o PPARs (receptores a proliferadores de
peroxisomas) (Mangelsdorf y Evans, 1995) (Fig 7).

Promotor GEN

HETERODIMEROS

Fig.7 Elementos de respuesta al dcido retinoico (RARE’s)
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Pape! de los retinoides en el desarrollo ontogénico.

Durante el desarroilo, la fuente natural de retinoides para el tejido
embricnario es el retinol materno. (Dolle y cols. 1990).

El acido retinoico es esencial para numerosos procesos fisiologicos y de
desarrollo. La deprivacion de vitamina A durante la gestacion tiene como
consecuencia numerosos defectos congénitos, entre ellos estan los defectos
oculares, en las glandulas salivales, en la piel, en los elementos esqueléticos
(Lohnes 1995), defectos en las células epiteliales de pulmén (Grummer y cols.
1994, McMenamy y Zachman, 1988). Ademas se produce una importante
reduccion de las funciénes de digestion y absorcion intestinales (Sinha y Grosh,
1994).

En vista de sus efectos pleiotropicos, parece ser que el acido retinoico es
oxidado del retinol en areas del embrién cercanas a su sitio de accién (Dolle y
cols.1990). Esto también ha sugerido que la funcién de las proteinas citosdlicas
que unen retincides es concentrar y mantener al retinol en sitios donde el acido
retinoico se requiera en altas concentraciones. La sobreexpresion de CRABPI
(Pérez-Castro y cols. 1993) sugiere la importancia del retinoide en el desarrollo y
diferenciacién pancreéatica.

La existencia de varios receptores nucleares para acido retinoico, cuya
expresidn puede ser espacio-temporal regulada durante el desarrollo puede ser
causa de la diversidad de sus efectos. En general se ha descrito una expresion
diferencial de los genes de receptores a acido retinoico durante la embriogénesis
de raton y en tejidos de ratén adulto (Dolle y cols. 1989).
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HIPOTESIS

Dado que el acido retinoico ha demostrado tener un efecto inductor sobre
la actividad y expresion del gen de [a glucocinasa en la linea celular pancreética
RIN-m5F, es de esperarse que este efecto se observe también sobre los islotes
del pancreas y sobre los hepatocitos aislados de rata.

Dade que el gen de la glucocinasa posee dos promotores y un diferente
proceso de regulacion de la transcripcion en el higado y en las células beta del
pancreas produciendo diferentes isoenzimas, es de esperarse que el acido
retinoico regule la transcripcion de manera diferente en los dos tejidos.

HIPOTESIS NULA

Dado que Acido retinoico ha demostrado tener un efecto inductor sobre la
actividad de la glucocinasa en la linea celular pancredtica RIN-m5F, es de
esperarse que este efecto sea inherente a la linea celular o este relacionado a
su capacidad de diferenciacion, y que este efecto no se observe sobre los islotes
del pancreas ni sobre los hepatocitos aistados de rata.

29



OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del dcido retinoico sobre la actividad enzimatica y la
expresién del gen de la glucocinasa en cultivos de islotes pancredticos y en
cultivos de hepatocitos aislados de rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer el efecto del 4cido retinoico sobre la actividad y expresion del
gen de l1a glucocinasa en cultivos de hepatocitos aislados de rata adulta, y de
hepatocitos de aislados de rata de 15 a 18 dias de nacidas, para determinar si el
retinoide tiene un efecto diferenciante.

Conocer el efecto del acido retinoico sobre la actividad y expresion de!
gen de [a glucocinasa en cultivos de isloles pancreaticos de rata adulta, y de
islotes pancreaticos de fetos de rata de 21 dias de gestacion, para determinar si
el refinoide tiene un efecto diferenciante.

Conocer el efecto del acido retincico sobre la secrecién de insulina y
expresion del gen de la insulina en cultivos de islotes pancreaticos de rata
adulta, y de islotes pancreaticos de fetos de rata de 21 dias de gestacién, para
determinar si el retinoide tiene un efecto diferenciante.
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MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de islotes de Langerhans.

Se utilizaron ratas macho, cepa Wistar de 200-300 g de peso, alimentadas
ad libitum, anestesiadas con pentobarbital sddico.

Los pancreas de 4 ratas adultas fueron insuflados con solucion Hank's-
BSA (4% disuelta en sales de Spinner), a través del conducto biliar, para poder
ser escindidos (Miriart y Ramirez, 1991). Una vez separados, los pancreas
fueron colocados en un vaso de precipitados con colagenasa tipo P (B.oehringer
Mannheim) (3 mg por pancreas} y se fragmentaron con tijeras pequefias durante
aproximadamente 3 min. Posteriormente se colocaron en un matraz de pléastico,
durante 10 min, a 37°C, en un bafio con agitacién (Precision Scientific Modelo
25).

Una vez que los pancreas fueron digeridos con colagenasa se llevé a
cabo una centrifugacion a 2000 rpm, sin freno, en un gradiente de Ficoll al 27,
23, 20 y 11%. Después de la centrifugacion los islotes quedaron suspendidos
entre la capa de 20 y 11% de Ficoll.

Finalmente se realizé la recoleccién de los islotes pancredticos bajo
microscopio de diseccién. Los islotes fueron sembrados en medio de cultivo
RPMI-1640 suplementado con antibidtico-antimicético y con suero fetal de
bovino al 10%. Los cultivos se incubaron a 37°C y 5% CO; en cajas de cultivo de
60 X 15 mm, con los tratamientos correspondientes, Control: DMSO (0.01%),
como vehiculo, y Acido retinoico: a concentraciones de 10%, 107y 10° por 3, 24
y48h.

Aislamiento de islotes fetales

Se obtuvieron fetos de rata Wistar de 21 dias de gestacién. De cada feto
(en promedio 8 fetos por rata) se diseco el pancreas y fue puesto en solucién
Hank's. Posteriormente, sobre una gasa, los pancreas se separaron de cualquier
otro tipo de tejido y se colocaron en un vaso de precipitados donde fragmentaron
con tijeras pequefias durante aproximadamente 5 min hasta obtener trozos de
tejido de aproximadamente 2-3 mm (German y cols. 1990). inmediatamente
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después se procedié a la digestion con colagenasa tipo D (Boehringer
Mannheim) (3 mg por 10 fetos), durante 3 min, en un bafio de agitacion a 37°C.
El tejido digerido se centrifugd dos veces a 1200 rpm durante 1 minuto y se
resuspendié en medio de cultivo. Una vez obtenidos, los islotes fueron
incubados a 37°C y 5% CO, en presencia del tratamiento con DMSO como
control y 4cido retinoico a concentraciones 10°%, 107y 10° por 3, 24 y 48 h. en
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con antibiético y con suero fetal de
bovino 10%.

Aislamiento de hepatocitos adultos.

Los hepatocitos de rata adulta "'eron obtenidos por perfusién de higado
con solucion Hank's sin calcio, introduciendo una cénula a través de la vena
porta en un aparate de perfusion (modificado de Berry y Friend, 1969),
permitiendo que la solucion circulara por aproximadamente 5 min para eliminar
la mayor cantidad de sangre del higado. Posteriormente, se cambié el flujo de
soluciéon Hank's sin calcio, por flujo de solucién conteniendo colagenasa tipo H
(Boheringer Mannheim) (20 mg), disuelta en solucién Hank's con calcio, por
aproxidamadamente 5 min mas. El higado fue escindido y disgregado en una
caja de cultivo con medio RPMI 1640, con ayuda de un tubo conico de 15 ml. El
tejido disgregado se filtré a través de una malla de diametro 0.5 mm y se
centrifugd a 500 rpm, durante 5 min, por 3 veces, con su respectivo lavado con
RPMI 1640, para eliminar los restos de celulas dafiadas y eritrocitos.

Una vez aislados los hepatocitos se calculé el rendimiento y viabilidad por
la técnica de tincién con azul de tripdno. En cajas de cultivo primario (Falcon
“Primaria”), las cuales tiene una matriz para facilitar fa adhesién de las células,
se cultivaron 5 millones de células por condicion, se incubaron en medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado con antibidtico y 10% de suero fetal de bovino
a 37°C y 5% CO; por 24 h, y posteriormente a éste tiempo, se ailadi®é DMSO
como control o cido retinoico a concentraciones de 10°, 107 y 10® durante 3,
24y 48 h.
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Aislamiento de hepatocitos de rata de 15 a 18 dias de nacidas.

El higado de ratas de 15 a 18 dias de nacidas se escindié directamente
del animal. Los higados fueron colocados en solucién Hank’s con calcio,
posteriormente fueron cortados en trozos pequefios de menos de 5 mm. Estos
fueron colocados en un matraz de plastico e incubados a 37° en un bafio de
agitacion, durante 15 min, con EGTA disuelto en TD-Safino 1X (concentracién
final: Tris 25 mM, NaCl 137 mM, KCI 50 mM, Na,HPC, 0.4 mM) para eliminar el
calcio del tejido y facilitar la disgregacion celular.

Posteriormente al tejido se le agregd colagenasa tipo D (Boehringer
Manneheim) (0.1%) y se incubd a 37°C, en agitacién, durante otros 15 min.
Inmediatamente después de la incubacién, la suspension de! tejido fue filtrada a
través de una malla de organdi de aproximadamente 0.5 mm de diametro, El
tejido filtrado se lavé con solucién Hank's y se centrifugd durante 5 min a 1,500
rpm, 3 veces consecutivas, con lavados intercalados, para efiminar los restos de
células dafadas.

Los hepatocitos aislados se resuspendieron en medio de cultivo RPMI
1640-suero fetal de bovino 10% y antibiético. Se calculé el rendimiento y
viabilidad por el método de tincién de azul de tripano y se incubaron a 37°C y 5%
CO, por 24 h en cajas de cultivo (Falcon “Primaria”); al finalizar este periodo de
incubacién se afadio el tratamiento correspondiente.

Determinacion de la actividad de la glucocinasa

Una vez terminado el tiempo de tratamiento respectivo, indicado en las
figuras, las células fueron cosechadas y centrifugadas a 2000 rpm durante 5
min. El botén celular fue lisade con 500 pl de solucion de lisis (Reporter Lysis.
Promega). Para asegurar la lisis completa se someti® a un proceso de
congelacién-descongelacion y posteriormente fue sonicado (Ultrasonic
Processor) por 15 seg.

