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Resumen

Las células beta pancreéticas de rata fetal tienen la capacidad de responder a
cambios en la concentracion de glucosa, pero a diferencia de la célula beta adulta,
carecen de la primera fase y la magnitud de la secrecién es menor. Es solo
algunos dias después del nacimiento que las células alcanzan una madurez
funcional, adquiriendo una adecuada respuesta a la glucosa y haciéndose
evidente la segunda fase de la secrecion. Sin embargo, no se conoce con
exactitud el mecanismo o los factores implicados en esta maduracion funcional.

En este trabajo se caracterizaron algunos componentes del acoplamiento entre el
estimulo de glucosa y la secrecion de insulina, asi como la participacion del NGF
en la maduracién funcional de las células beta en cultivo, en dos etapas del
desarrollo de la rata.

Las células neonatales secretan menos insulina que las adultas y no responden a
la glucosa. Esta deficiencia estd dada en parte por que las células neonatales
sintetizan menos hormona y la expresiéon de transportadores de tipo GLUT2 y de
canales de calcio es menor.

En las células neonatales, las corrientes de calcio son menores y esté relacionado
a un menor numero de copias de RNAm de las subunidades alfa 1 de los canales
de calcio y una menor expresion de éstos en la membrana citoplasmatica.

El NGF endogeno tiene efectos autocrinos importantes: mantiene la sintesis de
insulina y NGF, y la expresion de canales de calcio en la membrana
citoplasmatica, mientras que el NGF exdgeno tiene efectos troficos que ayudan a
la maduracion funcional de las células neonatales en cultivo, promoviendo la

respuesta a la glucosa, incrementando su secrecion de insulina y las corrientes de



calcio. Estos efectos son resultado de un incremento en la expresion de RNAm de
insulina y de transportadores GLUT?2 y canales de calcio tipo LD en la membrana
citoplasmatica.

En conclusion, al nacimiento las células beta pancreaticas son inmaduras
funcionalmente y el NGF es un factor trofico que promueve la maduracion de la

secrecion de insulina en respuesta la glucosa.



Abstract

Pancreatic beta cells from fetal rat have the capacity to respond to changes in
glucosa concentration, but in contrast to adult cells, fetals lack of the first phase of
insulin secretion and the omound of hormon secreted is fewer. It is only some days
after birth that the cells reach a functional maturation, acquiring and adequate
response to glucose and making evident the second phase of the secretion.
However there is not known exactly the mechanism or the factors involved in that
functional maturation of the beta cells.

In this work we characterized some componentes of the glucose stimulus and
insulin secretion coupling, as well as the NGF participation in the functional
maturation of beta cells in culture in en two stages of the rat development.
Neonatal cells secrete less amount of insulin than adults and do not respond to
glucosa. This deficiency is due in part because neonaltal cells synthesize less
hormone and becase the expression of GLUT2 transporters and calcium channels
is fewer.

In neonatal cells, the calcium currents are smaller, that is related to a less level of
copies of MRNA of the calcium channels alpha 1 subunits and a fewer expression

of this channels in the cytoplasmic membrane.



The endogenous NGF has important autrocrine effects on neonatal cells: maintains
the synthesis of insulin and NGF, and the expression of calcium channels in the
cytoplasmic membrane, whereas the exogenous NGF has trophic effects that help
to the functional maturation of neonatal cells in vitro, promoting the glucose
response, increasing their insulin In contrast, the exogenous NGF has trophic
effects that help to functional maturation of the neonatal cells in culture, promoting
the glucose response, increasing their insulin secretion and the calcium currents.
These effects are due by an increase in the expression of insulin mRNA and
GLUT2 transporters and LD calcium channels in the cytoplasmic membrane.

In conclusién, at birth the pancreatic beta cells are functionaly immature and the
NGF is an important trophic factor that promotes the maturation of the insulin

secretion in response to glucose.



l. Introduccion

Durante el desarrollo intrauterino, la transferencia de glucosa y otros nutrientes
necesarios para el crecimiento y desarrollo del feto, depende completamente del
metabolismo de la madre y el nacimiento representa una etapa de transicion hacia
la independencia de la etapa posnatal.

En la etapa fetal, el organismo crece, sus 6érganos y sistemas maduran y se
preparan para los cambios que conllevan el nacimiento y su adaptacion a la vida
posnatal. En la etapa tardia del desarrollo intrauterino, las demandas energéticas
para el crecimiento son altas y la madre ajusta su metabolismo para proveer el
combustible necesario para este proceso. De esta manera, el ambiente metabdlico
de la madre determina el fetal y las situaciones que alteren este ajuste,
repercutiran invariablemente en el desarrollo y la maduracion funcional del feto.
Algunas evidencias demuestran que la obesidad materna, por ejemplo, incrementa
el riesgo de complicaciones metabdlicas que alteran el crecimiento fetal y su
riesgo a desarrollar enfermedades en la vida posnatal (revisado por King, 2006).
Después del nacimiento, el individuo se independiza de la madre y se establece
una alimentacién enteral, en la cual la leche materna provee los nutrientes
necesarios para el crecimiento y desarrollo neonatal. Los nutrientes son entonces
absorbidos en el intestino por lo que el organismo necesita controlar la
homeostasis de la glucosa en respuesta a los alimentos para que sus productos
metabdlicos sean almacenados y utilizados por los érganos y sistemas para

realizar sus funciones.



El pancreas y su estructura

En los mamiferos, la glucosa representa la principal fuente para la produccion de
energia y su metabolismo es regulado por diferentes mecanismos, entre los que
son primordiales las hormonas pancreaticas.

El pancreas es una glandula mixta compuesta por una parte exocrina y otra
endocrina. La parte exocrina esta formada por el tejido acinar y por el sistema de
conductos pancreéticos que secretan y transportan, respectivamente, enzimas y
bicarbonato, necesarios para el metabolismo inicial y la absorcion de los nutrientes
en el tracto gastrointestinal. La parte endocrina, que es la parte central de este
trabajo, es crucial para el control de la glucemia; estd formada por los islotes
pancreéticos que se encuentran dispersos entre el tejido acinar. Los islotes
ocupan del 1 al 2 % aproximadamente de la masa total del pancreas y estan
formadas por diferentes tipos celulares: células 3 (80 %), o (15 %), d (3a 5 %)y
de polipéptido pancreatico (PP), que secretan insulina, glucagon, somatostatina y
polipéptido pancreatico, respectivamente, al torrente sanguineo (figura 1.1).

Las células 3 pancreaticas sintetizan y secretan, principalmente insulina, una
hormona metabdlica esencial para la vida; en su ausencia, los mamiferos recién
nacidos, entre ellos los humanos, en pocas horas desarrollan diabetes y una

cetodcidosis severa que puede llevar a la muerte.
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Figura 1.1. Estructura del pancreas endocrino. El pancreas se localiza en el abdomen,
adyacente al duodeno, estd formado por células acinares y un sistema de conductos (parte
exocrina) y los islotes pancreaticos que son las unidades funcionales del pancreas endocrino. Las
células B3 sintetizan y secretan insulina que es vertida a los vasos sanguineos adyacentes en
respuesta a cambios en la glucosa. La insulina facilita la recaptura de glucosa dentro de las células
y tejidos como el musculo esquelético (A). B) Islote tipico de rata que muestra la localizacién de las
células B al centro, las a en la periferia y las 6 dispersas en el islote (modificado de
stemcells.nih.gov/info/scireport/chapter?.asp).

Biosintesis de insulina

La insulina se sintetiza como una preprohormona, que es el producto directo de la
traduccion del RNAm de insulina. Esta molécula contiene las cadenas Ay B de la
insulina, el péptido sefnal y el péptido C (figura 1.2).

Una vez que la preproinsulina se forma, ésta se transloca a través de la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER) hacia su compartimiento
interno o cisterna, con ayuda del péptido sefal. Inmediatamente después de la
translocacion de la cadena peptidica, la proinsulina se separa de la secuencia del
péptido sefal por accion de una peptidasa, dando origen a la proinsulina. En el

lumen del RER, la proinsulina se pliega y rapidamente se forman los enlaces



disulfuro, transportandose posteriormente a la region cis del aparato de Golgi para
un subsiguiente procesamiento y empaquetamiento en vesiculas de secrecion.
Una vez empaquetada la proinsulina, el péptido C se separa de las dos cadenas
que forman a la insulina madura (figura 1.3), almacenandose de esta manera,
insulina 'y péptido C en cantidades equimolares, junto con pequefas cantidades de
proinsulina que son secretados ante un incremento extracelular de glucosa

(Jefferson et al., 2001).

Péptido C

Figura 1.2. Estructura de la preproinsulina | de rata. La figura muestra la secuencia de
aminoacidos de la preproinsulina (pre-péptido), de las cadenas A y B de la insulina asi como del
péptido C. Los enlaces disulfuro se muestran como S-S (modificado de Jefferson et al., 2001).

La secreciéon de insulina tiene dos componentes principales: una secrecion
constitutiva y otra estimulada. Respecto a la secrecién constitutiva, poco se
conoce sobre el mecanismo por el cual algunos granulos de secrecion se liberan
continuamente, mientras que la liberacion de insulina estimulada es mejor
conocida. La secrecidon regulada, depende del aumento en la concentracion de

calcio intracelular ([Ca*]). En ésta, la glucosa es el principal secretagogo, sin



embargo, otras moléculas regulan también su secrecién, como algunos
aminoacidos cuyo metabolismo lleva a la produccion de ATP, hormonas como el
glucagon, el péptido parecido a glucagon 1y 2 (GLP1 y GLP2) y la acetilcolina.
Estas moléculas tienen la capacidad de potenciar, pero no de iniciar la secrecion
de insulina. Otras hormonas como la epinefrina, norepinefrina y somatostatina,

regulan negativamente la secrecion hormonal.

T Sintesis de m
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insulina ———— [ Q

1 o]
T Granulos f.?
1-2 maduros
dias 2

1

Membrana

plasmatica
VIA SECRETORIA ViA CONSTITUTIVA
{secrecion regulada) (secrecion no regulada)
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Figura 1.3. Biosintesis de insulina. Las flechas indican la direccién del movimiento de la
proinsulina a través de los compartimientos celulares. Las flechas discontinuas hacia abajo indican
la via de receptor de manosa-6-P para los lisosomas, mientras que las flechas discontinuas hacia
arriba indican la via de degradacion del granulo (autofagia). Las escalas de tiempo indican el
tiempo de estancia intracompartamental. RER, reticulo endoplasmico rugoso (modificado de
Jefferson et al., 2001).



Por otro lado, farmacos como las sulfonilureas, medicamentos que son
ampliamente utilizados en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), se
unen al receptor de sulfonilureas tipo 1 (SUR-1) de los canales de potasio
sensibles a ATP (KATP) y modulan su actividad, aumentando la despolarizacion
de la membrana, de una manera independiente de glucosa y estimulando asi la

secrecion de insulina.

Acoplamiento entre el estimulo de glucosay la secrecion de insulina

La secrecion por las células 3 depende de la glucosa extracelular, secretando mas
insulina cuando se eleva la concentracién de glucosa. La insulina es criticamente
importante entre otras cosas, para promover la entrada de glucosa a células como
adipocitos y el musculo; asi como el almacenamiento de glucosa y la prevencién
del rompimiento del glucégeno, principalmente en el higado y en los musculos.
Cuando la glucosa sanguinea disminuye, las células 3 dejan de secretar insulina,
manteniendo asi una homeostasis de la glucosa en la sangre (Kahn, 2000). Las
alteraciones en este proceso pueden llevar a hipoglucemia o hiperglucemia y
finalmente a diabetes.

Las células R pancreaticas son eléctricamente excitables y las sefales eléctricas
juegan un papel central en la regulacion de la secrecion hormonal, lo cual propicia
la entrada de calcio (Mears, 2004; Barbosa et al., 1998; Dean y Matthews, 1968).
Cuando la concentracion extracelular de glucosa aumenta de una concentracion
basal (5 mM) a una concentracion estimuladora (mayor a 7 mM), la célula se
despolariza y se inicia una actividad eléctrica ritmica, que comienza con una

despolarizacién lenta desde un potencial de reposo (-70 mV) hasta un voltaje en el



cual se produce una franca actividad eléctrica (revisado por Rorsman et al., 1994 y
por Ashcroft et al.,, 1994). Esta consta de oscilaciones en el potencial de
membrana, caracterizadas por una despolarizacion lenta seguida de una
despolarizacion rapida, la cual alcanza un nivel de meseta en el que se
superponen rafagas de potenciales de accion dependientes de calcio; y que son
separadas por periodos eléctricamente silentes (repolarizacion; figura 6.3)
(Bertram y Sherman, 2000; Cook et al., 1991; Dean y Matthews, 1968).

El primer paso para el acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la actividad
eléctrica es el transporte del azucar al espacio intracelular. Las células 3 de rata
expresan transportadores de glucosa tipo 2 (GLUT2), que propicia un transporte
maximo de glucosa entre 5 a 10 mM. Una vez dentro de la célula, la glucosa es
fosforilada por una hexocinasa (glucocinasa), produciéndose glucosa 6 fosfato.
Este paso ha sido considerado importante para detectar los cambios en la glucosa
y el paso limitante para su metabolismo, mediante la cual se ajusta la cantidad de
insulina secretada de acuerdo al nivel extracelular de glucosa (revisado por
Matschinsky, 2002).