Al producto sonicado se le anadié 500 ul de solucidn de extraccidn de
glucocinasa (concentraciones finales: Tris 20 mM, KCI 200 mM, MgSO, 8 mM,
EDTA 10 mM y ditiotreitol 2 mM), y se ultracentrifugd a 35000 rpm durante 1 ha
4°C, con el cbjeto de eliminar los microsomas (especificamente la enzima
glucosa 6-fosfatasa que se encuentra en sllos).
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Los sobrenadantes fueron recuperados y su actividad enzimatica se
analizé por medio de !a técnica descrita por Walker y Parry (1966).

PRINCIPIO DE LA REACCION

ATP  ADP NAD+  NADH
glucosa—L—-A—- glucosa 6-fosfato L—L—. 6-fosfogluconolactona
GLUCOCINASA GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA

Los extractos celulares, los cuales contienen enzimas como la hexocinasa
y glucocinasa, se analizaron en presencia de glucosa, ATP, Mg®*. La formaci6n
del primer producto (glucosa 6-fosfato) es proporcional a la actividad fosforilante
de hexocinasa y glucocinasa presente en el extracto. La cantidad del producto
formado se determind por su deshidrogenacidn en presencia de un exceso de la
enzima glucosa B-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides
{Sigma) y NAD como coenzima. La formacién de NADH + H se midid a través
de cambios en la absorbancia a 340 nm y es proporcional a la cantidad de
glucosa 6-fosfato proveniente de la primera reaccion.

Dado que los extractos celulares también poseen actividad fosforilante de
la glucosa por la presencia de hexocinasa (baja Km por la glucosa), la actividad
de fosforilacion se determiné a dos diferentes concentraciones finales de
glucosa: 0.5y 100 mM.

El cambio en la densidad Optica obtenido en la reaccion con glucosa a
una concentracion de 0.5 mM es el que representa la actividad de la hexocinasa
y el obtenido en la reaccién con glucosa con la concentracién final de 100 mM es
el que representa la suma de ambas: hexocinasa y glucocinasa. Por ello, al
restar el valor obtenido a baja glucosa de! valor a alta glucosa se obtuvo el valor
carrespondiente a la actividad la glucocinasa.

La actividad enzimatica fue estandarizada en funcioén de la cantidad de
proteina. Esta fue determinada por el método colorimetrico de Bradford (Bio-
Rad), a una longitud de onda de 535 nm. El principio de este método se basa en
la determinacién de la cantidad de proteina por unidén especifica del colorante
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acido azul de Coomassie, a residuos de aminoacidos basicos y aromaticos
(Bradford, 1976). El cambio producide en la actividad de la glucocinasa se
expreso en porcentaje.

Extraccion de RNA

Al finalizar el tiempo de tratamiento, las células hepaticas o los islotes
pancredticaos fueron retirados de las cajas de cultivo y centrifugados a 2,000 rpm
durante 5 min. Todo el material utilizado en la extraccion de RNA m fue
esterilizado y tralado previamente con distilpirocarbonato (DEPC Sigma), para
evitar la accion de RNAsas.

El paquete celular abtenido fue transferido a tubos Eppendorf, a los cuales
se les agregd 1 ml de Trizoi (Gibco BRL} por tratamiento, hasta conseguir una
mezcla homogénea. Después de incubar 5 minuntos a temperatura ambiente se
les agregd 200 ul de cloroformo, para separar las fases donde se encuentran
proteinas y los acidos nucléicos. Se agitd en Vortex y se centrifugd a 10, 000
rpm, por 15 min, a 4°C. Se transfirié la fase acuosa a otro tubo Eppendorf y se le
agreg6 500 ul de isopropanol para precipitar el RNA y se incubd a -20°C toda la
noche. Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm, 10 min, a 4°C, se desechd el
sobrenadante, se lavd el precipitado con etanol al 70%, se centrifugd a 12,000
rem, por 5 min, a 4°C, se deseché nuevamente el sobrenadante, se dej6 secar el
precipitado por unos min y éste se resuspendié en agua bidestilada. Esta
solucién se incubd a 55°C, durante 10 min para asegurar su total solubilizacion.
Una vez solubifizado en agua el RNA se mantuvo a -70°C hasta ser analizado.

Andlisis de RNA

El RNAm de la glucocinasa y de la actina se cuantificaron utilizando Ia
técnica de amplificacion de sefiales de bDNA (branch DNA), la cual permite
determinar cantidades muy pequenas de RNA (Fig.8) El fundamento de la
técnica consiste en la amplificacion de la sefial del RNAmM a través de sondas
ramificadas conjugadas a una enzima (fosfatasa alcalina), la cual transforma su
sustrato en un producto luminiscente. La amplificacién de la sefal luminiscents
es directamente proporcional al mensaje original. Este método es altamente
sensible y especifico. Todos los componentes, incluyendo los amortiguadores y
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los reactivos de DNA usados en esta técnica, son exclusivos de Chiron
Corporation.

El RNAm de la glucocinasa se procesé como lo describe Wang y cois.
(1997) para la cuantificacién del preRNA y el RNAm de la insulina. Las muestras
de RNA se incubaron a 63°C, en presencia de 200 pl de amortiguador de
extraccion [78 mM Hepes, pH 8.0; 12.5 mM EDTA, pH 8.0, 6.27 mM LIiCl, 1.6%
de sulfato de litio lauril; proteinasa K (1mg/ml}; DNA de una sola cadena (19
ug/ml); 7.8% de formamida; 0.05% de azida de sodio; 0.05% Proclin 300], en
proteinasa K y con sondas de captura especificas acopladas a placas de 96
pozos aisladas con sellador adhesivo (Microtiter Plate Sealer, Flow Laboratory)
de placas, durante una noche, para capturar el RNAm de la glucocinasa vy fijarlo
a la superficie de los micropozos. Después de enfriar la placa por 10 min a
temperatura ambiente, los pozos se lavaron 2 veces con la solucidn A [citrato
salino estandar (SSC) y 0.1% de SDS). Se aiadieron 50 ul de solucién de
amplificacién de bDNA a una concentracion de 1 prol/ml, en diluyente de
amplificacion {que se preparé incubando 50% de suero de cabaillo; 1.3% SDS; 6
mM Tris-HCI, pH 8.0; SSC 5X, proteinasa K (0.5 mg/ml}, seguido ds la adicidén de
1mM de fenil sulfonil floruro para inactivar la proteinasa K, 0.05% de azida de
sodio y 0.05% de Proclin 300] e hibridizado a 53°C por 30 min. Después de
enfriar y enjuagar como se describié anteriormente, se afadieron 50 ul de una
mezcla conteniendo fosfatasa alcalina conjugada con la sonda de marca (2
pmol/ml) en diluyente de marca ( diluyente de amplificacion) e hibridizado a 53°C
por 15 min. Se dejo enfriar {a placa y se procedio a lavar dos veces con la
solucién A como en el paso anterior y 3 veces con la solucién B (8SC 0.1X).
Finalmente, se afadid a la placa 50 pl de sustrato (Lumiphos 530) para la
fosfatasa alcalina, reaccién que se efectud en 25 min a 37°C. Se determind la
emision de luz en un lumindémetro a 37°C. Cada experimento se realizéd por
triplicado y fue estandarizada con RNAm de actina.
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Construccién de plasmido

E! promotor -1000 pb de la glucocinasa pancreatica de rata, otorgado por
el Dr. Magnuson de la Universidad de Vanderbilt (Shelton y cols.1992), fue
clonado en el vector de expresion pFOXCAT1 (German y Wang, 1994, Odagiri y
cols, 1996).

Transfeccién de islotes fetales

Los experimentos fueron realizados con base en la técnica descrita por
German y cols. {1990): Los pancreas de ios fetos de 21 dias de gestacion fuercn
aislados y digeridos por 5 min con colagenasa D y 2 ml de DNAasa |.

Después de 3 h de cultivo para depletarlos de fibroblastos, los islotes
fueron recuperados y dispersados con tripsina 0.05% / 0.53mM de EDTA. Los
islotes dispersados fueron incubados a 37°C en una atmésfera de 5% CO, .
Después de otras 3 h de cultivo para depletar de fibroblastos, las células fueron
cosechadas y lavadas con PBS (solucién salina de fosfatos) dos veces a
temperatura ambiente, y resuspedidas con 25 pg de plasmido purificado por el
método de cloruro de cesio (Sambrook y cols. 1989) que conteniene una
construccion de -1000 pb del promotor de glucocinasa pancredtica y el gen
reportero CAT (cloranfenicol acetil-transferasa). Se colocaron en celdas
especiales para electroporacion y se les dié una descarga de 175 volts, 2,000
ufarads en un electroporador BTX modelo 600.

Las células transfectadas se incubaron en medio de cultivo RPMLt 1640
suplementado con suero fetal de bovino al 10% y con antibidtico-antimicético y
posteriormente se les afiadié Acido retinoico (10 M) o vehiculo (DMSO 0.01%),
por aproximadamente 48 h, antes de extraer la proteina.

Ensayo de CAT (Cloranfenicol acetil transferasa)
Para llevar a cabo el ensayo de CAT (Sambrook y cols. 1989) las células

transfectadas se despegaron manualmente de las cajas de cultivo con PBS, se
colocaron en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 1,200 rpm, durante 2 min. El
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botén celular obtenido se lisé con 150 pl de Tris 200 mM, pH 7.5. Los extractos
provenientes de la lisis se centrifugaron a 14,000 rpm, durante 15 min, para
eliminar fragmentos celulares. Después de la centrifugacion se midié 1a
concentracién de proteina de cada muestra. La determinacion de la actividad de
CAT se efectud con 25 pg de proteina del extracto en presencia de 20 ui de
acetil CoA (25mg/ml), 2 pl de cloranfenicol radiactivo (C** 10uCi) y 130 pl de Tris
(200mM). La reaccién se llevo a cabo por 3h a 37°C. Al finalizar el tiempo de
incubacién el cloranfenicol acetilado y el no acetilado se extrajeron por adicion
de acetato de efilo. Las muestras se secaron en un liofilizador (Savant
Instruments Inc.) durante 30 min. Una vez secas la muestras se realizé una
cromatografia de capa fina (Silica Gel. Merck) para separar el sustrato y el
producto. La separacién se efectud en una solucién de cloroformo al 95% y de
metanol al 5%. La radioaclividad presente en el cloranfenicol acetilado se
determind en Phosphoimager 425 (Molecular Dynamics).