10 mi de glucosa

TN

| J
w o W Y]

J \ , )
-‘/““\.-ﬁ""' 60

1 min

Figura 1.3. Actividad eléctrica modulada por glucosa, de una célula 3 en un islote intacto
(tomado de Rorsman et al., 2000).



En ausencia de glucosa, la relacion ATP/ADP en la célula 3 es baja y los canales
KATP estan abiertos. El constante flujo de iones potasio (K*) a través de estos
canales mantiene el potencial de membrana cercano a los -70 mV (potencial de
reposo). Cuando aumenta la concentracion extracelular de glucosa, se incrementa
su transporte al citoplasma por los transportadores GLUT2. La subsiguiente
degradacion metabdlica de la glucosa, aumenta la concentracion de ATP que lleva
a un incremento en la relacion ATP/ADP, lo cual cierra los canales KATP. Este
cierre, aunado al influjo de iones a través de canales catidnicos no selectivos,
despolariza la membrana. Entonces, la despolarizacion de la membrana alcanza
un voltaje al cual aumenta la probabilidad de apertura de los canales de sodio y
calcio tipo T dependientes de voltaje. El aumento en el influjo de sodio y calcio, a
través de estos canales, incrementa la despolarizacién de la membrana hasta
alcanzar el voltaje en el cual aumenta la probabilidad de apertura de canales de
calcio tipo L (figura 1.4).

En las células 3 pancreaticas, los canales de calcio sensibles a voltaje son la via
mas importante para la entrada de calcio extracelular que controla la secrecién de
insulina. Clasicamente se ha establecido que en las células 3 de roedores asi
como en otras especies y lineas de células 3, los del tipo L son los principales
canales que contribuyen al influjo de calcio al interior de la célula (Mears, 2004;
Davalli et al., 1996; Pressel y Misler, 1991). El influjo de iones por estos canales,

aumenta considerablemente la [Ca?];

gue lleva a la exocitosis de los granulos que
contienen insulina (Revisado por MacDonald et al., 2005 y por Rorsman et al.,
1994). No obstante, no es clara la participacién de otro tipo de canales de calcio

€en este proceso.
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Figura 1.4. Acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la secrecién de insulina. El
metabolismo de la glucosa y la subsiguiente produccién de ATP, que cierra los canales KATP
produciendo la despolarizacion de la membrana. La despolarizacion (flechas y lineas al margen
exterior de la membraba celular) aumenta la probabilidad de apertura de los canales sensibles a
voltaje. El influjo de iones calcio incrementa la concentracion del calcio intracelular que produce la
exocitosis de los granulos que contienen insulina.

Patrén bifasico de la secrecion de insulina

La exposicion de las células 3 pancreaticas a la glucosa, resulta en un patron
bifasico de secrecién de insulina, donde la respuesta inicial o primera fase, se
caracteriza por un rapido incremento en la secrecion, que ocurre inmediatamente
después del aumento en la concentracion de glucosa en los primeros 10 minutos y
seguido por una declinacién también rapida. Si la elevacién en el nivel de glucosa

continba, se produce una segunda fase de secrecion mas lenta y gradual que



puede mantenerse por varias horas (figura 1.5) (revisado por Caumo y Luzi, 2004;
Rorsman et al., 2000).

Se ha sugerido que la primera fase de la secrecion, resulta de la liberacién de
insulina de los granulos maduros que se encuentran anclados a la proximidad de
la membrana plasmatica, mientras que la siguiente fase deriva de los granulos
almacenados, asi como de la participacion de la insulina recién sintetizada (Daniel

et al., 1999).

18 mM de glucosa

e
o
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Diabetes tipo 2
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30 minutos

Figura 1.5. Secrecidn bifasica de insulina en respuesta a la glucosa y su alteraciéon en la
diabetes tipo 2. La secrecion de insulina aumenta cuando la concentracion de glucosa se eleva a
18 mM en individuos sanos y es seguida por una fase de secrecién de insulina mas lenta y
sostenida. En comparacion, en los individuos diabéticos, la primera fase esta ausente y existe una
atenuacion de la segunda fase de la secrecion (modificado de Rorsman et al., 2000).

Una de las principales razones por la que se ha puesto especial énfasis en el
estudio de la fisiologia de la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa, es su
relacion con alteraciones en la produccion, secrecion y accion de la insulina que
muestran los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Porte, 1991). Estos
pacientes presentan ademas un patron de secrecion anormal, con una pérdida
selectiva de la primera fase y atenuacion de la segunda (figura 1.5), que ha sido

considerada como una caracteristica temprana en la aparicion de la diabetes



(Rorsman et al., 2000). Varios grupos de trabajo han puesto un interés especial en
el estudio del patrén de secrecion hormonal en la célula 3 durante la ontogenia
celular, sin embargo faltan por aclarar muchos de los mecanismos o factores

implicados en este proceso.

Secrecion de insulina en respuesta a la glucosa en etapas tempranas del
desarrollo

Durante el nacimiento, el suplemento continuo de nutrientes por la placenta cesa,
siendo remplazado por un aporte de alimento via enteral, en forma de leche
aportada por la madre. Es entonces que, a través del intestino se establece un
suplemento intermitente de nutrientes. Durante este cambio de la nutricion
parenteral a enteral, la nutriciobn y la glucemia sanguinea comienzan a ser
reguladas por las glandulas endocrinas (revisado por King, 2006).

Se ha establecido que en el pancreas fetal, las células 3 no tienen la capacidad de
discriminar los cambios en la glucosa extracelular y su secrecibn es minima
comparada con las células adultas. Sin embargo, también ha sido demostrado
que las células fetales tienen la capacidad de responder a otros secretagogos que
sigiere que la desposta a la glucosa se establece en periodos posteriores del
desarrollo. La madurez funcional caracterizada por una robusta secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa, se alcanza solo después del nacimiento. Por lo
que se ha sugerido que una de las principales caracteristicas en esta inmadurez
es la insensibilidad a la glucosa, sin embargo no se conoce el origen de este

deefecto (Bergsten et al., 1998; Hole et al., 1988).



Es solo varios dias después del nacimiento que las células 3 son capaces de
responder a la glucosa, estableciendo su papel glucorregulador, caracteristico de
las células adultas (Mendonca et al., 1998). En el caso de las células 3 maduras,
éstas son capaces de responder a la glucosa a través de sus productos
catabdlicos que depende del grado de glucdlisis, proceso en el cual la enzima
glucocinasa juega un papel critico (German, 1993; Matschinsky, 1990). En las
células 3 embrionarias de rata y raton, la via biosintética de la insulina ya se
encuentra establecida (Meneghel-Rozzo et al., 2004.; Bergsten et al., 1998). Sin
embargo, parece ser que los pasos finales que llevan a la exocitosis hormonal, se
vuelven funcionales solamente después del nacimiento (Bliss y Sharp, 1994).

Por lo anterior, se ha propuesto que durante la etapa fetal, las células 3 expresan
transportadores GLUT2, pero que éstos se encontrarian preferentemente en
compartimientos citoplasméticos, resultando en una insensibilidad al aumento en
la glucosa extracelular (Hughes, 1994; Tiedge y Lenzen, 1993), sin embargo esto
no ha sido comprobado. En contraste, otros grupos de trabajo han sugerido que la
deficiencia en la respuesta a la glucosa puede ser resultado de una falta de
maduracion del acoplamiento entre el metabolismo de la glucosa y la actividad
eléctrica celular, implicando particularmente a los canales KATP y a los canales de
calcio sensibles a voltaje (VGCC, por sus siglas en inglés), pero esto tampoco es
claro (Meneghel-Rozzo et al., 2004).

En el presente trabajo, se analizan ambas posibilidades, considerando que
durante el desarrollo, tanto la expresion de los transportadores GLUT2 como de
los VGCC podrian ser procesos dinamicos, los cuales cambian durante el

desarrollo normal, hasta alcanzar las caracteristicas de una célula madura.



Canales de calcio sensibles a voltaje

Los canales de calcio sensibles a voltaje son unidades multiproteicas localizadas
en la membrana citoplasmatica cuya actividad aumenta cuando la membrana se
despolariza. En respuesta a la despolarizacion de la membrana, la conformacion
de los canales pasa de un estado cerrado a un estado abierto y el influjo de calcio

2+]i-

a través de estos canales aumenta la [Ca El calcio sirve como un segundo

mensajero que acopla o traduce las sefales eléctricas en respuestas celulares. En

"), controla una diversidad de eventos intracelulares

general, el aumento en la [Ca
incluyendo exocitosis, endocitosis, contraccidon muscular, transmision sinaptica y el
metabolismo celular; participa en la fertilizacion y controla la proliferacion, la
diferenciacion y el desarrollo celular mediante la regulacion de la fosforilacion de
proteinas, la expresion genética y el ciclo celular y bajo ciertas circunstancias
puede causar muerte celular mediante la activacion del programa apoptotico o la
produccion de necrosis (revisado por Catterall, 2000 y por Berridge, et al., 2000).
Los VGCC estan compuestos por cuatro a cinco subunidades proteicas (al, a2, i3,
d y 7). El modelo general indica que en estos canales, la subunidad principal (o1)
es una proteina transmembranal, asociada con el dimero a.25 a través de enlaces
disulfuro y que ademas esta unida a una subunidad R intracelular y en algunos
casos a una subunidad transmembranal y (figura 1.6) (revisado por Catterall,
2000).

Las caracteristicas electrofisiol6gicas y farmacoldgicas del canal estan dadas por

la subunidad ol, para las cuales se han identificado al menos diez genes

diferentes que la codifican (Catterall et al., 2003). Estd formada por cuatro



repeticiones homologas o dominios transmembranales (I al 1V), cada uno
integrado por seis segmentos (S1 a S6), contiene el poro y una regidon de cargas
positivas situado en S4 que le confiere la sensibilidad a cambios de voltaje,
conocida como sensor de voltaje (Figura 1.6).

Las subunidades a23, 3 y y no forman directamente el poro, por lo que son
llamadas subunidades auxiliares. Sin embargo, juegan un importante papel en la
regulacion de la translocacién de los canales a la membrana, en las propiedades
de compuerta y en su dependencia de voltaje (revisado por Arikkath y Campbell,
2003; Catterall, 2000).

La subunidad 3 es una proteina citosdlica que se asocia con la subunidad ol,
entre sus principales funciones estan: mantener el transito de la subunidad al a la
membrana citoplasmatica y la regulacién de las propiedades biofisicas del canal
por contener sitios de fosforilacion (Viard et al., 2004).

Hasta la fecha, se han identificado cuatro diferentes subtipos de subunidad 3
(Vance et al., 1998) y los diferentes subtipos pueden tener distintos efectos sobre
los canales de calcio; por ejemplo, la coexpresion de la subunidad al con la
subunidad 32 produce un retardo en la inactivacion, mientras que la coexpresion
con la subunidad 33 la acelera de manera significativa (Hullin et al., 1992).

En los islotes pancreéaticos de rata, se han identificado los RNA mensajero
(RNAmM) para la subunidades 32 y 33 (Iwashima et al., 2001) Sin embargo, se
conoce poco sobre los mecanismos que regulan la interaccion de estas
subunidades con la subunidad a1 en las células B. Sélo algunos estudios previos

han demostrado que la expresion de la subunidad R3 inhibe la secrecion de



insulina, aunque este efecto se ha atribuido a la inhibicion de la liberacion de

calcio de depdsitos intracelulares, mas que a una inhibicién directa de los VGCC

de la membrana (Berggren et al., 2004).

Debido a que las subunidades [ son importantes para la expresion en la

membrana y la funcién de los canales de calcio, resulta interesante explorar a de

estas subunidades y su posible relacion con la expresiéon de las subunidades ol

en la membrana durante el desarrollo.

A

Extracelular

Subunidad al

Subunidad p Subunidad y
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Figura 1.6. Estructura general de un canal de calcio sensible a voltaje. En la figura se muestra
la subunidad o1 con el sensor de voltaje y las diferentes subunidades auxiliares que lo integran (A)
(Randall y Benham, 1999) y B) la topologia sugerida para las subunidades del VGCC (Yang y

Berggren, 2005).



Las subunidades a2 y & son codificadas como un dimero por un mismo gene, al
igual que para la subunidad 3, se han identificado cuatro subtipos del dimero o258
(261 a a2d4) pero a diferencia de la primera, que puede tener efectos
antagonicos; los diferentes subtipos de «2d tienen efectos similares ya que
basicamente todas incrementan la amplitud de la corriente y modulan la activacion
e inactivacion del canal.

Originalmente, la subunidad y fue descrita s6lo en el musculo esquelético sin
embargo hoy se conoce que diferentes subtipos, son expresados en una amplia
variedad de tejidos (y1 a y8) y que ninguno de estos subtipos estan relacionados
con el trafico de los canales. Sin embargo, se sabe que su expresion inhibe la
actividad del canal, modulando negativamente la cinética de activacion (Hullin et

al., 1992).

Nomenclatura de los canales de calcio sensibles a voltaje

La nomenclatura Cay para los VGCC, conocida como estructural; fue propuesta en
el afio 2000 y describe a las proteinas y los RNAm de los VGCC, clasificandolos
en tres familias: Cayl, Cay2 y Cay3 (Ertel., 2000). Hasta la fecha se han
identificado seis tipos de corrientes Cay codificados por la subunidad al: Cayl.1
(tipo LS, Cayl.2 (tipo LC), Cayl.3 (tipo LD), Cayl.4 (tipo LE); Cay2, codificados
por la subunidad a2: Cay2.1 (tipo P y Q), Cay2.2 (tipo N), Cay2.3 (tipo R), y Cay3
codificados por la subunidad a3: Cay3.1 (tipo TG), Cay3.2 (tipo TH), Cay3.3 (tipo

T).