Transfeccion de células COS-1

La transfeccién de esta linea celular se efectué por el método de
precipitacion con cloruro de calcio (Gorman y cols. 1982).

{as células (6 X 10° en 5 mi) fueron sembradas en cajas de cultivo para
alcanzar un 80-90% de confluencia un dia antes de la transfeccién. Después de
24 h de haber sido sembradas, se les agregé un co-precipitado de cloruro de
calcio con el plasmido (10 pg) a introducir en la célula: pSG5 (vector vacio) o
pSG5-RARa (vector que contiene las secuencias codificantes para el receptor
para &cido retinoico affa). Después de 3 h de incubacidn, las células se
sometieron a un choque con glicerol. Se restituyd el medio de cultivo y se
mantuvieron durante 48 h en tratamiento, hasta que se cosecharon para el
aislamiento de naclecs.

Aislamiento de Proteinas Nucleares

Para e! aislamiento de las proteinas nucleares y de los nucleos se siguio
el protocolo bdsico descrito por Zerivitz y Kusjarvi (1989). Una vez que las
células COS-1 transfectadas fueron tratadas durante 48 h con acido retinoico,
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éstas fueron cosechadas, lavadas en solucién amortiguadora de fosfatos y
centrifugadas a 1200 rpm, durante 5 min, a 4°C. Las membranas se rompieron
por congelamiento en hielo seco y posteriormente se les agregd buffer A (10
mM) Hepes a pH 7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM de MgCI2, y 1 mM da DTT), se dejé
reposar por aproximadamente 2 min. Los nucleos fueron aislados por
centrifugacion a 3,500 rpm, durante 10 min, a 4°C. Después de esto se valort el
estado de integridad los nicleos con azul de tripano.

Las proteinas nucleares se extrajeron en el buffer C (20mM Hepes pH 7.9,
0.4 M de NaCl, 25% de glicerol, 1.5 mM de MgClz , 0.2 mM de EDTA, 1 mM de
DTT y 0.5mM de PMSF), y fueron incubadas a 4°C, durante 30 min, con
agitacion muy lenta. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas'a 14,000
pm, por 20 min, a 4°C y el sobrenadante fue mezclado 1:1 con el buffer D (20%
de glicerol, 20 mM de Hepes, pH 7.9, 50 mM de KCI, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT,
0.5 mM PMSF).

La concentracién de proteina se determiné por medio del ensayo de
Bradford. Las alicuotas de los extractos nucleares se congelaron en hielo seco-
etanol y se almacenaron a -80°C, hasta antes de ser utilizadas.

Ensayo de geles de retardo (Gel Shift Assay (EMSA))

Se mandaron sintetizar oligonucledtidos complementarios, sentido y
antisentido, que contienen la secuencia del promotor de la glucocinasa
pancredtica -196 a -154 al cual se denomindé GKRARE, y otro que contiene la
secuencia del receptor humano B para el acido retinoico, al cual se denomind
RARE. A continuacién se mencionan las secuencias.

GKRARE1

5'GATCCAGTCACTGCAGTGACAGGGTGACAGAGTGGTCACCATGGTGAC
GKRAREZ2

5GATCGTCACCATGGTGACCACTCTGTCACCCTGTCACTGCAGTGACTG

RARE 1
5'GATCGGGTAGGGTTCACCGAAAGTTCACTCG
RARE 2
5'GATCCGAGTGAACTTTCGGTGAACCCTACCC



Estos nucleétidos se hibridaron mezclando en una concentracion igual de
oligo sentido y oligo antisentido de cada uno, y calentando a 80° C, durante 5
min, dejando posteriormente que alcanzaran una temperatura ambiente. Esas
dobles cadenas de GKRARE y RARE fueron marcadas radioactivamente con y-
32p ATP con la polinucleétido kinasa T4. Posteriormente fueron incubados con 4
ug del extracto de proteinas nucleares en un buffer de union (0.01 mg/mi poly di-
dC, 10 mM Hepes, 40 mM KCI, 2mM MgCi2, 0.5mM DDT, 0.5mM EDTA, 4%
gliceral), en un volumen de reaccion de 20 pl.

Cada una de las muestras fue incubada por 20 min a temperatura
ambiente y posteriormente se corrieron en un gel de acrilamida con TBE 5X a
150 volts durante aproximadamente 2 h. En el caso de utilizar competidor, se
mezcid con el extracto en una proporcion 50X y se preincubd durante 10 min,
antes de agregar la sonda.

Secrecién de insulina

Se obtuvieron los islotes por el método descrito con anterioridad en este
trabajo. Se colocaron 50 islotes por tratamiento en cajas multipozo en medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino, con el tratamiento
correspeondiente durante 24 h.

Una vez completado el tiempo de incubacién el medio fue retirado y los
islotes fueron lavados con solucién de secrecién (NaCl 115 mM, KCI 5§ mM,
NaHCOs 24 mM, CaClz 2.2 mM, MgCl:, Hepes 10 mM, BSA 0.17%). Una vez
lavados, se incubaron durante 60 min a 37°C y 5% CO; en nueva solucién de
secrecién a pH 7.4, con diferentes concentraciones de glucosa (5.5 mM y 16
mM). Transcurrido este tiempo se fomd una alicuota de la solucidn de cada
condicidn y se congeld hasta ser analizada la insulina secretada por los islotes.

Andlisis de la secrecidn de insulina

La insulina secretada en la solucién de secrecion fue cuantificada por el
método de RIA (radicinmunoanalisis), que estd basada en la técnica del doble
anticuerpo (ICN Biomedical, CA).

Esta técnica consiste en colocar la muestra problema en presencia de
anticuerpo anti-insulina, y después se afadié insulina marcada radioactivamente
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('%1). Esta mezla se incub6 durante una hora a 37°C. En este paso existe una
competencia entre los dos tipos de insulina por el anticuerpo agregado.

El paso siguiente fue agregar el segundo anticuerpo contra el primero
para precipitar el complejo formado y se incubd toda la noche a temperatura
ambiente, luego se centrifuga la mezcla a 3,500 rpm durante 15 min, se elimina
el sobrenadante y el precipitado se leyd en un contador de centelleo de rayos
beta. De esta manera, se obtuvo que la cantidad de insulina problema es
inversamente proporcional a la insulina marcada (datos que se obtienen en el
contador de centellec). Estos datos se intrapolaron en una curva de
concentraciones de insulina marcada.

Estadistica.

Los datos presentados son porcentaje medio + error estandar. El nivel de
significancia fue determinado por el método de t-de Student para las mediciones
de 2 pardmetros, para las mediciones multiples se utilizé el método de ANOVA.
El nivel de significancia escogido fue de p50.05.
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RESULTADOS
PANCREAS

Efecto del &cido retinoico sobre la actividad de 1a glucocinasa en islotes de
rata adulta.

Se analizd el efecto de acido retinoico sobre la actividad de la glucocinasa
en islotes aislados de pancreas de rata adulta. Como muestra la Tabla 3, existe
un efecto dosis-respuesta en la actividad de esta enzima estimulada por acido
retingico a las 24 h de tratamiento, siendo la mayor estimulacién en la dosis de
10 M: el efecto se observa desde la concentracion mds baja utilizada (1 0% Mm).

El analisis temporal de la estimulacion por &cido retinoico sobre la
actividad de la glucocinasa {Grafica 1A) demostr6 que dosis de retinoide de 10
M incrementa la actividad de la enzima en un 103 + 6.4% a las 24 h de
tratamiento, el efecto estimulante es sostenido a las 48 h de incubacién, donde
se observa un aumento de 84 1 4.1%.

Efecto del acido retinoico sobre la actividad de la glucocinasa en islotes
pancreiticos fetales.

Se ha reportado que el 4cido retinoico promueve la maduracion del islote
fetal y la secrecién de insulina en respuesta a glucosa (Tuch y cols. 1990), en
este trabajo se investigd si el efecto de! dcido retindico sobre Ia glucocinasa es
modificado por el grado de diferenciacion del tejido.

Como se muestra en la Tabla 3, los islotes pancreéticos de ratas de 21
dias de gestacion respondieron de manera positiva a diferentes dosis de acido
retinoico a las 24 h de tratamiento.

Se realizé el estudio temporal de esta estimulacién en la actividad e la
glucocinasa a las 24 y 48 h de tratamiento con una concentracién de 10® M de
acido retinoico. Como se muestra en la Grafica 1B, existe un aumento en la
actividad de la glucocinasa de 196.6 + 13.7% a las 24 h posteriores al
tratamiento. Un efecto de estimulacién menor se observa a las 48 h de
tratamiento (44.2 + 3.7%).
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Efecto del &cido retinoico sobre los niveles RNAm de la glucocinasa.

Se determind si el efecto del &cido retinoico esta relacicnado con un
incremento en la expresion del gen de la glucocinasa. Dado que los niveles del
RNAmM de esta enzima son muy bajos, se adapté la técnica de bDNA la cual es
una técnica de amplificacién muy sensible para la deteccién de niveles de
RNAm.

Se encontré que existe un aumento relativo de RNAmM de glucocinasa en
islotes de rata adulta de 51.8 + 13.3% y 628 + 16.1% alas 12y alas 24 h de
tratamiento con el retincide a dosis de 10°® M (Grafica 2A). En lo que respecta a
los islotes fetales el aumento en el RNAM de glucocinasa fue de 55 +14% y 107

-+ 30% a las 12 y a las 24 h de tratamiento, respectivamente (Gréfica 28).

Efecto del icido retinoico sobre la actividad del promotor de la
glucocinasa.

Con el fin de determinar el mecanismo por el cual el acido retinoico
aumenta los niveles de RNAm se procedié a determinar si este efecto esta
mediado por la estimulacion en la actividad del promotor de la glucocinasa. arar
ello se transfectaron islotes fetales con una construccién que contiene -
1000 kb del promotor de la glucocinasa, en un vector de expresion al cual va
unido el gen reportero CAT (cloranfenicol acetil-transferasa).

Como se muestra en ia Grafica 3, se observé un aumento de 57% = 24%
a las 48 h de tratamiento con acido retinoico 10® M en la actividad del promotor
de la glucocinasa medido a través de la actividad de CAT (Grafica 3). No se
observé efecto en el vector vacio pFOX-CAT1 (Control como 100 % vy acido
retindico 85 ¢ 9.3 %).

Geles de retardo (EMSA:Electrophoretic mobility shift assay).

Nuestro andlisis de la secuencia del promotor de la giucocinasa
pancredtica demostrd que dentro de la region -196 a -154 existen cinco
secuencias similares al sitio concenso AGGTCA, conocido por mediar el efecto
transcripcional del acido retindico (Fig. 9).
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GiiO COMOBIEO. o.aevereiereeeraseveestsstesssaresasentesrarsaorserassbansessvmnrisstansen A(G) GT(G)TCA

Receptor a acido retinoico beta. ... GGTTCACCGAAAGTTCA
Alcohol deshidrogensa ... o GGGT%‘ITCAG'ITQ@
Gen H complemento.........occoeecieniasnesnanes AGGTCACTGACAGGGCA
Hormona de crecimiento en rata................. AGGTAAGATCAGGGACGT GACCG
Insuling AUMENA. ..ot e AGGTCCCCAGGTCATGCCCT

Glucocinasa Pancreética -196 a -154

CAGTCI;\CTGCAGT%CAGGGTG%CAGAGTGGTCA'CCATGGTG_Ié

Figura 9. Anélisis de la secuencia del promotor de la glucocinasa
pancredtica

Para determinar si la region -196 a -154 del promotor de la glucocinasa es
capaz de unirse al receptor nuclear de acido retinoico, se disefiaron una serie de
experimentos de geles de retardo para observar la formacién de complejos con
este receptor.

La fuente de receptores de dcido retinoico provino de extractos nucleares
de células COS-1 transfectadas con vector pSGS conteniendo las secuencias de!
receptor para acido retinoico «, o con el vector pSG5 vacio. Estos extractos
fueron incubados en presencia de las sondas marcadas radioactivamente
GKRARE (secuencia -196 a -154 del gen de la glucocinasa). Como control
positivo se utilizé a la sonda RARE cuya secuencia es conocida por su
capacidad de unirse con el receptor al acido retinoico.

Como se observa en la figura 10, no existe formacién de complejo en los
carriles 1 y 2 que contienen los extractos nucleares de las células que fueron
transfectadas con el vector vaclo incubados en presencia de las sondas RARE y
GKRARE, respectivamente. En los cartiles 3 y 4 donde los extractos se
incubaron en presencia de la secuencia RARE (carril 3 ) y donde los extractos se
incubaron en presencia de la secuencia diseflada GKRARE (carril 4) se observa
formacién de complejo sefialado con una flecha; los extractos nucleares de las
células que fueron transfectadas con el vector que contiene la secuencia para el
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receptor de acido retinoico «. La especificidad de este complejo fue demostrada
por competencia (carril 5), incubando los extractos nucleares que contiene la
secuencia para el receptor o en presencia de un exceso de GKRARE no
marcado y posteriormente en presencia de la secuencia RARE marcada. En los
carriles 6 y 7 se demuestra que existe inestabilidad en la formacién del complejo
en presencia del anticuerpo para el receptor de acido retincico o. Los extractos
se incubaron en presencia del anticuerpo y posteriormente en presencia de las
sondas marcadas (RARE y GKRARE, respectivamente).

Efecto del acido retinoico sobre la secrecién de insulina y los niveles de
RNAm de insulina.

Dado que la actividad de la glucocinasa es determinante en la secrecion
de insulina {(Meglasson y Matschinsky, 1996), es de esperarse que un aumento
en la actividad de la enzima se refleje en la secrecién de insulina. Por lo anterior
se analiz6 también el efecto del dcido retinoico sobre la secrecién de insulina en
los islotes pancredticos.

Como puede observarse en la Gréfica 4, a las 24 h de tratamiento con el
retinoide a una concentracién de 10° M, se incrementa la liberacién de insulina
tanto en islotes adultos como en islotes fetales. En los primeros (Gréafica 4A), el
Acido retincico aumenta la secreciSn enun 139.1 £+ 39y 1118+38% a 55y 16
mM de glucosa, respectivamente.

En los islotes fetales (Grafica 4B), los cuales tiene una pobre secrecion de
insulina en respuesta a glucosa, el tratamiento con acido retinoico se observa un
modesto incremento en la secrecion de 33.1+ 7y 292 +7 a 55y 16 mM de
glucosa respectivamente.

También se determind el efecto del tratamiento con acido retinoico sobre
los niveles de RNAm de insulina por el método de bDNA, y se observd que a las
24 h de tratamiento el mensaje de insulina aumenta en un 48.2 +9.1 % en el
islote adulto (Grafica 5A) y un 79.7 £ 20 % en el islote fetal {Grafica 5B).



TABLA 3. EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE ACIDO RETINOICO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA GLUCOCINASA EN ISLOTES PANCREATICOS DE RATA ADULTA
E ISLOTES FETALES.

Islotes de rata Adulta Islotes Fetales
Dosis Porcentaje  Significancia Dosis Porcentaje Significancia
(M) de ™ M) de Actividad 1 y]
Actividad (n=3)
{(n=3)
Control 100% Control 100%
10°% 124.2+2% 10 134.1£12.2%
107 149.7£3% <0.05 107 157.4£10.7% <0.05
10°  203.246.4% <0.05 10° 289.9+30.9% <0.05

Los islotes fueron cultivados en presencia diferentes dosis de cido
retinoico o de vehiculo (DMSO 0.01%) por 24 h. Una vez concluido el
tiempo de tratamiento se determiné la actividad de la glucocinasa. Los

datos son expresados como media * error estandar.
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Grifica 3. Efecto del acido retinoico sobre [a actividad del promotor de la
glucocinasa pancreatica. Los islotes pancreaticos fetalas fueron transfectados
por electroporacion con el plasmide pFOXCAT1 que contiene el promotor -1000
+ 14 pb de {a glucocinasa pancreatica de. rata. Las células fueron cultivadas en
presencia de una concentracién de 10 M de acido retinoico o vehiculo {DMSO
0.01%) por 48 h. La actividad del promoter fue detectada por el ensayo de CAT

{cloranfenicol aceti! transferasa). Cada valor representa el porcentaje promedio £
error estandar. * p<005
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FIG. 9 Ensayc de gel de retardo realizado con la senda disefiada GKRARE del promotor de
la glucocinasa pancredtica, Las flechas indican el sitio donde se ubica el complejo farmado.
Carril 1: incubacién de los extractos nucleares transfectados con el vector vacio {(pSGS} en
presencia de la senda RARE. Carril 2: incubacion de los extractos nucleares transfectados con el
vector vacio {pSGS) en presencia de la sonda GKRARE. Carril 3: incubacion de los extractos
nuciearas transfectados con RARa (receptor o para acido retinoico) en presencia de la sonda
RARE. Carril 4 incubacién de los extractos nucleares transfectados con RARa en presencia de
la sonda GKRARE. Carril 5: competencia, donde se muestra [a incubacidn de los extractos en
presencia de la sonda GKRARE no marcada y posteriormente la incubacion en presencia de la
sonda RARE marcada. Carriles 6 y 7; supershift, donde se muestra la incubacion de les extractos
nucleares en presencia de anticuerpe especifico para el receplor a de acido retinoice y 1a senda
RARE y GKRARE respectivamente.



A x B
300 - * %
/
/
)
o
EIN
3 / . )
SIHNS R s IR
nmn
N
0 2 7 ,
5.5 16 (mM) 5.5 16  Glucosa
Islotes adultos Islotes Fetales
(n=6) (n=3)

Grafica 4. Efecto del acido retinoico sobre la secrecién de insulina. Los
islotes fueron cultivados en presencia de una concentracion de 10°® M de 4cido
retinoico (barras sombreadas) o de vehiculo (DMSO 0.01%) (barras en blanco).
Después de 24 h de tratamiento fueron incubados en buffer de secrecién con
diferentes concentraciones de glucosa. La cantidad de insulina secretada al
medio fue analizada por radio inmuno andlisis. Los datos son expresados como
porcentaje promedio + error estandar. * p<0.05
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HIGADO

Efecto del acido retinoico sobre la actividad de la glucocinasa en
hepatocitos aislados de rata de 15 a 18 dias de nacidas.

Se analizd el efecto de diferentes dosis de &cido retinoico sobre
hepatocitos de ratas de entre 15 y 18 dias de nacimiento, edad en la que la
expresion del gen de la glucocinasa puede ser detectada en nuestra colonia de
ratas. Los resultados obtenidos se muestran en la Gréfica 6, en la cual se
observa que a las 48 h de incubacion con acido retincico, la actividad de la
glucocinasa se ve incrementada de manera dosis dependiente y de manera
significativa en todas las dosis utilizadas (10° a 10° M).

La insulina, conocida como un estimulador de la actividad de la
glucocinasa hepatica, fue utilizada como control positivo en nuestros
experimentos. La insufina produjo un aumento de 81.9 + 19.5 %, 10891189 %
y 60.8 £ 2 % en |a actividad de fa glucocinasa alas 3, 24 y 48 h respectivamente.
Los incrementos son muy similares a los obtenidos con el tratamiento con el
acido retinoico.

Dado que se utilizo dexametasona para facilitar la adhesion de las células
a las cajas de cultivo (Tanaka y cols. 1978), se investigd también si el efecto del
4cido retinoico era dependiente de un efecto permisivo de la dexametasona.
Como puede observarse en el la Gréfica 7, el tratamiento con el glucocorticoide
no afectd, ni la actividad basal, ni la actividad inducida con écido retinoico de la
glucccinasa.