En base a sus propiedades electrofisiologicas, los canales de calcio tipo L, N, P, Q
y R se clasifican como canales de calcio activados a alto voltaje (HVA) y al tipo T
como canales activados a bajo voltaje (LVA, Catterall et al.,, 2003). La tabla 1
resume la clasificacion de los VGCC, sus propiedades biofisicas y farmacologicas

asi como sus principales funciones.

Tabla 1. Clasificaciéon de las subunidades al de los canales de calcio.

Efecto sobre

Tipo Clasificacion Clasificacion perfil de Subtipo de la
de alfabética del tipo de numeérica de la inactivacion Farmacologia subunidad inactivacion
canal subunidad a1 subunidad al B de la
subunidad al
P alA Cav2.1 Muy lento w-Agatoxina IVA
Q alA Cav2.1 Moderado w-Agatoxin_a IVA R1b Aumenta rapidez
N alB Cav2.2 Rapido w-Conotoxina G- o
VIA R2a Enlentecimiento
alC Cavl.2 substancial
alD Cavl.3 . -
L olF Cavl4 Lento Dihidropiridinas 33 Aumenta rapidez
alS Cavl.l
R olE Cav2.3 Rapido SNX-482 B4 Enlentecimiento
o1G Cav3.l moderado
T alH Cav3.2 Muy rapido Pimozida*
all Cav3.3

Modificado de Catterall et al 2003. *Santi et al., 2002.

Expresion heterogénea de VGCC en células R pancreaticas y su
participacion en la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa

Las células B de diferentes especies expresan diversos subtipos de subunidades
al responsables de generar canales de calcio tipo L, P/Q, Ry T (Mears, 2004).
Canales de calcio tipo L

Los canales de calcio tipo L que expresan las células R pancreéticas y lineas
celulares secretoras de insulina, tienen las mismas caracteristicas biofisicas que
los canales neuronales: con poca 0 ninguna inactivacién y alta sensibilidad a las

dihidropiridinas (DHP; Smith et al., 1989). El modelo general aceptado, establece




que en las células 3 pancreéaticas, el influjo de calcio esta dado principalmente por
canales de calcio tipo L que corresponde a las subunidades olD o Cav 1.3
(Schulla, et al., 2003; Satin, 2000; Davalli et al., 1996; Ohta et al., 1993).

Sin embargo, es importante mencionar que la expresién de la subunidad al que
origina corrientes de calcio tipo L difiere entre las diferentes especies (Liu et al.,
2003; Barg et al., 2001; Horvath et al., 1998; Seino, 1995) y aunque la mayoria de
los autores estan de acuerdo en que en las células 3 de rata y lineas celulares
relacionadas el mayor contribuidor de los canales de calcio es la subunidad a1D
(Yang y Berggren, 2006; Taylor et al., 2005; Sher et al., 2003; Rosenbaum et al.,
2001; Namkung et al.,, 2001; Barnett et al.,, 1995; Bokvist et al.,, 1995;
Ramanadham et al., 1994; Seino et al., 1992), otros describen que la expresion de
la subunidad a1C es mas importante, especialmente en los ratones (Schulla et al.,
2003; Namkung et al., 2001; lwashima et al., 1993; Seino et al., 1992).

Debido a que ambos canales (LC y LD) tienen entre si, caracteristicas biofisicas y
farmacoldgicas similares, ha sido dificil el andlisis de la participacion individual de
estos subtipos de canales en la corriente total de calcio y en la secrecion de
insulina.

Algunos datos demuestran que los canales de calcio formados por la subunidad
alD (LD) estan preferentemente ligados a la secrecion de insulina estimulada por
glucosa (Liu et al., 2003), los cuales son apoyados por los hallazgos encontrados
en ratones en los que se ha eliminado la subunidad a1D (1D ™), que desarrollan
un estado hipoinsulinémico e hiperglucemia (Namkung et al., 2001). En contraste,

otros grupos sugieren que la subunidad a1C esta asociada a la primera fase de la



secrecion, ya que los ratones con deleciones de esta subunidad carecen de la
secrecion rapida (Schulla et al., 2003; Barg et al., 2001; Wiser et al., 1999; Safayhi
et al., 1997), sin embargo la expresion e importancia en la secrecion de insulina de

células de rata es ain materia de debate.

Canales de calcio tipo N

La expresion de canales de calcio tipo N en las células 3 pancreéticas permanece
siendo controvertido. Varios grupos de trabajo han establecido que las células 13
pancreaticas expresan canales de calcio tipo N, pero su expresion varia
ampliamente entre especies; desde los ratones en los que representa una parte
importante de la corriente de calcio (revisado por Sher et al., 2003) o células
caninas en las que este componente esta practicamente ausente (Pressel y Misler,
1991), en lo que se refiera al pancreas humano, se ha establecido que las células
3 no expresan este tipo de canales de calcio (Davalli, et al., 1996).

Ha sido demostrado que las lineas celulares INS-1 y RINm5F secretoras de
insulina procedentes de rata, expresan canales tipo N y que éstos son importantes
para la secrecion de insulina estimulada por glucosa, no obstante hay que
recordar que estas células proceden de lineas tumorales y su fisiologia puede
diferir de las células normales. En el caso de las células de rata, existen datos
controversiales con respecto a su expresion (Horvath et al.,, 1998; Sher et al.,
1992; Ramanadham y Turk, 1994) y no se ha llegado a un acuerdo a su
importancia en la secrecion hormonal. Por otra parte, no existen estudios

detallados sobre la expresion de los canales de calcio durante el desarrollo normal



de la rata, por lo que resulto interesante en este proyecto, abordar estos estudios y

analizar su importancia en la secrecion de las células 3 de rata.

Canales de calcio PIQy R

La expresion de canales de calcio tipo P/Q se ha descrito ampliamente en lineas
celulares secretoras de insulina, como las células RINm5F, INS-1 (Magnelli et al.,
1996; Horvath et al., 1998) asi como en células 3 de rata (Ligon et al., 1998.) y
humano (Sher et al., 2003). Por otro lado, mientras que la participacion de los
canales de calcio tipo R ha sido ampliamente estudiada en la linea celular INS-1 y
se conoce que dichos canales estan implicados en la secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa; participando particularmente en la segunda fase de la
secrecion. Se sugiere que disfunciones en estos canales, pueden estar
relacionados con alteraciones en las células R y el desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2, Pereverzev et al.,, 2002.; Vajna et al., 2001; Grabsch et al., 1999;
Vajna et al., 1998). Sin embargo, es importante mencionar, que otros grupos de
trabajo han descartado completamente la expresion de estos canales en las

células B pancreéticas de rata (Pereverzev et al., 2002).

Canales de calcio tipo T

Los islotes de pancreas de humano y las células B pancreaticas de rata expresan
canales de calcio tipo T (Barnett et al.,, 1996; Ashcroft et al., 1990; Hiriart y
Matteson, 1988) que corresponden a la subunidad a1G (Sher et al., 2003; Zhuang

et al., 2000; Seino, 1995). En el caso de las células de rata, los canales se activan



e inactivan a potenciales de membrana bajos y despliegan cinéticas de
inactivacion rapida y desactivacion lenta.

Se ha sugerido que los canales de calcio tipo T modulan la actividad eléctrica de la
membrana y mantienen la secrecion de insulina (Bhattacharjee et al., 1997),
aungue también ayudan a mantener la concentracion basal del calcio intracelular y
en algunos casos participa en la destruccion de células 3 inducida por citocinas
(Wang et al., 1999). Por su importancia en la generacion de la actividad eléctrica
celular, consideramos a estos canales como candidatos importantes, para estudiar
su expresion y la relacion con la maduracion funcional de las células R

pancreaticas.

Modulacion de los canales de calcio en las células 3

La despolarizaciéon de la membrana determina la apertura, la actividad y densidad
de los VGCC en las células R pancreaticas y se regulan por una diversidad de
mecanismos; como la concentracion intracelular de calcio [Ca?®'], la fosforilacion
de proteinas, la translocacién de los canales y la interaccion con otras proteinas.
De esta manera, la regulacion a la baja o el alta de la funcion o expresion de los
VGCC se veria reflejada en alteraciones en la exocitosis hormonal.

En relacion a la regulacion de los VGCC, las cinasas de proteinas son factores
clave en el control de los niveles del calcio intracelular. La eficiente fosforilacion de
los canales se acomparfa de la formacién de complejos de cinasa y canal. Por
ejemplo, en cerebro, musculo esquelético, musculo liso y corazén la cinasa de

proteinas A (PKA) se encuentra anclada a la membrana cerca de los canales de

calcio tipo L y esta interaccion es necesaria por ejemplo, para la regulacién de la



fuerza contractil dependiente de actividad del musculo esquelético y para la
modulacion 3 adrenérgica del corazon (revisado por Yang y Berggren, 2005).

Los VGCC en las células B pancreaticas se modulan por diferentes cinasas: la
cinasa dependiente de AMPc (PKA) que incrementa la secrecion de insulina (Yang
and Berggren, 2005), la cinasa C que tiene un papel tdnico en el mantenimiento de
la funcion de los VGCC y el acoplamiento entre el estimulo y la secrecion
(Arkhammar et al., 1994); la cinasa dependiente de GMPc (PKG) que incrementa
el influp de Ca®" a través de canales tipo L y la cinasa dependiente de
Ca?*/calmodulina tipo Il (CaM cinasa Il) que es responsable de la inactivacion
dependiente de calcio de los canales L (revisado por Yang and Berggren 2005).

La sefalizacion de las cinasas de tirosina juega un importante papel en la
regulacion de la proliferacion, supervivencia y diferenciacion de las células
(Navarro-Tableros et al., 2004; Welsh et al.,, 2000) y se ha mostrado que la
estimulacién de los receptores de insulina contribuye, al menos parcialmente, al

incremento en la [Ca®"]

por el influjo de iones a través de estos canales,
mecanismo que no es enteramente claro, sin embargo no se descarta la
posibilidad de que estas cinasas modulen a los Cay a través de fosforilaciones
(revisado por Yang y Berggren 2005).

En el caso de otros receptores con actividad de cinasa de tirosina, como el
receptor de alta afinidad (TrkA) para el factor de crecimiento neuronal (NGF; el
cual es nuestro modelo fisioldgico); su activacién puede tener efectos a corto y

largo plazo, incrementando la corriente total de calcio por canales sensibles a

voltaje (Rosenbaum et al., 2001).



De acuerdo con lo anterior, los canales ionicos y particularmente los VGCC, no
operan como unidades aisladas, sino que estan asociados con otras moléculas
que son importantes para su transito a la membrana (Altier et al., 2002), el
direccionamiento hacia sitios especificos y su asociacion con moléculas, para
formar complejos especializados de transduccion de sefales (revisado por Yang y
Berggren 2005), por ello resultd interesante estudiar la funcion del NGF como un
factor tréfico importante que puede modular la expresion y funcién los VGCC, no
s6lo en la etapa adulta, sino que probablemente también, durante el desarrollo

normal de la rata.

El factor de crecimiento neuronal en la célula R pancreética

El factor de crecimiento neuronal (NGF) pertenece a la familia de las neurotrofinas
que incluyen al factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), la neurotrofina 3
(NT-3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5). Cada neurotrofina interacta con un miembro
de la familia de receptores con actividad de cinasa de tirosina (Trk); el NGF se une
a TrkA; BDNF y NT-4/5 a TrkB y NT-3 a TrkC, los cuales activan vias de
sefalizacion importantes (revisado en Patapoutian y Reichardt, 2001).

El NGF es una proteina originada de un precursor, que consta de un gran
complejo multimolecular definido como NGF 7S, el cual consiste de tres diferentes
especies moleculares: la subunidad o, cuya funcién es desconocida, la subunidad
vy que posee una actividad de proteasa, y la subunidad 3 que es la forma

biologicamente activa del NGF (figura 1.7).



La subunidad (3, derivada del complejo 7S, se aisla como un dimero, su forma
madura tiene una secuencia de 118 aminoacidos y que contienen tres puentes
disulfuro intercadena (figura 1.8). La actividad biologica del NGF es regulada a
través de dos receptores: un receptor de baja afinidad conocido como receptor
para NGF p75 y un receptor de alta afinidad conocido como gpl140trkA o TrkA el
cual es un miembro de la familia Trk de los receptores con actividad de cinasa de

tirosina (figura 1.9).

Figura 1.7. Secuencia de aminoéacidos de la subunidad 2.5S del NGF. Los aminoacidos
encerrados en recuadro negro indican el sitio de los enlaces disulfuro (modificado de Angeletti et
al., 1971).



Figura 1.8. Estructura de la molécula de NGF. A) Complejo 7S mostrando las subunidadesa, 3 y
y. B) Dimero de subunidades R de NGF (2S), mostrando las terminales carboxilo (C) y amino (N)
terminales, asi como las asas importantes para la unién con los receptores TrkA (L2 y L4) y p75
(L1, L3y L4) (Wiesmann y de Vos, 2001).
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Figura 1.9. Modelo de interaccion de los receptores de NGF. El dimero de NGF se une a una
forma monomérica de p75, a un dimero de TrkA o a un heterodimero de p75-TrkA (Zampieri y
Chao, 2004).

El NGF fue identificado originalmente como un factor exclusivamente neurotrofico,
importante factor tréfico en el desarrollo normal del sistema nervioso, que modula
el desarrollo, diferenciacion y sobrevivencia celular asi como la expresion de
proteinas como canales idnicos en algunos tipos de neuronas. Actualmente se
conoce que el NGF se expresa y tiene importantes efectos en otros tejidos:

participa en la respuesta inflamatoria aguda; en el desarrollo de los ovarios, se



expresa y secreta por el corazon y la adenohipdfisis (Sofroniew, M. V., et al., 2001;
Levi-Moltalcini et al., 1996; Dissen et al., 2000; Furukawa et al., 1984; Missale et

al., 1996).

Via de sefalizacion del NGF

Sefalizacion mediada por TrkA

La dimerizacion del receptor TrkA, mediada por el ligando (NGF) es seguida por la
transfosforilacion de residuos de tirosina que se unen a los dominios de homologia
Scr2 (SH2) de las proteinas adaptadoras. Esto lleva a la activacion de la cinasas
de fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3K), fosfolipasa C-y (PLC-y) y a las proteinas
adaptadoras Ras (Shc, Grb2 y SOS) que inician el proceso de transduccién de
sefales, operando independientemente 0 en conjunto, para generar los diferentes
efectos de la respuesta neurotréfica (figura 1.10).

En esta via, la estimulacion de PI3K y la produccion de fosfoinositidos D-3
fosforilados estan implicadas en la mitogénesis mediada por factor de crecimiento,
en la prevencion de la apoptosis y en cambios celulares como el crecimiento de
neuritas en células de feocromocitoma de rata (PC12).

En la via de la PLC-y, ésta cataliza la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
(PIP2) a diacilglicerol (DAG) y trifosfato de inositol (IP3). EI DAG activa la proteina
cinasa C (PKC) y el IP3 promueven la liberacién transitoria de calcio (Ca**) del

reticulo endoplasmico.
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Figura 1.10. Esquema de la cascada de sefializacion de la activacién de TrkA. Después de su
fosforilacién, se recluta Shc al receptor via la interaccion con un dominio SH2 o fosfotirosina y Shc
es unido por el complejo Grb2-Sos. El reclutamiento de Sos a la membrana préxima a Ras, donde
funciona como intercambiador de GTP, activando a Ras. El Ras activado recluta y activa a Raf, la
cual es una cinasa de serinas y treoninas, que fosforila a la cinasa MEK. Esta fosforilacion inicia la
actividad de la cinasa que lleva a la activacion de la cinasa MAP Erk1/2, que entonces participa en
al menos dos cascadas. Erkl/2 se puede translocar al nucleo, donde fosforila el factor de
trascripcion Elk-1 o bien fosforila a la cinasa Rsk. La fosforilacion de Elk-1 le permite interactuar
con el factor de trascripcion accesorio SRF, después de lo cual se une al elemento de respuesta
sérica (SRE) dentro de la region promotora c-fos y contribuye al inicio de la trascripcion. La
fosforilacién de Rsk produce su translocacién al ndcleo y la consecuente fosforilacion de CREB. El
CREB fosforilado se une a la proteina coactivadora transcripcional CPB, la cual une también el
complejo SRF-EIk, creando un complejo de factores de transcripcién extendido que lleva a la
transcripcion de c-fos (tomado de Sofroniew, 2001).



Ras (p21™°) es una proteina G monomérica de bajo peso molecular que inicia la
cascada de eventos que llevan a la activacion de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK). Los substratos para MAPK incluyen a factores de trascripcion
nuclear, a la fosfolipasa A, y algunas cinasas como la cinasa Il ribosomal S6. Las
vias de Ras, MAPK y su producto corriente abajo, al igual que PI3K y PLC-y son
importantes en la sobrevivencia neuronal mediada por factores de crecimiento.

El NGF tiene efectos sobre la diferenciacion celular como en el caso de las células
PC12, que implican el término de la division celular, el inicio del crecimiento de
neuritas y el incremento en la expresion de canales de sodio y calcio. Se plantea
qgue la expresion de un fenotipo neuronal eléctricamente excitable, como en el
caso de las neuronas simpaticas, requiere del NGF para mantener las
propiedades normales de los canales de Ca®" (revisado por Sofroniew et al.,
2001), por lo que en este trabajo se analiza el papel del NGF en la expresiéon de
los canales de calcio durante el desarrollo de la célula 3 pancreatica.

En la rata adulta, las células 3 pancreaticas expresan el receptor de alta afinidad
para NGF (TrkA) y sintetizan NGF biologicamente activo, el cual es secretado en
respuesta a cambios en la concentracion extracelular de glucosa (Rosenbaum et
al., 1998). Entre los efectos del NGF sobre la fisiologia de las células 3 adultas,
estan el inducir cambios morfoldgicos y funcionales. El NGF aumenta la densidad
de canales de sodio en la membrana y modula la actividad eléctrica celular
(Vidaltamayo et al., 2002). Asi mismo, aumenta la corriente de calcio y la
secrecion de insulina en respuesta a la glucosa (Rosenbaum et al.,, 2001);

mantiene la sobrevivencia celular (Navarro-Tableros et al., 2004) y promueve la



extension de procesos citoplasmaticos parecidos a neuritas (Rosenbaum et al.,
1996).

Durante el desarrollo del pancreas, la expresion de los receptores TrkA tiene un
patron cambiante. En etapas tempranas, el receptor se expresa en las células
localizadas en los coductos pancreaticos, pero conforme avanza el desarrollo el
TrkA comienza a localizarse en el tejido enddcrino; hasta que finalmente, en la
etapa adulta, los receptores se localizan exclusivamente en los islotes
pancreaticos (Kanaka-Gantenbein et al., 1995a). Ha sido demostrado que la
sefalizacion por TrKA es necesaria para el desarrollo normal del islote, de tal
manera que si esta via se bloguea, se produce una disminucién en el nimero y
tamafio de los islotes asi como en la cantidad de células 3 que los integran
(Kanaka-Gantenbein et al., 1995a).

Se ha demostrado que la sefializacion por cinasas de tirosina regula la liberacién
de insulina sin afectar el metabolismo de la glucosa (Persaud et al., 1999) y que
en la célula R adulta, la exposicién a NGF produce un incremento en las corrientes
de calcio (Rosenbaum et al., 1998, 2001). Sin embargo, a pesar de conocer la
importancia del NGF en el desarrollo morfol6gico del pancreas endocrino, no se ha
estudiado su papel en el desarrollo funcional, por lo que resulta interesante
analizar el efecto de este factor en la maduracion de la secreciéon de insulina en

respuest a la glucosa durante la ontogenia del pancreas.



Sefalizacion mediada por p75
El receptor p75 es un miembro de la familia de receptores de muerte del factor de
necrosis tumoral y debido a razones practicas en el desarrollo de este trabajo, solo

se mencionaran sus caracteristicas generales.
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Figura 1.11. Via de sefializacion del receptor p75 en la sobrevivencia y muerte celular. La via
implica la activacion de las proteinas acopladoras de la via de JNK, que regula la activacién de Bad
y la subsiguiente salida del citocromo ¢ (Cyto-c) de la mitocondria. Posteriormente, el Cyto-c activa
la via de las caspasas (Casp-3,-6 y -9). (Modificado de Nykjaer et al., 2005).

Este receptor actla como un transductor de sefales de apoptosis y fue
identificado como un facilitador cooperativo de la funcidén de los receptores TrkA.
Sin embargo, ha sido demostrado que el receptor p75 tiene funciones diferentes
cuando no se encuentra en interaccion con TrkA, induciendo la muerte celular por

apoptosis, por lo que es un importante modulador de la estructura tisular durante



el desarrollo y la remodelacion estructural, y estd implicado en diferentes
condiciones patolégicas que implican la pérdida celular (figura 1.11, Schor et al.,

2005; Yamashita et al., 2005).

Canales de calcio y diabetes mellitus

Las células R de rata expresan dos tipos de canales de calcio tipo L: LC y LD,
formados por las subunidades alC y alD (respectivamente) y la expresion de los
genes que codifican estas subunidades, pueden afectarse por el nivel de glucosa
sanguinea, produciendo una reduccion de la respuesta secretora de las células
(lwashima et al., 1993).

Una de las caracteristicas de la diabetes mellitus no insulinodependiente (NIDDM)
o tipo 2 (DM2), es la alteracion de la secrecion de insulina. En células B3, tanto en
la diabetes establecida como en los estados prediabéticos de modelos animales
con NIDDM, se presentan alteraciones en la expresiéon y funcién de los canales de
calcio sensibles a voltaje (Roe et al., 1996; Giroix et al., 1983) caracterizada por
una reduccion del nivel del RNAm que codifica a las subunidades al que forman
VGCC de los cuales, los tipo L son los mas afectados (Kato et al., 1996) y
relacionada a una pérdida de la corriente total de calcio y a la disminucién o
abatimiento de la respuesta secretora en respuesta a la glucosa (Roe et al., 1996).
Esto sugiere que la glucosa puede ser un estimulo importante en el desarrollo
funcional de las células B3, funcionando como un factor regulador de la expresion

de los canales.



El nacimiento en los mamiferos, puede ser un estimulo capaz de producir ajustes
en la fisiologia celular, tales que permitan al organismo adaptarse a las nuevas
condiciones metabdlicas, secundario a la estimulacion por los cambios en la
alimentacion.

Por lo anterior, es importante analizar la maduracion funcional y estructural de las
células B pancreaticas al nacimiento, asi como los mecanismos y factores que
contribuyen a este proceso. Este conocimiento nos permitira entender mejor las
alteraciones que pueden llevar a un desajuste celular y sistémico, que se vea
reflejado en una condicion tan particular como en el caso de los pacientes

diabéticos.



II. Planteamiento del problema.

Las células 3 pancreéticas de rata fetal carecen de la capacidad de responder a
cambios en la concentracion extracelular de glucosa y carecen de la primera fase
de la secrecion de insulina (Hole et al., 1988). Ha sido demostrado que es sdlo
algunos dias después del nacimiento, que las células alcanzan una madurez
funcional, adquiriendo una adecuada respuesta a la glucosa y haciéndose
evidente la segunda fase de la secrecion (Mendonca et al., 1998) sin embargo, no
se conoce el mecanismo o los factores implicados en el desarrollo de la
maduracién funcional de la célula 3 después del nacimiento.

Los canales de calcio sensibles a voltaje, juegan un papel importante en el
acoplamiento entre la elevacion de glucosa y la secrecion de insulina de las
células adultas. Sin embargo, en la etapa fetal los bloqueadores de canales de
calcio producen solo un pequefio efecto inhibitorio sobre la secrecion de insulina
estimulada por glucosa, a diferencia de las células adultas, en las cuales el
blogueo de los canales de calcio lleva a una marcada disminucion en la secrecion
hormonal (Hole et al., 1988). Esto sugiere que en la etapa fetal la secrecion de
insulina no depende de la entrada de calcio extracelular pero que en algun
momento, después del nacimiento, se establece una secrecion de insulina
estimulada por glucosa que depende de la entrada de calcio.

Lo anterior puede ser resultado por diferentes mecanismos los cuales podrian
incluir: A) que la secrecién de insulina no dependa de la concentracion extracelular
de calcio y por tanto del influjo de estos iones por VGCC o B) que la secrecién si
dependa del influjo de calcio, pero que exista alguna alteracién en la expresion o

funcion de los VGCC en algunas etapas del desarrollo.



Ha sido establecido que es solo tres dias después del nacimiento, que la
secrecion de insulina presenta un perfil de secrecion similar al de las células
adultas, pero con una secrecion disminuida. Esto sugiere que el nacimiento es un
estado critico para las células B3 pancreaticas, donde se adquiere una completa
maduracion funcional.

Es claro que tanto el calcio intracelular como el extracelular son utilizados para la
generacion de una completa respuesta bifasica y que la segunda fase de la
secrecion depende fuertemente de la movilizacion de calcio a travées de VGCC por
lo que es interesante analizar la expresion y funcion de éstos en las células de
ratas recién nacidas. El trafico de los canales de calcio es regulado por las
subunidades B accesorias, por lo que resulta interesante también, analizar la
expresion de estas subunidades y su relacién con alteraciones en la expresion de
los canales de calcio y la secrecidon de insulina en respuesta a la glucosa.

El Factor de Crecimiento Neuronal (NGF) participa en el la morfologia normal del
pancreas enddcrino durante el desarrollo fetal, sin embargo no se ha estudiado su
participacion en la maduracion funcional de la célula 3. En las células adultas, el
NGF tiene efectos troficos sobre la fisiologia de la célula adulta, incrementando la
secrecion de insulina en respuesta a la glucosa; aumentando las corrientes de
sodio y calcio y modulando la actividad eléctrica, sin embargo se desconoce si
este factor modula estos componentes en otros estadios de la ontogenia y si
participa en el desarrollo de la maduracion funcional de la secercién de insulina en
respuesta a la glucosa.

Se ha sugerido que en las células 3 pancreaticas de pacientes diabéticos, podria

existir alguna alteracion en la actividad eléctrica, descartando la implicacion de los



canales KATP, pero considerando a los canales de calcio como posibles
candidatos (Kjems et al., 2003). Esta hipétesis es apoyada por el hecho de que los
islotes de pacientes con tolerancia a la glucosa alterada, presentan alteraciones
en la [Ca®"]i (Kindmark et al 1994).