En hepatocitos de rata de 15 a 18 dias de nacimiento se determind
también e! curso temporal de! efecto del retinoide sobre la glucocinasa (Grafica
8A) y se abservé una répida induccion de la actividad de la glucocinasa después
de 3 h de incubacién con el retinoide a una concentracion de 10® M. La actividad
de la glucocinasa aumento 68 ¢ 12.6 % (n=8). Este efecto estimulador también
se observé después de 24 h de tratamiento (53.9 + 4.3 n=8) y se mantuvo hasta
las 48 h (44.4 £ 3.2 %, n=6, dato no mostrado en Grafica).

Se investigd si el efecto de la insulina era potenciado con el acido
retinoico y como se muestra en la Gréfica 9A existe un aumento en la actividad
de la glucocinasa en presencia de ambos, (insulina 107 M + &cido retinoico 10°
M). Sin embargo, este efecto no es potenciado ni es aditivo.
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Efecto del 4cido retinoico sobre la actividad de la glucocinasa en
hepatocitos aislados de higado de rata adulta.

Se analizé también el efecto de acido retinoico sobre la actividad de la
glucocinasa en hepatocitos adultos para descartar la posibilidad de que el efecto
del retinoide sobre los hepatocitos inmaduros estuviera relacionado a un efecto
diferenciante del retinoide.

En la Grafica 8B se muestra que existe un rapido aumento en la actividad
de 1a glucocinasa en los hepatocitos tratados con &cido retinoico desds las 3 h
de tratamiento {116.5 ¢ 22 %, n=5), efecto que se mantiene hasta las 24 h de
tratamiento (83.3 + 22.5 %, n=5). Sin embargo, después de 48 h de tratamiento,
ya no es detectable este aumento en la actividad de la enzima {dato no
mostrado).

En todos los experimentos realizados fue utilizado como control positivo la
insulina. La insulina produce un aumento sobre la actividad de la glucocinasa de
136.7x182%alas3hy 13211243 % alas24 h.

No se observa un sfecto aditivo del 4cido retinoico sobre el aumento de la
actividad de la glucocinasa en presencia de insulina en hepatocitos adultos
(Gréfica 9B)

Efecto del acido retinoico sobre los niveles RNAm de la glucocinasa.

Al investigar si el efecto del acido retincico estd relacionado con un
aumento en los niveles de RNAm de la glucocinasa, se encontré que existe un
aumento relativo de 78 + 13.8% y 66.7 £ 14.6% a las 3 y 24 h, respectivamente,
después del tratamiento con el retinoide (Grafica 10 A) en hepatocitos de rata de
15 a 18 dias de nacidas y también se observé un aumento de 62.8 + 20.7% y
85.7 £+ 3% a las 3 y 24 h, respectivamente, después del tratamiento con el
retinoide (Grafica 10 B) en hepatocitos de rata adulta.
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Grifica 6. Efecto de diferentes dosis de acido retinoico sobre la actividad
de la glucocinasa en hepatocitos de ratas de 15 a 18 dias de nacimiento.
Los hepatocitos fueron cuttivados durante 24 h. Una vez concluido este tiempo,
se afiadio acido retinoico a diferentes dosis o vehiculo (DMSO 0.01%). El efecto
sobre de la actividad ds la isoenzima se analizé a las 48 h de tratamiento. Los
datos son expresados como porcentaje promedio * error estandar. * p<0.05
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Gréfica 8. Curso temporal del efecto del acido retinoico sobre la actividad
de la glucocinasa hepética. Los hepatocitos de rata de 15 a 18 dias de nacidas
fueron cultivados en presencia de DMSO, 4cido retinoico o insulina. La actividad
de la isoenzima fue analizada a las 3 y 24 h de tratamiento, Los datos son
expresados como porcentaje promedio t error estandar. ** p<0.005. * p<0.05
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Grifica 9. Andlisis del efecto del acido retinolco sobre la induccién por
insulina de la glucocinasa hepética. Los hepatocitos de rata de 15 a 18 dias
de nacidas fueron cultivados en presencia de los tratamientos indicados en la
grafica. La actividad de la isoenzima fue analizada a las 3 y 24 h de tratamiento.
Los datos son expresados como porcentaje promedio t error estandar. *»
p<0.005. *p=<0.05
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Resumen de los resuitados

Estos estudios demuestran que el acido retinoico, metabolito activo de la
vitamina A, es capaz de estimular la actividad enzimética de la glucocinasa
tanto en el higado como en el pancreas tanto en distintos estadios de
diferenciacion.

La magnitud del efecto del 4cido retincico sobre la actividad y expresién de la
isoenzima pancredlica varia, dependiendo del estadio de diferenciacion del
tejido, siendo mayor el efecto en el tejido “inmaduro” que en el que en el tejido
aduito. La magnitud del efecto del &cido retinoico sobre ia actividad de Ia
isoenzima hepética es independiente de la diferenciacién del tejido
observandose una estimulacién similar en ambos tejidos.

El efecto del 4cido retinoico sobre la glucocinasa hepatica y pancreatica se
produce a concentraciones fisiolégicas en el rango de la Ky de los receptores
del acido retinoico.

El acido retinoico ejerce un papel regulador en la expresidn genética de la
isoenzima en el pancreas a través de su promotor.

Existen secuencias en el promotor de la isoenzima pancredtica que contienen
secuencias concenso potenciales de interaccion hormona-receptor.

La secrecitn de insulina es afectada de manera positiva por el tratamiento con
acido retinoico, este efecto es mayor en los islotes adultos que en los islotes
fetales.

El acido retinoico también incrementa los niveles de RNAmM de la insulina,

tanto en islotes inmaduros como en islotes madures, siendo mayor en los
vltimos.

El conocido efecto estimulatorio de la insulina sobre |la actividad de la
isoenzima hepdtica no es modificado por la presencia del dcido retinoico.
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Discusion

Los resultados de esta tesis demuestran que el acido retinoico es capaz
de estimular la actividad de la glucocinasa, tanto en el higado como en los
islotes pancreaticos a través de un aumento en la expresion del gen.

En este estudio también se demostrd que el efecto del acido retinoico
sobre |a glucocinasa pancreatica se debe a un aumento de la actividad del
promotor, y se identificd un elemento muiltiple de respuesta (RARE) que es
capaz de unirse al receptor de acido retinoico. Por el contrario, en el promotor
hepético no se encontrd ninguna secuencia RARE que sugiera mediar el efecto
del retinoide. Dado que el aumento en los niveles de RNAm esta determinado
por la relacion entre su velocidad de sintesis y su velocidad de degradacion, el
aumento de RNAm de la glucocinasa mediado por éacido retinoico, podria
deberse a una disminucién en su degradacion, Sin embargo, este posible
mecanismo, ha sido descartado con los esludios de Decaux y cols. 1997,
quienes reportaron que en hepatocitos de rata de 10 dias de nacimiento, el
efecto del acido retinoico no esta ligado a la disminucién en la degradacion de!
RNAm. Ya que la gran mayoria de los efectos del acido retinoico sobre la
expresidn de los genes estd mediada a través de un aumento en |a actividad
promotora, pudiera ser que el efecto del retincide sobre la glucocinasa hepatica
esté mediado a través de un aumento en la sintesis de ofros factores
transcripcionales, que a su vez, activen al promotor de la isoenzima hepética.

Una de las principales diferencias entre la expresion del gen de la
glucocinasa pancredtica y la hepatica es su aparicién en diferentes estadios de
desarrcllo. En el islote la glucocinasa se expresa desde la vida fetal (Tu y cols.
1996), y en el higado su expresion es detectable a las 2 semanas de nacimiento.
Esta aparicion en el higado coincide con un cambio en la alimentacion rica en
grasas de la leche materna, al alimento soélido que contiene gran cantidad de
carbohidratos. La expresion del gen de la glucocinasa hepatica con el cambio de
alimentacion esta ligada principalmente al incremento en el plasma de hormonas
como la insulina y a la disminucion de glucagon (Walker y Holland 1965). En
este trabajo se estudié e! efecte del dcido retinoico sobre la glucocinasa en
diferentes estadios de desarrollo y se encontro que el tratamiento con el
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retinoide incrementa la actividad y expresion, tanto de la glucocinasa pancreatica
como de la isoenzima hepdtica, en todos los estadios de diferenciacion
analizados. Decaux y cols. (1987) encontraron que el 4cido retinoico acelera la
expresion del gen de la glucocinasa en hepatocitos de ratas de 10 dias de
nacimiento, los cuales no expresan aun la glucocinasa. Los resultados aqui
presentados amplian ese cancepto y ademas demuestran que el &cido retinoico
es capaz de afectar a la glucocinasa en el estado adulto, lo que sugiere un papel
del retinoide, no solo diferenciante, sino también fisiologico. La magnitud del
efecto de! Acido retinoico sobre la actividad y expresion de la isoenzima
pancredtica varia dependiendo del estadio de diferenciacién de! tejido, siendo
mayor el efecto en el tejido inmaduro que en el tejido adulto. Por el contrario, la
magnitud del efecto sobre la actividad de la isoenzima hepética es independiente
de la diferenciacién del tejido, observandose una estimulacion similar tanto en
tejido inmaduro como en tejido adulto. Esta variacién podria deberse a que los
islotes fetales experimentan una diferenciacion posterior durante la vida neanatal
(Tuch y cols. 1990), entre ellas la de adquirir la capacidad de secretar insulina en
respuesta a la glucosa, una de las funciones primodiales de los islotes. En tanto,
es posible gue la aparicién de la glucocinasa en los hepatocitos de rata de 15 a
18 dias de nacidas represente la enzima que se expresara en el higado durante
la vida adulta.