Un aumento en el conocimiento del desarrollo normal de las células 3, asi como
del mecanismo y los factores que regulan la maduracién de la secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa, nos ayudaran a comprender mejor como
algunos desajustes en este proceso pueden originar la aparicion de diabetes

mellitus.



[ll. Hipo6tesis

Comparado con las células adultas, las células neonatales secretan una menor
cantidad de insulina y no responden adecuadamente a la glucosa. Esta inmadurez
funcional podria estar relacionada con alteraciones en el acoplamiento entre el
estimulo de glucosa y la secrecion de insulina. Por otra parte, si la célula 3 secreta
NGF y expresa receptores TrkA durante el desarrollo y su sefalizacion produce
efectos troficos que regulan la morfogénesis del islote, entonces es probable que
el NGF participe también en la maduracién funcional de la secrecion de insulina en

respuesta a la glucosa durante el desarrollo posnatal de la rata.



IV. Objetivos

Objetivos generales

Caracterizar algunos componentes del acoplamiento entre el estimulo de glucosa
y la secrecion de insulina, en las células 3 pancreaticas en dos etapas del
desarrollo de la rata: neonatal y adulta.

Analizar el efecto del NGF sobre este mecanismo en células R en cultivo.

Objetivos especificos

1. Caracterizar en células B neonatales y comparar con las adultas lo
siguiente:

a) Expresion del RNAm de insulina

b) Contenido de insulina.

C) Secrecién de insulina en respuesta a la glucosa.

d) Corriente total de calcio.

e) Expresion de diferentes subunidades al que forman canales de calcio

f) Participacion individual en la generacidon de la corriente macroscoépica, de
los diferentes tipos de canales de calcio sensible a voltaje expresado por las
células 3.

g) Participacion individual de los diferentes tipos de canales de calcio en la
secrecion de insulina estimulada por glucosa.

h) Expresion de las subunidades 32 y 33 de los canales de calcio.



2. Analizar el efecto del NGF enddgeno y exdgeno sobre:

a) Secrecion de insulina en respuesta a la glucosa.

b) Contenido de insulina intracelular.

C) Expresion de transportadores GLUT2 en la membrana celular.

d) Corriente total de calcio.

e) RNAmM de las subunidades al de los diferentes canales de calcio
expresados por las células B pancreaticas.

f) Expresion de las subunidades a1 en el citoplasma y la membrana celular.

g) RNAm de las subunidades 32 y 33



V. Metodologia

Para alcanzar los objetivos se utilizaron diferentes técnicas que se resumen en la

figura 5.1. Cada técnica se describe detalladamente en los apartados siguientes.
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Materiales

Los reactivos fueron obtenidos de las siguientes fuentes:

colagenaza tipo IV de

Worthington (Freehold, NJ); albamina seérica bovina (BSA), HEPES, poli-L-lisina,

tripsina y todas las sales para los registros electrofisiolégicos de Sigma (St. Louis,

MO); cajas Petri de cultivo (Corning); suero bovino fetal de Equitech-BIO (Ingram,

TX); solucién de sales balanceada Hanks y RPMI-1640 (SIGMA), solucién de

penicilina-estreptomicina-amfotericina B de Life Technologies (Grand Island, NY) y

tetrodotoxina de Calbiochem (La Jolla, CA).



Cultivo de células 3 pancreaticas

Los pancreas fueron obtenidos de ratas Wistar macho de un dia de vida posnatal
o de adultas jovenes (250-280 g). Los islotes pancreaticos fueron aislados y
separados del tejido acinar por una digestion con colagenasa y por centrifugacion
en un gradiente de Ficoll. Los islotes limpios fueron separados manualmente y la
disociacion de las células se realizé mediante la incubacion de los islotes en un
bafio con agitacion constante por 10 minutos a 37°C en solucion Spinner libre de
calcio, con 15 mmol/l de glucosa, 0.5 % de albumina bovina (BSA) y 0.01 % de
tripsina, seguida de agitacion mecanica. Las células fueron cultivadas en medio
RPMI-1640 (11.6 mmol/l de glucosa) con 1 % de suero de cabra fetal, 200
unidades/ml de penicilina G, 200 pg/ml de estreptomicina y 0.5 ug/ml de
amfotericina B. Las células insulares fueron utilizadas después de 6 horas para los
experimentos de células frescas o cultivadas por 24 6 48 horas en condiciones
control, con NGF (50 ng/ml) o con un anticuerpo neutralizante para NGF (Ab-N, 1

pug/ml) para los demas experimentos.

Secrecion de insulina

Para analizar la secrecion en respuesta a la glucosa y la participacion del NGF en
este proceso; células R frescas o cultivadas por 48 horas en las diferentes
condiciones (control, NGF o Ab-N) se incubaron por 30 minutos en solucién salina
Hank’s (HBSS) con 5.6 mM de glucosa. Finalmente, las células fueron incubadas

por 60 minutos en HBSS 5.6 o 15.6 mM de glucosa. El medio de cultivo



recuperado se mantuvo a -20°C hasta ser utilizado y la insulina secretada fue
cuantificada por el método de ELISA.

El ensayo de ELISA es un inmunoensayo enzimatico de dos sitios de fase solida.
Brevemente, se basa en una técnica de sandwich directa, en la cual dos
anticuerpos monoclonales se dirigen contra los determinantes antigénicos por
separado sobre una molécula de insulina. Durante la incubacion, la insulina en la
muestra reacciona con anticuerpo contra insulina conjugado con peroxidasa y el
anticuerpo contra insulina que se encuentra previamente unido a la pared del
pozo. El conjugado unido se detecta por una reacciéon con 3, 3, 5, 5'-
tetrametilbenzidina. Finalmente, la reaccién se detiene agregando un &cido, que
produce una reaccion colorimétrica, que es analizada en un espectrofotémetro.
Los experimentos se realizaron de acuerdo a las instrucciones del manual del

proveedor, usando los sobrenadantes de 5 x 10° células en todos los casos.

Doble inmunotincion de insulina y subunidades a1 de los canales de calcio
sensibles a voltaje (VGCC) y GLUT2 en células aisladas y cortes de tejido

Las células aisladas frescas o cultivadas, fueron fijadas en paraformaldehido
(PFH) al 4 % en PBS, por 45 minutos a temperatura ambiente, lavadas y
permeabilizadas con una solucién de bloqueo que contenia 2 % albumina sérica
bovina (BSA, w/v) y 0.1 % de triton X (v/v) por 30 minutos a temperatura ambiente.
Para los cortes de pancreas se utilizd6 una solucién de permeabilizacién con 1 %
de triton. Las muestras se incubaron en una cdmara humeda durante una noche a

4°C con el anticuerpo primario policlonal IgG levantado en conejo contra las



subunidades alB, al1C, alD y alG de rata (Alomone Labs; Jerusalén, Israel) a
una dilucién 1:100 para células cultivadas y 1:10 para los cortes de tejido;
anticuerpo policlonal levantado en conejo contra el transportador de glucosa tipo 2
(GLUT?2) de rata (Chemicon International; CA, USA) a una dilucion de 1:1200 para
cultivos celulares y 1:600 para los cortes de tejido. Al siguiente dia, las muestras
se lavaron e incubaron por 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario IgG Fragmento F(ab’)2 conjugado a Cyanine 5 (CY5), levantado en
cabra contra IgG de conejo (Jackson ImmunoResearch; Pennsylvania, USA).
Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario levantado en cobayo
contra insulina de rata (ICN) por 2 horas a una dilucién de 1:10000 para cultivos
celulares y 1:5000 para cortes de tejido, seguido de una incubacion con el
anticuerpo secundario conjugado a FITC levantado en cabra contra cobayo
(Jackson ImmunoResearch), dilucion 1:100 para cultivos celulares y 1:50 para
cortes de tejidos. Las muestras se montaron en un medio que contiene 15 mM de
NaN3 (DAKO).

Se realizaron los siguientes controles negativos: 1) los anticuerpos primarios (anti-
VGCC o insulina) se preabsorbieron con su antigeno correspondiente (1 ug del
péptido por 1 pug de anticuerpo); 2) los cultivos celulares fueron tratados con el
anticuerpo primario s6lo 6 3) con el anticuerpo secundario solamente. Como se
esperaba, las muestras mostraron, en el primer caso solamente un fondo
(background) para la fluorescencia de Cy5 o FITC sin ninguna fluorescencia en los
otros casos. Los controles negativos de los anticuerpos secundarios se llevaron a

cabo con una incubaciéon de las muestras, primero con el anticuerpo primario anti-



VGCC, seguido de la incubacion con el anticuerpo secundario Cy5 de cabra contra
conejo (dilucion 1:50) y finalmente con el anticuerpo secundario diferente (por
ejemplo anticuerpo FITC contra cobayo). Como se esperaba, este procedimiento

mostro una buena tincion de Cy5 pero no mostro sefal de FITC.

Imagenes y cuantificacion de fluorescencia

Para las imagenes de inmunoreactividad especifica, las inmunotinciones fueron
visualizadas con microscopia de epifluorescencia, usando un microscopio invertido
(Nikon Diaphot) equipado con una lampara de mercurio de 100 W vy filtros
apropiados para Cy5 (excitacion 647 nm, emisibn 680 nm; Omega optical;
Brattleboro VT, USA) y FITC (excitacion 488 nm, emision 522 nm; Omega optical).
Las imagenes de fluorescencia de cada campo se obtuvieron de manera
separada. Las muestras se examinaron con un alto aumento usando un objetivo
de inmersion en aceite para fluorescencia (63X, 1.3 NA, Leitz Wetzlar, Germany).
Las imagenes digitales fueron adquiridas con una camara CCD digital enfriada
(SenSys 0401E, Roper Scientific; Tucson AZ, USA) y la iluminacion fue limitada
con un shutter electronico Uniblitz (Vincent Associates; Rochester NY, USA). Las
exposiciones se cambiaron para un rango de intensidades de fluorescencia de
cada muestra. Las imagenes fueron adquiridas con el programa Image-Pro
Express 2.0 (Media Cybernetics; Silver Spring MD, USA) y almacenadas como
imagenes en formato TIFF (8 o 12 bits de resolucién).

El andlisis de imagenes fue realizado con los programas Image J 1.36 (Wayne
Rasband; National Institutes of Health, USA) y MetaMorph (Universal Imaging;

6.1). Para cada célula en el campo, se definio el area citoplasmatica (no nuclear) y



el promedio de la intensidad de fluorescencia se cuantifico en el area de interés,
asi como de 3 a 8 areas libres de células del mismo cubreobjetos (fluorescencia
de fondo). La intensidad de fluorescencia corregida con el fondo (fluorescencia
especifica) se cuantificd en todas las células pancreaticas identificadas en 200
campos de dos cultivos independientes. Los datos de estos dos cultivos (20
animales por cultivo por condicion experimental fueron graficados.

Realizamos un andlisis de la expresién de la proteina de canales de Ca** en la
membrana plasmatica en relacion al citoplasma como fue descrito previamente en
Viard et al., 2004, con algunas modificaciones. Brevemente, se dibujo una linea
sobre la imagen de cada célula en el campo, evitando el ndcleo (MetaMorph;
Universal Imaging), obteniéndose el perfil de intensidad de fluorescencia
(cuantificada sobre la distancia total de la linea) (ver Figura 6.9). Los perfiles
similares se dibujaron en 25 células de cada condicion experimental. A partir de
cada perfil de intensidad, se cuantific6 el promedio de fluorescencia de 5 pixeles
contiguos en la periferia de las células de ambas terminales (sefial de la
membrana plasmatica) también como de 5 pixeles contiguos localizados a la mitad
de la region citoplasmatica (sefial citoplasmatica). Las sefiales de la membrana,
correspondientes a cada terminal se promediaron y dividieron por el promedio de
la sefial citoplasméatica obteniendo la relacion membrana/citoplasma (M/C). El
promedio de la relacion M/C de todas las células se tom6é como el patrén de
tincion representativo para cada condicion. Los resultados numéricos se graficaron
con el programa Origin 3.8 (Microcal; Northampton, USA) y la composicion de las

imagenes se realiz6 con los programas Image J y Microsoft PowerPoint.



Microscopia confocal de cortes por congelacién del tejido pancreético
Cortes por congelacion de tejido pancreatico

El tejido pancreatico fue obtenido y fijado con PFH 4 % en PBS por 12 horas a
4°C. Después de lavar con PBS, los pancreas se sometieron a un gradiente de
sacarosa al 10 %, 20 % y 30 % por 24 horas cada uno y finalmente se realizaron
cortes de 10 um de espesor por congelacion con un criostato (Leica CM 1900).

Un dia posterior a la tinciéon (ver apartadom correspondiente), se tomaron las
imagenes de todos los cortes de cada experimento, con un microscopio confocal
de barrido laser (Bio-Rad MRC 1024, Hércules, CA, USA), ensamblado a un
microscopio invertido (Nikon, Diaphot 300), equipado con un objetivo de inmersién
en aceite para fluorescencia 40X (Nikon Corporation). Los parametros de
excitacion y emision fueron los siguientes: para la tincion con FITC: excitacion 488
nm; emisién 522 nm/DF32. Para Cy5: excitacion 647 nm; emision 680 nm/DF32.
Los parametros permanecieron fijos a través de toda la sesidon. Las imagenes
obtenidas a 488 y 647 nm de excitacion se colectaron de manera separada o en
conjunto. El analisis y procesamiento posteriores de las imagenes se realiz6 con el
programa desarrollado por Todd Clark Breile (Confocal Assistant 4.02). Para cada
condicion experimental, se analizaron al menos 10 islotes de 4 pancreas

diferentes.