En nuestros estudios se enconttd que el &cido retinoico afecta
répidamente la actividad enzimatica y el RNAm de la glucocinasa hepética,
observandose incrementos desde las 3 h de incubacién con el retinoide. Esto
difiere del efecto del retincide sobre la isoenzima pancredtica, el cual no fue
aparente sino hasta las 6 h de tratamiento. Esta diferencia podria estar ligada a
las distintas funciones de los dos érganos: el higado juega un pape! primordial
en la regulacion de la glucemia, utilizando la glucdlisis y la glucogenogénesis en
periodos postprandiales, y la gluconedgenesis en pericdos de ayuno. La
incompatibilidad del funcionamiento de dos vias contrarias: glucdlisis y
gluconeogénesis, provoca que el glucagon reprima rapidamente 1a expresion del
gen de la glucocinasa (lynedjian y cols.1989). Cuando el alimento es restituido,
la glucocinasa es entonces inducida rapidamente en respuesta a un aumento de
ja insulina sérica. La importancia del funcionamiento intermitente de las dos vias
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en la funcién hepatica sugiere que la induccion de la expresion del gen de la
glucocinasa hepatica requiere flevarse a cabo de manera rapida. En
contraposicion, la intermitencia entre la glucblisis y la gluconeogénesis no es
esencial para 1a funcién del isiote pancredtico. Para las células beta del pancreas
la glucolisis es la via de importancia critica, ya que de ésta depende 1a secrecion
de insulina. Por esta razén una actividad basal de la glucocinasa pancreatica
debe de ser indispensable y las modificaciones en su actividad requieran de
mayor tiempo para efectuarse.

Decaux y cols. (1997) proponen que el acido retinoico pudiera tener un
efacto potenciador en la induccion de la glucocinasa hepdtica por la insulina.
Nuestros estudios descartan su hipétesis y demuestran que el efecto de la
insulina sobre la actividad de la glucocinasa hepatica no es madificado por la
presencia del acido retinoico.

En la célula beta, la glucocinasa juega un papel importante como
marcapaso en el mecanismo de secrecion de insulina en respuesta a [os niveles
de glucosa sanguinea. Por io tanto un aumento en la actividad de la giucocinasa
debers reflejarse en la secrecién de la hormona. En este estudio se encontrd
que, efectivamente, el tratamiento de los islotes con el retinoide aumenta la
secrecién de insulina, siendo mayor en los islotes adultos que en los fetales,
donde el fiujo glucolitico regutado por la glucocinasa inicia la cascada de
sucesos de la sefalizaciéon requerida para la secrecion de insulina. En contraste,
en los islotes fetales, el acido retinoico produce solo un ligero aumento en la
secrecidn de la hormona, a pesar de los notables aumentos que se observaron
en la actividad de la glucocinasa y en el RNAm de la insulina. Esto apoya las
observaciones previas de Tu y cols. (1996), quienes encontraron que la via
glucolitica y 1a secrecién de insulina estan desacopladas en los islotes fetales,
sugiriendo que otros factores importantes requeridos en la secrecidn de insulina
no se encuentran en el tejido fetal.

~ Estudios previos muestran que el 4cido retinoico aumenta los niveles de
RNAm de insulina en el carril celular de-diferenciada RIN-m5F (Fernandez-Mejia
y Davison 1992}, sin embargo, existe la posibilidad de que el aumento este
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relacionado con la capacidad diferenciante del &cido retincico o alguna
propiedad inherente de la linea celular. Con este estudio se demostré que el
4cido retinoico puede provocar el aumento de la expresion del gen de la insulina
tanto en tejido inmaduro como en tejido totalmente diferenciado. Se conoce que
el promotor de la insulina humana es activado por el acido retinoico (Clark y cols.
1995) por medio de un tandem de 3 sitios que contienen elementos de respuesta
regulados por hormonas y por acido retinoico (RARE/TRE), sin embargo, en el
gen de la insulina de la rata no se han encontrado secuencias similares. Existe
evidencia de que la glucosa aumenta los niveles de RNAm de la insulina por
sefales que vienen de la via glucolitica (German, 1993), y es posible entonces,
que el aumento en las sefales de la glucdlisis se deban al aumento de ia
actividad de la glucocinasa. Sin embargo, adn se requiere de futuros estudios
para determinar los mecanismos por medio de los cuales existe un aumento de
la expresion del gen de la insulina regulada por el acido retinoico en la rata.

Con este estudio demostramos que el acido retinoico es capaz de regular
a la glucocinasa y por ende afectar tanto la glucogenocgénesis como la giucdlisis
por afectar el primer paso de ambas rutas. Shin y McGrane (1997) demostraron
gue el precursor del acido retinoico, la vitamina A, estd involucrada en la
regulacién de algunas enzimas hepaticas coma la fructosa 1,6 bisfosfatasa y la
6 fosfofructo 2- cinasal/2,6 bifosfatasa y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa,
enzima limitante de la gluconeogénesis. Esto sugiere que el Acido retinoico
participa mas ampliamente en la regulacion del metabolismo de los
carbohidratos de lo que se pensaba inicialmente.

i.a deficiencia de vitamina A (refinol) es una de las afecciones més
frecuentes en el mundo (Underwood y Arthur, 1956). En México se ha reportado
que la ingesta de retinol se encuentra deficiente hasta en un 72% (Rosado y
cols. 1995). Diversos estudios han encontrado que existe una relacidn entre [a
desnutricion fetal e infantii y el desamollo de diabetes mellitus no insulino
dependiente en la vida adulta (McDonagh y cols. 1987, Hales y Baker 1992).
Esos estudios revelan que la desnutricion durante la vida fetal o neonatal
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produce cambios permanentes en la funcion y estructura de los islotes
pancredticos, tales como: una disminucién del contenido de insulina, una
secrecién de insulina alterada en respuesta a glucosa y una disminucion en el
tamafio y vascularizacién de los islotes (Hoet y cols.1992; Martin y cols. 1897,
Hoet y Hanson 1999).

Nuestros estudios demuestran la importancia de los retinoides en ia
expresion de genes determinantes en la regulacion de la glucemia y sugieren
que una suplementacion insuficiente de retinol puede contribuir al desarrolio de
algunos defectos en la funcién de fa célula beta del pancreas y al desarrollo de
algun tipo de diabetes.
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Retinoic ncid has manifold effocts on pancreatic g-cells. Previously
we ryported thot retinoic neid increases glucokinass activity ond
messenger RNA (mRNA} ovels in the insulinoma call line RIN-mS5F;
however, we could not rule out the poazibility that the effect of retinoic
acid o RIN-mEF glucokinnses was inherent to the ¢ell line ar related
to its differentinting copacity. In this report, we demonstrate that
physiologic concentrations of retinoic acid stimulate glucckinase ac-
tivity in both fotal islets nnd differentinted adult islets in culture. In
the adult tissue, tho rezponge to the retinoid was less pronounced,
achieving sbout half of the maximal effect produced on the fetal
tigsue, Uning the branched DNA {bDNA) asaay, o sensitive signal
amplification techni d d relative increases in glucoki
mRNA lovela of 518 = 13.3% and 62.8 + 16.1% nt 12 and 24 b,

respectively, in adult isleta treated with | 10™* M retinoic ncid. In fetal
islety, increases of 55 = 14.9% and 107 = 80.5% at 12 and 24 b,
respectively, were observed, In tranafocted fetal ialeta, retinoic acid
increased the nctivity of the — 1000 kb rat glucokinase promoter by
51.3%. B glucoki activity lg inmulin jon, we
alsoinvestigated the effect of retinoic acid on insulin secretion, Treat-
ment with 16~® u retinoic acid for 24 h increased insulin secretion in
both fetal nnd adult islets; however, the increases on inaulin cecretion
were more proncurnced in the maturo islets; in contrast, retineic eeid
produced higher lovels of insulin mRNA in tha fetal isleta. Theso data
show that retinoic ncid increases pancreatic glucokinase in cultured
islets nnd that the mechanism may invalve a stimulatory effect o the
glucokinano promoter. (Endocrinology 14(: 3091-3096, 1999)

LUCOKINASE (EC 2.7.1.1} is a tissue-specific enzyme
present in hepatocytes, in pancreatic 8 cells and in
certain rare neurcendocrine cells of the brain and gut (1-3).
Glucokinase plays a key role in glucose homeostasis, regu-
lating insulin secretion in response to glucose in the B cells
{4, 5) and uptake of glucose in the liver {6, 7). In humans,
mutations in the glucokinase gene cause maturity-onset-di-
abetes of the youth (MODY 2) {8) or hyperinsulinemia (9).
Comparison of the pancreatic and hepatic glucokinase
gene transctipts reveals tissue specific control of expression
and the existence of two distinct promoters in a single glu-
cokinase gene (10, 11). The existence of alternate promoters
suggests that separate factors regulate glucokinase transcrip-
tion in the two tissues, In the liver, glucokinase gene tran-
seription is under multihonnonal control (12-14). Less is
known about the transcriptional regulation of pancreatic ghi-
cokinase by hormones. Posttranscriptional regulation have
been invoked to explain glucose induction of glucokinase
(15). I a previous report, we demonstrated that pancreatic
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ghucokinase transcription and activity is also regulated by
different lipophilic hormone ligands of the nuclear hormone
receptor superfamily, and that this hormonal regulation dif-
fers between the hepatic and the pancreatic genes (16}

One member of this family, all-trens-retinoic ecid, a de-
rivative of vitamin A and a ligand for a member of the nuclear
hormoene receptor superfamily, plays an important role in
cellular development, cellular growth, and’differentiation
(17, 18). In cultured cells, the nature of the growth and dif-
ferentiation response elicited by retinoic acid depends upon
the cell line. Thus, retinoic acid induces terminal differenti-
ation of many cell types, including mouse teratocarcinoma
stem cells (19), neurcblastoma cells (20), and the promyelo-
cytic cell line, HL-60 (21). In contrast, retinoic acid inhibits the
differentiation of chondrocytes (22) and adipocytes (23). The
effect of retinoic acid on gene expression is also related to the
differentiation state of the cell: retinoic acid induces 514 gene
transcription in cultured adipocytes but not preadipocytes
(24, 25).