Aislamiento del RNA citoplasmatico y deteccion por transcriptasa reversa
(RT)-PCR de los transcritos de RNAm de las subunidades de los VGCC

El RNA citoplasmatico fue extraido de células frescas o cultivadas por 48 horas en
condiciones control o en presencia de NGF (50 ng/ml) o de un antisuero contra
NGF (1 uM) usando TRIzol (GIBCO/BRL). Las células fueron lisadas directamente
en las cajas de cultivo, 1 ml de TRIzol por 1 X 10° células. El RNA citoplasmatico
se transcribi6 de manera reversa siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante (Perking-Elmer catalogue no. N808-0143).

La reaccion de RT-PCR se realiz6 con 200 ng del RNA total para la deteccion del
RNAmM de las subunidades al, 32 y B3 de los VGCC, insulina o NGF, usando
como gen interno a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) para
propésitos cuantitativos.

Todas las secuencias de inicio (primers) se sintetizaron y se usaron como
iniciadores de la amplificacion del templado de DNA. Los primers usados para la
amplificacion fueron los siguientes: alB 5 AAAGCACAGAGCTTCTACTG3’
sentido y 5’GTGGTTGGAGTCTCATCTTG 3" antisentido; a1C 5 AATCTCTTC-
TTGGCCATTGC3  sentido y 5CTGGAGGTC-ATCCATGTTGA 3° antisentido;
alD 5 GCTGAAAGTCTGAACACTGC3  sentido y 5 AGCAGGAACCTCA-
GGCTCGT3" antisentido; alG 5 GAAGATGCGAGTGGACAG3  sentido vy
5 CTGTGGCGATGGTCACTGS antisentido; subunidad 32 5" AAGACCACAATGA-
GTGCAGC3’ sentido y 5’ ATAATGAGAGGTCAGGTATCS  antisentido; subunidad
R3 5'CCATCCCTGGACTTCAG3  sentido y 5 CTAACGCC-AATCTAACTCC3

antisentido; insulina 5’AAGAGCCATCAGCAAGC 3’ sentido y 5" GAGCAGATG-



CTGGTGCAGC3 antisentido; NGF 5 GGCATGCTGGACCCAAGCTC3  sentido y
5 GCGCTTGCTCCGGTGAGTCC3  antisentido; GAPDH 5 GCCCCCCATGTTT-
GTGAT3 sentido y 5 GCCCCAGCATCAAAGGT3 antisentido. Se realizaron
treinta y cinco ciclos de amplificacion con una temperatura de alineacion de 60°C
para a1B, al1C, alD, B2 y B3; 67°C para alG y 56°C para insulina y GAPDH con
16 y 20 ciclos, respectivamente, y 61°C con 30 ciclos para NGF.

Los productos de reaccién fueron secuenciados y mostraron el 100 % de identidad
con las secuencias reportadas para los genes de las subunidades o1B, a1C, alD,
alG, B2 y B3, insulina, NGF y GAPDH genes (datos no mostrados). El material
amplificado se corrié por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y se
visualizé por una tincion con bromuro de etidio. Las bandas de PCR se analizaron

con ayuda del analizador de densitometria (Typhoon).

Registros electrofisiolégicos

La corriente total de calcio fue analizada en células frescas o cultivadas por 24 y
48 horas. Para analizar las corrientes de macroscépicas de calcio (Ca®*) sensibles
a voltaje, utilizamos la técnica de fijacion de voltaje en micro areas de membrana
en la configuracion de célula completa (Hamill et al., 1981), usando Ba®" como
acarreador de carga; se empled un amplificador de sefial Axopatch 200B (Axon
Instruments, Foster City, CA), como previamente ha sido descrito (Cruz-Cruz, et
al., 2005) a temperatura ambiente (20 a 22°C). Brevemente, se utilizaron tubos
capilares KIMAX-51 (Kimble Glass, Vineland NJ) para los electrodos, los cuales

tuvieron una resistencia en la punta de 1.5-3 MQ. Las puntas de electrodos se



recubrieron con Sylgard (Dow Corning, Midland, MI). La solucién externa consistio
de (mmol/l): 125 NacCl, 5 KCI, 2 MgCL,, 10 BaCl,, 10 HEPES y 10 de glucosa. La
solucion interna contenia (mmol/l): 120 CsAsp, 10 CsCl, 5 CsF, 2.5 Cs-BAPTA, 10
HEPES y 10 CL-tetrametilamonio y 2.5 de ATP. Las corrientes de Na® se
bloquearon con la adicion de 100 nmol/l de tetrodotoxina (TTX) a la solucién
externa.
Los transitorios capacitivos de la pipeta fueron cancelados antes de romper la
membrana y la capacitancia celular total se determind por la integracion digital de
los transitorios capacitivos con pulsos de +10 mV, a partir de un potencial de
mantenimiento de -80 mV. Los transitorios capacitivos de la célula, fueron
cancelados y las resistencias en serie compensadas, usando el circuito interno de
fijacion de voltaje. Los transitorios capacitivos lineares asi como las corrientes de
fuga se sustrajeron por un procedimiento en linea de P/2.
El protocolo de pulsos para el anélisis de las corrientes de bario (IBa?"),
consistieron de pulsos de prueba despolarizantes de 15 ms de duracién, desde
-60 a +50 mV con incrementos de 10 mV, a partir de un potencial de
mantenimiento de -80 mV. Las curvas de activacion de la IBa** fueron obtenidas
por la conversion de los valores de la corriente al pico a conductancias (G).

G IBa®" = IBa**/ (Vm — ErBa?®")
Donde IBa?* es el valor de la corriente al pico, Vm es el potencial de pulso
comando y ErBa* es el potencial de inversién aparente, obtenido por la
extrapolacion de las relacion I-V, las cuales en la mayoria de los casos fue ~ +56

mV.



Los valores de G fueron normalizados y ajustados a una relacién de Boltzmann:
G/Gmax = {1 + exp [-(V = Vip)/k}™

Donde G es la conductancia al pico de IBa**, Gmax es la conductancia maxima de

IBa**, V1, es el punto medio de la curva de activacién, y k es el factor de

activacion.

Andlisis estadistico

Todos los datos se informan como promedio *+ el error estandar de la media
(EEM); donde n denota el numero de células o experimentos. La significancia
estadistica especifica fue obtenida con los analisis de varianza de una via
(ANOVA) y Bonferroni. La distribucion de la intensidad de fluorescencia en las
células en cultivo sigue una distribucién de Poisson mas que una distribucién
normal, por lo cual se utilizé una prueba estadistica no paramétrica (Kolmogorov-
Smirnov) para comparar los datos entre grupos (Fiordelisio y Hernandez-Cruz,
2002). Las diferencias significativas obtenidas de la prueba de Kolmogorov-
Smirnov se reportan como el 95% del intervalo de confianza (Stat view 4.57;

Abacus Concepts, Cary, NC).



VI. Resultados

A. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS CELULAS R NEONATALES
Secrecion de insulina en células B neonatales y adultas

La secrecion de insulina de células 3 neonatales y adultas en cultivo fue
examinada por ELISA, en una concentracion de glucosa basal (5.6 mM) y otra
estimuladora (15.6 mM). Como se ilustra en la figura 6.1, en 5.6 mM de glucosa,
las células 3 neonatales secretan 92 % menos insulina que las células adultas y
no responden a cambios en la concentracion extracelular de glucosa, debido a que
no hubo cambios en la insulina secretada cuando las células fueron incubadas con

una concentracion estimuladora de glucosa (15.6 mM).
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Figura 6.1. Secrecion de insulina en respuesta a la glucosa en células neonatales y adultas.
Las células neonatales secretan menos insulina en concentraciones basales de glucosa (5.6 mM) y
carecen de la capacidad de secretar insulina en respuesta a condiciones estimuladoras de glucosa
(15.6 mM). Los datos son expresados como el promedio + el error estandar de la media (EEM) de
cuatro experimentos independientes. * P < 0.001 con respecto a las células adultas y **P < 0.0.01
con respecto a 5.6 mM.



Como puede apreciarse en la figura 6.1, en una concentracion basal de glucosa,
las células adultas secretan 12 veces mas insulina que su contraparte neonatal.
Sin embargo, en contraste con estas Ultimas y como era de esperarse, las células
adultas responden al incremento de glucosa, aumentando su secrecion en un
79%. De esta manera, nuestras observaciones demuestran que comparado con
las células adultas, las neonatales secretan menos insulina y carecen de la

capacidad de advertir cambios en la concentracion extracelular de glucosa.

Expresion del RNAm de insulinay NGF en células 3 neonatales y adultas

Los resultados anteriores muestran una inmadurez funcional de las células 13
neonatales caracterizada por una deficiente secrecion de insulina y una
incapacidad para responder a cambios en la concentracidbn de glucosa. Esta
deficiente secrecion, podria estar relacionada a una baja sintesis de la hormona,
por lo que decidimos analizar la expresion del RNAm de insulina de las células
neonatales y compararla con su expresion en células adultas. En la figura 6.2 se
muestra el andlisis de la densitometria de los productos de PCR de insulina, en la
cual se aprecia claramente que las células neonatales expresan un 40 % menos
RNAmM que las células adultas. Estos resultados indican que la inmadurez
funcional de las células neonatales para secretar insulina esta dada, al menos en
parte por una menor sintesis hormonal.

Previamente, hemos demostrado que las células B de rata adulta sintetizan y
secretan NGF biol6gicamente activo y expresan su receptor de alta afinidad TrkA
(Rosenbaum et al.,, 1998). ElI TrkA se expresa desde etapas tempranas del

desarrollo de la rata (Kanaka-Gaentenbein et al., 1995a) y la activacion de la



sefalizacion a través de este receptor, es necesaria para el desarrollo normal de
las células 3 (Kanaka-Gaentenbein et al., 1995b).

Sin embargo, no se conoce con certeza si el NGF es sintetizado en etapas
tempranas del desarrollo. Por lo anterior, analizamos la expresion del RNAm de
NGF en células neonatales para conocer si en esta etapa del desarrollo, las
células 3 tienen la capacidad de sintetizar esta proteina. En la figura 6.2 se
muestra que las células neonatas expresan RNAm de NGF, sin embargo, de
manera similar a lo que ocurre con el RNAm de insulina, en la etapa neonatal, las

células expresan 20 % menos RNAmM que las células adultas.
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Figura 6.2. Expresion de los RNAm de insulina y NGF en células 3 de rata. A) Muestra los
productos de PCR de los mensajeros de insulina, NGF y gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
(control interno, GAPDH). B) Muestra los niveles de expresién de ambos mensajeros. Comparado
con las células adultas, las neonatales expresan 40 % y 20 % menos mensajero de insulina 'y NGF,
respectivamente. Los datos son expresados como el promedio + EEM de cuatro experimentos
independientes. * P < 0.001 con respecto a las células adultas.



Acumulacién de insulina en células 3 neonatales y adultas

Considerando que la deficiencia en la sintesis de insulina en la etapa neonatal,
pueda relacionarse con una deficiencia en la cantidad de insulina almacenada,
decidimos explorar el contenido de esta hormona, por medio de un analisis
cuantitativo de inmunoreactividad en imagenes digitales de células insulares en
cultivo (figura 6.3A y ver métodos). El analisis cuantitativo de inmunoreactividad de
las células neonatales, revela dos poblaciones celulares: células con una
inmunoreactividad moderada (entre 5 y 50 unidades de fluorescencia especifica
(UF)) y células con una mayor inmunoreactividad (> 50 UF). El porcentaje de
células en estos dos grupos fue de 64.7 y 35.3 en las células neonatales y 99.2 y
0.8 en las células adultas, respectivamente (figura 6.3B).

Contrario a lo que esperabamos, observamos que la inmunoreactividad para
insulina es mas fuerte en las células neonatales, en comparacion con las células
adultas (medianas X1 = 26.9 y X2 = 13.6 UF) y asumiendo una relacién lineal
entre la inmunoreactividad y el contenido de insulina, estos datos sugieren que las
células neonatales acumulan cerca de dos veces mas insulina que las células
adultas.

Estos resultados demuestran que a pesar de la reducida cantidad de RNAmM de
insulina, la inadecuada secrecion hormonal de las células 3 de rata neonatal lleva
a una acumulacién de insulina (ver figura 6.3). Esta sintesis hormonal disminuida
contribuye a la menor secrecion de las células neonatales, sin embargo la
diferencia en la secrecién hormonal de mas de 10 veces entre las células adultas y
neonatales y no puede ser adjudicada solamente a la diferencia del 40 % del

contenido del RNAm de insulina. Es probable que la inmadurez de otro u otros de



los componentes del acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la secrecion de

insulina contribuya a esta deficiencia.
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Figura 6.3. Contenido de insulina en células B de rata. A) Micrografias representativas de
células positivas para insulina de rata neonatal y adulta. B) Histogramas de expresion individual de
fluorescencia especifica de insulina. Las células neonatales tienen una mayor expresion de
inmunoreaccién que las adultas. Al menos 500 células fueron utilizadas para la cuantificacion de la
fluorescencia para cada edad y expresadas como unidades de fluorescencia (UF). X representa la
mediana del histograma de fluorescencia especifica de insulina.

Corrientes de Ba®" registradas en células B neonatales y adultas

Un deficiente influjo de calcio (Ca?*) a través de los VGCC podria ser otra causa
que explique la deficiencia en la secrecion en respuesta a la glucosa y con la
incongruencia con la acumulacion de insulina en las células 3 neonatales. Para
evaluar esta posibilidad, se registraron las corrientes a través de los canales de

Ca?* de células R individuales, bajo la técnica de fijacion de voltaje en su



configuracién de célula completa, utilizando bario (Ba?*) como acarreador de carga
(ver métodos). En la figura 6.4A y B se muestran los registros de corrientes

representativas, obtenidas de células neonatales y adultas, respectivamente.
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Figura 6.4. Densidad de corriente de Ba** en células R pancreaticas. A) Corrientes de Ba®*
representativas de células neonatales (N) y adultas (A). B) Densidad de corriente de Ba2+ (IBa2+
pA/pF). La relacién corriente y voltaje (IV) de células B pancreaticas muestra que las células
neonatales (e, n = 12) tienen menos 1Ba** que las células adultas (o, n = 10). No se observaron
diferencias en la dependencia de voltaje entre ambas edades (C). Los datos son expresados como
la media de la densidad de corriente £ EEM, n indica el nUmero de células registradas.

En la figura 6.4C se presenta la relacion corriente y voltaje (1/V) de los promedios
obtenidos de 12 células neonatales y 10 adultas. En ambos casos la I/V muestra
dos principales componentes de la corriente de Ba®": un componente activado a

bajo voltaje (LVA por sus siglas en inglés) con un umbral de activacion de



alrededor de -40 mV y otro componente activado a alto voltaje (HVA por sus siglas
en ingés), con un umbral de activacion de alrededor de -20 mV. Estos dos
componentes corresponden, respectivamente, a VGCC tipo Ty L de las células
adultas (Hiriart y Matteson, 1988; Barnett, et al., 1995).

La principal diferencia entre las células 3 neonatales y adultas, es que la densidad
de la corriente de bario (IBa**) maxima al pico, es aproximadamente 30 % mas
pequefia en las neonatales (10.8 + 1.0 pA/pF) comparado con las células adultas
(15.5 + 1.8 pA/pF) sin mostrar diferencias significativas en los parametros de

Boltzmann en la dependencia de voltaje para la activacion (figura 6.4D y tabla 1).

Tabla 1. Parametros de Bolzmman para la dependencia de voltaje de células R neonatales y
adultas.

Parametro Neonatas Adultas
Va,, (mV) 114+ 0.08 1.08 +0.04
Ka 158+ 28 166+1.3

Estos resultados, sugieren que ademas de una menor sintesis de insulina, la
deficiente secrecidén de las células neonatales esta relacionada también, con una
menor densidad de corriente de calcio comparado con las células adultas, lo cual
explicaria el relativamente alto contenido de insulina acumulado en las células en

esta etapa del desarrollo.



Los islotes pancreaticos de ratas neonatales y adultas expresan diferentes
canales de calcio sensibles a voltaje

Ha sido demostrado previamente que las células 3 de rata adulta, expresan
canales de calcio sensibles a voltaje, sin embargo no esta claro qué tipo de
canales expresan durante las diferentes etapas del desarrollo. Para evaluar el tipo
de canales de calcio expresados en los islotes de ratas neonatales y adultas, se
realizaron tinciones inmunohistoquimicas, utilizando anticuerpos primarios que
reconocen a las subunidades al1B, alC, alD y alG que forman canales de calcio
tipo N, LC, LD y T, respectivamente; en cortes de tejido pancreatico,
paralelamente a una inmunotincion para insulina, con el fin de correlacionar la
localizacion de ambas proteinas (ver métodos).

Como se muestra en las figuras 6.5 y 6.6, en las imagenes confocales del tejido
pancreatico, los islotes fueron facilmente distinguibles del tejido acinar. En general,
y dependiendo del estadio del desarrollo, la fluorescencia especifica para insulina
es abundante en la parte de los islotes (columna izquierda, figuras 6.5 y 6.6) con
poca inmunoreactividad en la periferia de los mismos (tincion inespecifica o
fondo). Es importante sefalar que existen diferencias considerables en la
expresion de insulina entre las células insulares, particularmente en los islotes
pancreaticos de rata adulta, mientras que esta heterogeneidad es menos marcada

en los islotes de ratas neonatales.



alC

Figura 6.5. Coexpresion de insulinay alC (arriba) y alD (abajo) en islotes pancreéaticos de
rata. Micrografias confocales representativas de pancreas de rata neonatal (N) y adulta (A),
mostrando insulina (rojo), canales de calcio (verde) y translapamiento (amarillo). Las barras

representan 50 um.
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Figura 6.6. Coexpresion de insulina y alB (arriba) y alG (abajo) en islotes pancreéticos de
rata. Micrografias confocales representativas de pancreas de rata neonatal (N) y adulta (A),
mostrando insulina (rojo), canales de calcio (verde) y translapamiento (amarillo). Las barras

representan 50 um.



En general, tanto las células de los islotes neonatales como adultos, son
inmunoreactivas a los cuatro tipos de subunidades ol que fueron examinadas,
pero, en contraste con la tincidn de insulina, la inmunoreactividad especifica para
los canales de calcio aparece mas ampliamente distribuida en todo el islote
(columna intermedia figuras 6.5 y 6.6).

Cuando se compararon las imagenes confocales de insulina y de las subunidades
al, el area de células inmunoreactivas para las subunidades, parece mayor que el
area de inmunoreactividad para insulina (preferentemente localizado al centro del
islote, columna derecha figuras 6.5 y 6.6), que indica que existen ceélulas que
expresan canales de calcio, que no son células B. Por su localizacion en la
periferia del islote, podemos inferir que la mayoria pueden ser células a; sin
descartar la posibilidad de otro tipo de células insulares, como las células 6 o PP.
Asi mismo, puede apreciarse, que existe una heterogeneidad en la
inmunreactividad para las diferentes subunidades que forman canales de calcio, la
cual se observa tanto entre los islotes pancreaticos, como entre las células en
ambas etapas del desarrollo.

Estos resultados demuestran que los islotes pancreaticos de rata en ambas
edades expresan los canales de calcio tipo N, LC, LD y T y que éstos se expresan
no solamente en las células positivas a insulina (B), sino también en otras células

insulares.



Expresion de los RNAm que codifican a subunidades al de los VGCC en
células B neonatales y adultas

Es posible que la menor ICa?" registrada en las células R de rata neonatal pudiera
resultar de una reducida sintesis de los RNAmM que codifican para las
correspondientes subunidades al que forman canales de calcio. Para evaluar esta
hipotesis, se analizé por RT-PCR, la expresion del nivel de RNAmM de las células 3
que codifica para las subunidades a1B, a.1C; alD y al1G que forman VGCC tipo N,
L y T, respectivamente.

En la figura 6.7 se muestra que las células neonatales expresan el RNAm para los
cuatro tipos de subunidades al, sin embargo, la expresion del RNAmM de 1B es
considerablemente méas abundante que las otras subunidades, siendo 4.7, 2.1y
1.2 veces mas abundante que los RNAm de al1C, alD y alG, respectivamente.
Asi mismo, cuando fue comparada su expresion con la de las células adultas, se
encontré que las células neonatales expresan aproximadamente 70%, 60% y 53%
menos RNAmM que codifica para las subunidades alC, aD y aG, respectivamente
pero el RNAm de 1B fue mas abundante en las células neonatales. En contraste,
a pesar de que existe una tendencia a una mayor expresion de RNAm de o1B en
las células adultas, no hubo diferencias significativas cuando se realizo el analisis
estadistico.

Estos resultados demuestran que las células neonatales y adultas expresan al
menos cuatro tipos de canales de calcio; sugiriendo que la ICa** registrada es
producida por los canales de calcio tipo N, LC, LD y T en ambas etapas del

desarrollo.
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Figura 6.7. Diferencias de la expresion de los RNAm de los canales de calcio sensibles a
voltaje. A) Productos de PCR para las subunidades a1B, a1C, alD y alG y GAPDH de células
neonatales (N) y adultas (A). B) Niveles de expresion de los RNAm en células neonatales (barras
negras) y adultas (barras grises). El nivel de expresién del RNAm esta normalizado con respecto al
nivel de expresion del RNAm de GAPDH. Los datos son expresados como el promedio + EEM de
tres experimentos independientes. * P < 0.001 respecto a la subunidad alB en las células
neonatas, ** P < 0.001.

La inmunoreactividad para las subunidades al de los VGCC muestra una
distribucion subcelular

A pesar del hecho de que las células neonatales presentan corrientes de Ca®* mas
pequefas y menos copias de RNAm de las subunidades a1C, a1D and alG que
las células adultas, la comparacion de la inmunoreactividad muestra diferencias
inconsistentes para la expresion de las subunidades ol entre los islotes

neonatales y adultos. Asi mismo, el promedio de la inmunoreactividad total en las



células insulares en cultivo, no mostré diferencias significativas en la expresion de
las subunidades.

Para evaluar la posibilidad de que la incongruencia entre los resultados del
andlisis de las corrientes de Ca®* y de la inmunoreactividad, estuviera dado por
una diferencia en la distribucion de los canales en compartimientos celulares (ver
meétodos), analizamos la inmunoreactividad para las subunidades al en células
aisladas en cultivo (figura 6.8).

La figura 6.9A y B muestran ejemplos de las micrografias digitales de
fluorescencia, obtenidas de las células cultivadas, inmunotefiidas para la
subunidades alB, aC, aD y aG, en las cuales se muestra claramente una
distribucion diferencial entre los dos compartimientos, la cual es mas intensa en la
periferia celular (membrana) que en el citoplasma. Es probable que este patron de
fluorescencia anular refleje la distribucion predominante de las subunidades al en
la membrana plasmatica, la cual es menos clara en la inmunoreactividad celular

en los islotes intactos (figura 6.5y 6.6).

Figura 6.8. Expresion diferencial de canales de calcio. Expresion de las subunidades a1B, a1C,
alD y al1lG que forman canales de calcio sensibles a voltaje en células B pancreaticas neonatas
(N) y adultas (A). Las barras de calibracién son 50 um.
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Figura 6.9. Micrografias representativas de la localizacion subcelular de la subunidad al1D
en células individuales aisladas de ratas neonatales (A) y adultas (B). La expresion de los
canales en la membrana celular, difiere entre las células neonatales y adultas (C y D), los pixeles
indicados en el eje de las ordenadas indica la distancia tomada en la posicion indicada por la barra
sobre las células. Las barras representan 36 pixeles (10 um).

Para analizar cuantitativamente este patron de inmunoreactividad, se cuantifico la
fluorescencia en la membrana (M) y el citoplasma (C) por separado en 25 células
por cada condicion (ver métodos), para obtener la relacién de esta expresion entre
ambos compartimientos (M/C). La tabla 2 muestra que en las células neonatales,
las subunidades alB, alC y alD se expresan casi igual en los compartimientos
de la membrana y el citoplasma, mientras que a1lG se expresa preferentemente
en la membrana plasmatica, en comparacion con la expresion en las células
adultas en las que los cuatro tipos de canales se sitian preferentemente en la
membrana. Estos hallazgos apoyan, que las corrientes de Ca?* registradas en las
células adultas son mayores que en las células neonatales debido a que las

subunidades al correspondientes a los VGCC, tienden a una mayor localizacion



en la membrana plasmatica y con una menor tendencia a localizarse en el

citoplasma.

Tabla 2. Relacién M/C de la expresion de subunidades al de los canales de calcio en células
3 derata. * P = 0.001

M/C
Subunidad al Neonatas Adultas
B 1.47£0.04 1.55+£0.05
C 1.58 £ 0.07* 258+0.14
D 1.55+0.07* 2.74+0.15
G 2.43 +0.09* 2.88+0.19

Expresién de los RNAm que codifican para las subunidades auxiliares 32y
k3 de los VGCC en células 3 neonatales y adultas

Previamente ha sido demostrado que la expresion de las subunidades auxiliares
3, es crucial para la regulacién de la expresion y funcién de los VGCC (Nishimura
et al., 1993). Por lo cual, decidimos explorar la expresion del nivel de los RNAmM
que codifican para las subunidades auxiliares 32 y 33 de los VGCC en células
neonatales y fue comparado con la expresion de las células adultas.

En la figura 6.10 se muestra la expresiéon del RNAm para ambas subunidades,
donde se aprecia que comparado con las células adultas, la expresion del RNAmM
de la subunidad 32 es 40 % menos abundante en las células neonatales (figura
6.10B). Mientras que la expresion del RNAm de la subunidad 33 es similar en las

células de ambas edades del desarrollo (figura 6.10C). Nuestros resultados



sugieren que las células de rata neonatal tienen una baja expresion del RNAm de

32, comparado con las células adultas.
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Figura 6.10. Expresién de las subunidades 32 y R3 en células R pancreéticas. A) Productos de
PCR de células neonatales (Neo) y adultas (Adu). B) Niveles de expresion de los RNAm de 3 2 y
3 3. Los datos son expresados como la media + EEM de cuatro experimentos independientes.