During development, the natural source of retinoids for
embryenic tissues is maternal retinol, In view of its highly
pleiotropic effects, it is likely that retinotc acid is synthesized
from retinol in discrete areas of the embryo, close to its sites
of action, It has been suggested (26) that the function of
cytosolic retinol binding protein (CRBP) is to concentrate and
store retinol in sites where retinoic acid is required in rela-
tively high concentrations, so that retinol can be converted to
retinoic acid in relation to specific morphogenetic processes.
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Conversely, cytosolic retinoic acid binding protein (CRABP)
may be expressed by cells whose normal developmental
function requires low levels of retinoic acid. In fetal pancreas,
us expression of CRBP but not CRABP can be
detected {26}, suggesting that high concentrations of retinoic
acid are important during pancreatic development.
Retinoic acid also affects the function of pancreatic fells:
1} It restores insulin secretion in vitamin A deficient rats (27).
2) It induces both first and second phase insulin secretory
responses to glucose in explants of human fetal pancreas,
which are normally poorly responsive to glucose (28). 3} It
increases insulin production in RINmSF cells (16) and in
human islets (29). Finally, retinoic acid increases pancreatic
glucokinase activity and messenger RNA (mRNA) levels in
the insulinoma cell line RIN-m5F (16); but this effect could
be related to the differentiating capacity of retinoic acid be-
cause this cell line is retatively undifferentiated in compar-
ison to rat adult islets cells (30~31) and several manipulation
can cause further maturation of these cells (32-35). Therefore,
in this work we analyzed the effect of retinoic acid on glu-
cokinase activity and expression in primary cultures of rat
islets in two different stages of maturity to determine if the
effect of the retinoid is related to its differentiating actions.

Matorials and Methods
Adult islet culture
Pancreatic islets were solated by the coll hod reparted by

Hirart and Ramirez (36) from 200250 g Wistar male rats {Harlan,
Mexico City, Mexico) injected ip with 0.25 ml of a 6.3% solution of
pentobarbltal (Pfiezer, Inc., Mexico City. Mexico). Islets were nusrmded
in RPM] 1640 medlum containing 10% FBS and 400 U/ml penicillin, and
200 my, streptomyct (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) [sup-
ph d 11 Park M ial Institute (RPMI) 1640 medium) and
distributed equally into 60-mm tssue culture dishes (Costar, Cam-
bridge, MA). Cultiures were incubated at 37 degree C in a humldified
atmasphere of 5% COy and after 2-4 b of plating, cells were treated
either with setinoic ocid or vehicle {dimethylsulfoxide (DMSO; 0.01%)
for the times indlcated in the text.

Fetal islet culture
Twenty-one-day gestation fetal Wistar rat islets were isolated as de-
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the activity measured at 100 mm glucose. Protein concentrations were
determined by Bradford asssy (39).

mRNA analysis

Giucokinase, insulin, and actin mRNA were quantified ysing bDNA
in » 9%6-microwell format as previously described for quan-
tification of insulin preRNA (40). All components, indluding buffers and
DINA reagents were cbtained from Chiron Corp. (Emeryville, CA). RNA
was extracted by either Trizol {Lite T ies, Inc.) or by cell lysis
with 400 pl of extraction buffer (78 mm HEPES. pH 8.0/12.5 mu EDTA,
pH 8.0/627 mu LiC1/1.6 lithium lauryl sulfate/proteinase K {1 mg/
mi}/single-stranded DNA (19 pg/ml)/75% formamide/0.05% sodium
azide/0.05% Proclin 300. RNA samples were mixed with 200 u) extrac-
tion buffer, along with proteinase K and glucoki pture and label
probes, loaded in the microwell plate, sealed with an adhesive-backed
mylar plate sealer {Microtiter Plate Sealer, Flow Laboratory), and incu-
bated overnight at 63 C In a plate heater to capture the targeted nucleic
acids to the oligonucleotide-modified microwell surface, After cooling
at room temperatury for 10 min, cells were washed twice with wash A
{Chiron Corp.}. Fifty microliters of bDNA amplifier solution containing
the BDNA amplifier probe at 1 pmol/ml in amplifier diluent {Chiron
Corp.) were added and hybridized at $3 C for 30 min. After cooling and
washing as i ebove, 50 ut of 8 mixture containing afkaline
phosphatase<conjugated label probes (2 pmol/ml) in labet diluent Chi-
ron Corp.) were added and hybridized at 53 C, for 15 min. The plate was
cooled and washed twice in baffer A as above and then washed three
times with wash sotution B {Chiron Curp.). Finally, 50 ul of chemilu-
minescent substrate (Lumiphos 530}, an enzyme-triggerable di
b for alkalire phosph wat added, and the plate was in-
cubated at 37 C for 25 min. Light emission was measured in a lumi-
nometer at 37 C. Each sample was assayed in triplicate. Each sample was
standardized to actin mRNA,

Plasmid constructs

The construction of pFOXCATI has been described previously (41).
The rat A celt glucoki ~1000 p tends from - 1000 to +14
bp and was a gift from M. Mogriuson (Vanderbilt University, Nashvitle,
TN) (42).

Fetal islet transfection

Experiments were performed as previously described by German et
al. (37); briefly, 21-day gestation fetaYWisur rat islets were isolated and
digested for 5 min with Type P and 2 ul DNase I (Boehringer
Mannheim). After 3 h of plating to deplete fibroblasts, islets were re-
covered and dispersed with trypsin 0.03%, 0.53 mu EDTA (Life Tech-

scribed pmvimul{ (37). Briefly, pancreatic glands obtained from four to . N i v

- nologies, Inc.). Diy islets were incubated at 37 Cina
B T A O aaiaton, Manoties Cermay), Tha  Mumidifed aimosphere of % COy after 3 of plaing o deplete from
g : nded in ppl d RPMI 1640 medium and fib .ce!h were harvested by rinsing r.he)plapes, and
distributed equally b two 60-mim, st culture dishes (Costar), Cul-  Yashed twicein room temperature PBS, resusperded in 08 ) PBS with
tures were Incubated 8t37C i 8 humidified atmosphere 0f 5% 00, ofter 2> pg of double cesium-purified p DNA and elec with

5 hof plating to deplete fibroblasts, islets were seeded into 60-mm tissue
culture dishes (Costar, C,lmbridg; MA) and treated either with retinoic
acid or vehicle (DMSO; 0.01%) for the times indicated in the text.
Glucokinase ossay

Seven hundred to 800 ishets were harvested and centrifuged 2t 1,200
rpm. Tissue pellets were lysed in 500 k] reporter lysis bulfer (Promega
Corp.. Madison, WI), vortexed, and cell membranes disrupted by three
freeze-thaw cycles. Five hundred microliters of GK buffer consisting of
50 mu Tris {pH 7.6), 4 mm EDTA, 150 mu KCl, 4 mas Mg,S0, and 2.5
m dithiothreitol were sdded. The lysates were then cen at4C
for 1 h at 35,000 X g, in & Beckman Coulter, I uliracentrifuge model
Optima. Supernatants were recovered, and tic activity was as-
sayed a3 described previously by Walker and Parry (38), using NAD
(Sigmn Chemical Co., St. Louis, MO) as coenzyme. Glucose6-phosphate
dehyd frotn, L 2 vides (Sigma Chemical Co.),
was used as coupling enzyme. Correction for low hexokinase activity
was applied by subtracting the activity measured a1 0.5 mm glucose from

a discharge of 175 V, 2,000 uF in & BTX electroporation system mode]
600 (5an Diego, CA). The transfected cells were in supplemented
RPMI with retinoic acid (107* w) or vehicle (DMSO; 0.01%) for approx-
imately 43 h before harvesting ard protein extraction. CAT-TLC was

cA
perfmmedming?jpg;ldpmhundbgamahm@\CAT roduct,
the samiple was incuba th.mtﬁamdddmmplu\imfﬁpuk
were analyzed using a Phosphoimager 425 (Molecular Dynamics, Inc.,
Costa Mesa, CA).

Insulin secretion

Adult or fetal islets were isolated and cultured as described above.
After 24 h of treatment with retinoic acid (107% M or vehicle, DMSO
0.01%), cells were washed twice with secretion bulfer containing 20 mm
HEPES, 115 mum NaCL, § enm NaHCO,, 4.7 mm KCL, 2.6 mas CaCly, 1.2
i KH,PQ,, and 1.2 mu MgSO, (pH 7.4). Islets were then incubated for
1 b in secretion buffer containing D-glucose as indicated in the text and
figure legends. Insulin concentration was analyzed by RIA (ICN Bio-
medicals, Inc.. CA).
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Statistics
Data are presented as mean + se. Individual comparisons were eval-
uated by Student’s paired two tailed ! st Multiple comparisons were

;uluntzd using one-way ANOVA. The significance level chasen was
< 0,05

Regults
Retinoic acid effect on adult islet glucokinase activity

To investigate if retinoic acid is able to affect this enzyme
in the adult differentiated tissue, we analyzed the effect of
retinoic acid on glucokinase activity in islets isolated from
adult rats. As shown in Fig. 1A, retinoic acid doses of 107*
M increased glucokinase activity by 103 £ 6.4% at 24 h. This
effect is slightly decreased at 48 h when an increase of 85 *
4.1% was observed. The responsiveness of adult islet pan-
creatic glucokinase to different doses of retinoic actd is
shown in Table 1; a stimulatory effect was observed at doses
as low as 107 m, the minimal concentration tested.

Retinoic acid effect on fetal izlet glucokinace activity

Retinoic acid has been shown to promote fetal islet mat-
wration and insulin secretion in response to glucose (28), We
investigated if the effect of retinoic acid on glucokinase is
modified by the level of differentiation of the tissue, Studies
on 21-day rat fetal islets showed (Fig. 18) that after 24 h
treatment with retinoic acid doses of 10”* m, glucokinase
activity increased to 196.6 * 13.7% (P < 0.005). A weaker
stimulatory effect was also observed at 48 h (44.2 * 3.7%)

A B =~
N .
F-L N
\
"IN
mﬂgﬁi FG!MM
o, 1. Effect of ic ncid on glucoki! activity in fetal end
adult islets. Islets ware isolated by coll digosti deacribed

as
in Materials and Methods. Islots were cultured for the indicated
periods of time it the presence of vehiclo (DMSO0; 0.01%) or 107%
retinoic ecid. A, Adult iglets; B, fetal islets, Datn aro expressed aa
mean p = 8E of glucokinase oetivity (ndult u 975 * 12;
fatal »102.5 = 22 pmolMh-iglet); o = 7 or 4 experimenta ps indicated
in the figure, Multiple comparisons wero evnluated wsing one-way
ANOVA * P = 0.05; **, P < 0.0005.
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(P < 0.005). As shown in Table 1, the retinoid affects glu-
cokinase activity in the fetal tissue at all the doses tested.

Effect of retinoic acid on glucokinase mRNA levels

We determined if the effect of retinoic acid was related to
an increase in glucokinase gene expression. Because glucoki-
nase mRNA levels are low, we adapted the branched DNA
(bDNA) assay, a sensitive signal amplification technique, to
measure glucokinase mRNA levels. Relative increases of
51.8 *13.3and 62.8 £ 16.1% at 12 and 24 h, respectively, were
observed in adult islets treated with retinoic acid doses of
107 m (Fig. 2A). The effect was detectable after 6 h incuba-
tion {18.2 = 10.7%}. In fetal islets increases of 55 * 14.9% and
167 = 30.5% at 12 and 24 h, respectively, were observed (Fig.
28B).

Effect of retinoic acid on glucokinase promater activity

A construct containing —1000 kb of pancreatic glucokinase
promoter driving the chloramphenicol acety! transferase
(CAT) reporter gene was transfected in primary cultures of
fetal islets. An increase of 51.3 x 19.1% of glucokinase pro-
moter activity as measured by CAT enzyme activity (n = 5),
(Fig. 3), was observed after 48 h of treatment with retinoic
acid doses of 10~ a1. No effect was observed on the empty
pFOX-CAT1 vector (Control = 100%, retinoic acid = 95 *
9.3%).

Insulin secretion and mRNA levels

Because glucokinase activity is a determinant of insulin
secretion (4, §), we analyzed the effect of retinoic acid on
insulin release at two different concentrations of glucose. As
can be seen in Fig. 4, 24 h of treatment with (107 m) of the
retineid increased insulin release in either adult islets or in
fetal islets. In the fully mature islets (panel A), retincic acid
increased insulin secretion by 139.1 * 39 and 60.1 £ 17% at
5.5 and 16 mm glucose, respectively (P < 0.05). In the fetal
islets, which are normally poorly responsive to glucose, reti-
noic acid modestly increased insulin release by 33.1 = 7 and
23.7 x 7% at 5.5 and 16 mwm of glucose, respectively (P < 0.05)
(pare! B). We also determined the effect of retinoic acid on
insulin mMRNA by the bDNA method. Treatment with 107%
s of retinoic acid for 24 h increased insulin messageby £8.2
9.1% (P < 0.05) n = § in the adult islets and by 79.7 * 20%
in the fetal islets (P < 0.05)n = 5.

Diseuassion

In the present study, we demonstrate that retinoic acid can
stimulate glucokinase gene expression and glucokinase en-
zyme activity in mature, fully differentiated pancreatic islets
as well as in immature fetal islets, although these nses
are somewhat greater in fetal islets. Although retinoic acid
may be involved in maturation of the Bcell glucose sensing
system during fetal development, as has been proposed pre-
viously (28), adult islets clearly retain the capacity toincrease
glucokinase levels and activity in response to retinoic acid.

Retinoic acid effects on differentiation, cellular growth,
and gene expression are mediated through the activation of
its nuclear receptors {7, 18). The presence of retinoic acid

ESTA TESIS NG BEBE

SAUR BE LA BIBLIOTECA
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TABLE 1. Effoct of different dose of retinoic acid on glucckinase activity in fetal and adult islets
Potal isleta Adult islets
Deosis (M) Pertent of control (o = 3) Significance (P Diosis (M) Percent of control in = 33 Significance (P1
Control 1005 Coatrol 100%
10-* 134.1 = 122% 10" 124.2 = 2%
1077 157.4 = 10.7% <0.05 10! 1497+ 3% <0.05
10-¢ 289.9 = 30.9% <006 10-¢ 203.2 = A% <0.05
Islets were inclated by collag digestion as described in Materialy and Methods. Islets were cultured for 24 h in the preaence of vehicle
(DMSO) or different dose retinoi¢ acid as indicated in the table.
0
A B *
. ]
4 150 /7
I %
-
E 1oo /
_ £ )
- * /
00 50 - %
o] /
o /1
Control RA
] 1
C B ¥ C th 2h (n=5)
ﬂ‘-_".g“ F"f,'g” Fic. 3. Effect of retinaic acid on glucokinase promoter activity. Fetal

Fic. 2. Effect of retinoic acid on glucokinase mRNA levels. Glucoki-
nase and actin mRNA were quantified using bDNA technalogy. Isleta
were cultured for the indicated periods of time in the ce of
vehicle (DMA0; 0.01%) or 10~* u retinoic acid. A, Adult isleis; B, fetal
islets. Each sample was standardized to actin. Date are expressed as
relative to that measured in cells incubated with vehicle. Each value

ta the mean = SE of six or three experiments ay indicated in
the figure. Multiple comparisons wera evalunted using one-way
ANOVA. *, P < 0.05.

nuclear receptors RXR, RAR-a, and RAR-y as well as high
levels of CRBP and CRABP has been reported in fetal and
adult islets as well as in pancreatic cell lines (26, 29, 43, 44).
Doses of retinoic acid that correspond to the doses required
for activation of its nuclear receptor (107° to 107* M) (45)
increased glucckinase activity in either fetal or adult islets,
suggesting a physiological effect of the retinoid on pancreatic
glucokinase.

Retinpic acid regulation of g-cell genes is not unprece-
dented. Clark et al. (29) have demonstrated that the human
insulin promoter activity is also activated by retinoic acid. In
this work we demonstrated the ability of retinoic acid to
activate the —1000 kb g-cell glucokinase promoter, suggest-
ing that retinoids increase glucokinase activity by activating
transcription of the gene. To our knowledge, the studies
presented here represent the first report on the physiological
regulation of the glucokinase promoter. Current studies in

islets were transfected with pFOXCAT1 containing — 1000 to + 14 bp
of rat A cell glucokinase promoter. The cells were then incubated in
medium with vehicle (DMSO; 0.014%) or 10~? M retinoic acid for ap-
proximately 48 h. CAT activity was then assayed in 25 g protein of
ihe call extracts and expressed relative to that measured in cells
incubated with vehicle. Each value represents the mean = SE of five
experiments. Signifi was d by Student’s unpaired two-
toiled £ test. *, P = 0.05

our laboratory are investigating the mechanisms by which
retinoic acid activate the pancreatic glucokinase promoter.

In a previous study (16), we have shown that retinoic acid
increases insulin mRNA levels in the undifferentiated cell
line RIN-m5F; however, we could not rule out the possibility
that the effect of the retinoid was related to its differentiating
capacity or a tesponse limited to the particular cell line. In the
present study, we demonstrate that, similar to its effect on
glucokinase, retinoic acid can stimulate insulin gene expres-
sion in mature, fully differentiated pancreatic islets as well
as in immature fetal islets. Retinoic acid has been shown to
increase human insulin mRNA through a tandem repeat of
three half sites of the retinoic¢ acid/thyroid hormone regu-
latory elements (RARE/TRE) closely matching the RARE/
TRE consensus AGGTCA at ~1037 to —1006 bp in the human
insulin promoter. No similar sequences are present in the rat
genes. It has been reported that glucose increases insulin
mRNA levels by signals coming from the glycolytic pathway
{46). Because glucokinase activity govems glycolysis, it is
possible that increases of metabolic signals from glycolysis
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FiG. 4. Effect of retinoic acid on insulin secretion. lslets were cul-
tured in the presence of vehicla (DMSO; 0.01%} or 10”7 M retinoicacid,
A, Adult islets; B, fetal islets. Open bars, Control; shaded bars, reti-
noit seid. After 24 b incubation, islets were washed and then inta-
bated in 2 ml secretion buffer containing 5.5 or 16 mu glucose. After
1 h incubation, medium was collected. The insulin concentration was
analyzed by RIA. Data are expresased in terms of mean percentages %
sE of insulin secretion above the corresponding untreated controls.
Abaolute values: Control adult 5.6 ms glucose = 25.5 + 3, fetal control
5.5 mM glucose = 1.2 = 0.2 pU/hislet,); (insulin secretion ratios 16/5.5
mt. Adult islets = 1.83 = 0.11%, fetal isleta = 1.26 = 0.06).n = Gor
3 expetiments an indicated in the figure. Muliiple comparisons were
evaluated using one-way ANOVA. *, P < 0.05.

due to the increased activity of glucokinase accounted for the
increases observed on insulin mRNA levels. Other plausible
explanations are that retinoic acid increases insulin tran-
scriptional factor(s), which in turn increase insulin expres-
sion, or that the retinoid increases insulin mRNA stability.
However, further studies will be required to determine the
mechanisms by which retinoic acid regulate insulin gene
expression in the rat.

The studies presented here also demonstrate that retinoic
acid treatment can increase insulin secretion in either the
adult and the fetal islets; however, a stronger effect was
observed in the fully mature adult islets where the glycolitic
flux regulated by glucokinase initiate the cascade of events
in the signal transduction required for insulin secretion (4, 5.
In contrast, in the fetal islets, retinoic acid produced only a
modest increase on insulin seeretion, in spite of the larger
increases produced by the retinoid on glucokinase activity
and insulin mRNA levels. Taken together, these data support
previous observations suggesting that glucokinase activity
and insulin secretion is uncoupled in the fetal islets (47). A
functional role of retinoic acid on insulin secretion was sug-
gested in vitamin A-deficient rats (27), the studies presented
herein, demonstrate that retinoic acid can affect, as well,
insulin secretion in islets from normal rats.

Defects in the normal regulation of istet function by reti-
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noids could contribute to some forms of diabetes in humans.
In malnutrition-related diabetes mellitus, vitamin A is re-
duced in all malnourished diabetic patients when compared
with malnourished controls (48). Furthermore, it has been
propased (49) that poor nuirition in fetal and early infant life
is detrimental to the development and function of the pan-
creatic B cells and predisposes to the later development of
type 2 diabetes. The role of vitamin A deficiency as a tisk
factor in diabetes underlines the significance of understand-
ing the role of retinoids in pancreatic development and
function.
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