* P < 0.05 con respecto a las adultas.

Es posible que debido a su importante papel en la translocacion de los canales de
calcio hacia la membrana celular, una sintesis disminuida de esta subunidad
accesoria, pudiera disminuir el trafico de los canales de calcio. Nosotros
sugerimos que en las células neonatales, la menor densidad en la corriente de
calcio en esta etapa del desarrollo, se debe a una deficiente expresion de canales
funcionales en la membrana plasmatica, defecto que estaria dado por dos

condiciones: 1) por una menor sintesis de canales de calcio secundaria a la



sintesis disminuida de los RNAmM que codifican para las subunidades al y 2) por
un defecto en su translocacion a la membrana; probablemente relacionado a una

menor cantidad de subunidades 32, necesarias para este proceso.

Expresién de GLUT2 en células 3 neonatales y adultas

Hasta ahora, nuestros resultados demuestran que la deficiente secrecion
hormonal de las células neonatales, se debe a la inmadurez de varios
mecanismos funcionales, entre los que se encuentran: 1) menor sintesis de
insulina y 2) menor densidad de corriente de calcio; relacionada a una baja
sintesis de canales y una menor translocacion de éstos a la membrana. Sin
embargo, es importante recordar que ademas, las células neonatales no
responden a cambios en la concentracion extracelular de glucosa (ver figura 6.2).
Lo que sugiere, la existencia de al menos un componente mas, implicado en el
desacoplamiento entre el estimulo de glucosa y la secrecion de insulina en esta
etapa del desarrollo.

Debido a que el primer punto en este proceso, es la entrada de glucosa a la célula
a través de los transportadores GLUT2; para su posterior metabolismo y
subsiguiente generaciéon de ATP, que permite el acoplamiento con la actividad
eléctrica celular, decidimos evaluar la expresion de GLUT2 por medio de tinciones
inmunohistoquimicas.

La figura 6.11A y B muestra imagenes representativas de cortes de tejido
pancreatico de rata neonatal y adulta donde se muestra que los islotes neonatales

expresan GLUT2, pero con una menor inmunoreactividad que los islotes adultos.



Ademas, se puede apreciar que en las células insulares, la expresion del
transportador se sitia preferentemente en la membrana citoplasmatica, mientras
que en los neonatales, la expresion parece ser igual en la membrana y en el

citoplasma.

A

Figura 6.11. Expresion de los transportadores GLUT2 en islotes pancreaticos de rata
neonatal (A) y adulta (B). Micrografias confocales de islotes neonatales y adultos mostrando
insulina (rojo), GLUT2 (verde) y translapamiento (amarillo); las barras son 50 um. C) Mostrando la
expresion de GLUT2 en células 3 aisladas de rata neonatal y adulta; las barras son 10 pum.



Paralelamente se analizo la inmunoreactividad para GLUT2 en células insulares
aisladas. La figura 6.11C muestra un patron de expresion similar a las figuras
6.11A y B, pero se aprecia de manera mas clara que las células neonatales
expresan el transportador, pero no existe una diferencia apreciable entre su
expresion en la membrana y el citoplasma. Mientras que en las células adultas,
existe una expresion mayor en la periferia celular, que corresponde al area de la
membrana. Estos resultados apoyan la idea de que una de las razones por la cual
las células 3 neonatales son insensibles a la glucosa extracelular, es debido a una
menor densidad de transportadores GLUT2 en la membrana citoplasmatica, con

un subsiguiente transporte de glucosa transmembranal reducido.



B. EFECTOS TROFICOS DEL NGF EN LA MADURACION FUNCIONAL DE LAS
CELULAS R NEONATALES

El NGF incrementa la secrecién de insulina y promueve la sensibilidad a la
glucosa

Previamente hemos demostrado, que las células B3 de rata adulta expresan el
receptor de alta afinidad para el NGF (TrkA), sintetizan y secretan NGF
biol6gicamente activo (Rosenbaum et al., 1998), el cual aumenta la secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa, por un mecanismo que implica el aumento de
corrientes de calcio sensibles a voltaje (Rosenbaum et al., 2000). Asi mismo, se
ha demostrado que el TrkA se expresa desde etapas tempranas del desarrollo
pancreatico y que su sefializacion es necesaria para el desarrollo normal de los
islotes y de las células B (Kanaka-Gaentenbein et al., 1995). De esta manera,
decidimos analizar si el NGF podria ser un factor tréfico en la maduracién
funcional de las células 3 en la etapa neonatal. Para esto, exploramos la
participacion del NGF en la secrecion de insulina basal y estimulada por alta
glucosa.

Las células neonatales y adultas fueron cultivadas por 48 horas en condiciones
control o en presencia de NGF (50 ng/ml) o con antisuero contra NGF (Ab-N,
lpg/ml) y estimuladas con 5.6 o 15.6 mM de glucosa. EI NGF promueve la
capacidad de secretar insulina en respuesta al cambio en la concentracion
extracelular de glucosa (figura 6.12), ya que en las células cultivadas en presencia

del factor y estimuladas con 15.6 mM de glucosa, la secrecion de insulina aumento



3.4 veces con respecto a las células control, mientras que la secrecion basal no

fue afectada (5.6 mM de glucosa).
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Figura 6.12. Efectos del NGF en la secreciéon de insulina estimulada por glucosa en células
neonatales. Comparado con los controles (C), el NGF (N) incrementa la secrecién de insulina
estimulada por 15.6 mM de glucosa sin afectar las secrecién basal en 5.6 mM glucosa. En
contraste, el anticuerpo contra NGF (Ab-N) no afectd la secrecibn en ninguna de las
concentraciones de glucosa. Los datos son expresados como el promedio de tres experimentos
independientes + EEM. * P < 0.001 con respecto a las células control.

Paralelamente, exploramos los efectos autocrinos del NGF en la secrecion
estimulada por glucosa, neutralizando el NGF secretado por las mismas células,
con ayuda de un anticuerpo especifico. Como se muestra en la figura 6.12, en
presencia del anticuerpo, existe una tendencia al descenso de la secrecion, tanto
en una condicion basal de glucosa como en la estimuladora, sin embargo no hubo
diferencias significativas cuando fueron comparados con la secrecion de las
células control. A pesar de que el NGF incrementé de manera importante la
secrecion de insulina en respuesta a 15.6 mM de glucosa, la cantidad de hormona

secretada en ambas concentraciones de glucosa sigue siendo mucho menor,



representando solo el 8 % de la secrecion de las células adultas, cultivadas en las

mismas condiciones (figura 6.13).
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Figura 6.13. Comparacion de la secreciéon de insulina en células 3 de rata. En comparacion
con las células adultas (adu), las neonatales (Neo) secretan menos insulina en ambas
concentraciones de glucosa, a pesar del aumento estimulado por el NGF (N) en células cultivadas.
El anticuerpo contra NGF (Ab-N) disminuyo la secrecién basal sélo en las células adultas cuando
fue comparada con las controles. Los datos son expresados como el promedio de tres
experimentos independientes + EEM. * P < 0.001 con respecto a las neonatales ** P< 0.001
respecto a 5.6 mM glucosa.

El NGF aumenta la sintesis de insulinay de NGF en las células neonatales

Debido a que el NGF es un factor trofico importante que modula la sintesis de
insulina en las células 3 de rata adulta, decidimos explorar el nivel de expresion
del RNAm de insulina y su modulacion por NGF en las células neonatales. Para lo
anterior, las células disociadas fueron cultivadas por 48 horas en condiciones
control, con NGF o Ab-N y se analizaron los niveles de RNAmM de insulina. La

figura 6.14 muestra que comparado con las células control, el NGF aumenta la



expresion del RNAm de alrededor de 39 %, mientras que el Ab-N lo disminuye en
un 48 %. Estos datos sugieren que el NGF enddgeno es importante para mantener
la sintesis de insulina, mientras que el NGF exdgeno promueve el incremento en
la sintesis hormonal. En contraste, en las células adultas el NGF aumenta el nivel
de RNAm de insulina en un 23 % con respecto a las células control, sin embargo
el tratamiento con Ab-N no mostré diferencias significativas cuando fueron

comparados con los controles.
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Figura 6.14. Efectos del NGF sobre la expresion del RNAm de insulina en células neonatales
(Neo) y adultas (Adu) cultivadas por 48 h. A) Productos de PCR de insulina y GAPDH de células
cultivadas en condiciones control (C) o con NGF (N) o con un anticuerpo contra NGF (Ab-N).

B) Niveles de expresion del RNAm de insulina de células neonatales y adultas. Los datos son

expresados como el promedio de tres experimentos independientes + EEM. * P < 0.001 con
respecto a las adultas, **,* P < con respecto a sus controles.

Paralelamente, exploramos la expresiéon del RNAmM de NGF y su modulacion por

NGF en las células cultivadas en las mismas condiciones que se mencionaron



arriba. La figura 6.15 muestra que comparado con las células control, el NGF
incrementa su propio RNAmM en un 53 %, sin embargo el tratamiento con Ab-N no
afectd su expresion. En contraste con las células neonatales, en las adultas, el
tratamiento con Ab-N disminuy6 la expresion del RNAm de NGF en un 15 %,
mientras que el NGF exdgeno no modifico su expresion, sugiriendo una saturacion

del efecto del NGF por el factor endogeno.
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Figura 6.15. Efectos del NGF sobre la expresion del RNAm de NGF en células neonatas (Neo)
y adultas (Adu) cultivadas por 48 h. A) Productos de PCR de NGF y GAPDH de células
cultivadas en condiciones control (C) o con NGF (N) o con un anticuerpo contra NGF (Ab-N).

B) Niveles de expresion del RNAm de insulina de células neonatales y adultas. Los datos son
expresados como el promedio de tres experimentos independientes + EEM. * P < 0.001 con
respecto a las adultas, **,* P < con respecto a sus controles.



El NGF modula la acumulacién de insulina en las células 3 en cultivo
Nuestras observaciones indican que el NGF exdgeno promueve la sensibilidad a
la glucosa, aumentando la secrecion de insulina, y el nivel de RNAm de de esta
hormona (figuras 6.12 y 6.14). Asi mismo, como se mostré previamente, en las
células frescas, comparado con las células adultas, las neonatales tienen una
mayor inmunoreactividad de insulina en el citoplasma (figura 6.3). Considerando
que en las células neonatales, el tratamiento con NGF incrementa la secrecion en
respuesta a alta glucosa y la sintesis de insulina, decidimos analizar los cambios
en la inmunoreactividad para insulina, modulados por NGF, en células R
disociadas en cultivo.

La figura 6.16 muestra que de acuerdo a su inmunoreactividad, existen dos
principales poblaciones: a) células que tienen poca insulina y b) células con un alto
contenido de esta hormona, representadas por dos modas (X1 y X2,
respectivamente).

En todas las condiciones, existen dos poblaciones que difieren en su
inmunoreactividad, en el caso de las células control, se observan dos diferentes
distribuciones: células que expresan poca insulina (X1 = 12) y células que
expresan mas insulina (X2 = 85), mientras que en presencia de NGF, se siguen
observando las dos poblaciones pero existe una redistribucion de las mismas, ya
que comparado con las células control, en las células tratadas con el factor, existe
un descenso en la segunda poblacién; disminuyendo principalmente a las células
que expresan mas de 100 UF; y aumentando la poblacion que expresa alrededor
de 50 UF. Si comparamos las poblaciones de las células tratadas con NGF con las

poblaciones de las células control, podemos apreciar que la inmunoreactividad



disminuyo6 en un 44.7 % el valor promedio en la segunda poblacion (X2 = 47 UF
contra 85 UF de los controles) y una disminucion del 41 % en la primera (X1 =7
UF contra 12 UF de los controles). Asi mismo, el tratamiento con Ab-N también
causO una redistribucion de las poblaciones, disminuyendo en un 47 % la
inmunofluorescencia de insulina en la segunda poblacion (X2 = 45 UF contra 85
UF de los controles) y de un 58 % en la primera (X1 = 5 contra 12 de los
controles). Estos datos demuestran que ambos tratamientos producen un
desplazamiento a la izquierda de las poblaciones, incrementando el niamero de
células que tienen una baja inmunoreactividad y practicamente desapareciendo

las células con una inmunoreactividad alta (més de 100 UF).
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Figura 6.16. Efectos del NGF sobre el contenido de insulina en células neonatales cultivadas
por 48 h. Con respecto al nivel de inmunoreactividad para insulina, los histogramas muestran que
en todas las condiciones, existen dos poblaciones: una con menor (X1) y otra con mayor expresion
(X2). Con respecto a los controles (C), tanto el NGF (N) como el anticuerpo contra NGF (Ab-N)
disminuyen el contenido de insulina, pero conservando amabas poblaciones. X1 y X2 denotan las
medianas. Al menos 500 células fueron analizadas en cada condicion.

Nuestros datos sugieren que en las células neonatales, donde existe una
deficiente secrecion y a pesar que exista una menor sintesis hormonal, la insulina

se acumula en el citoplasma, mientras que en las células adultas, debido a su alta



secrecion, es baja la acumulacion de la hormona. En tal caso, en las células
cultivadas en presencia de NGF, debido a que el factor incrementa la secrecion
hormonal, la acumulacién disminuye, mientras que en las células tratadas con Ab-
N, el aumento en la inmunoreaccion de insulina seria resultado de la disminucion

en la sintesis hormonal secundaria a la supresion del NGF enddgeno (figura 6.14).

El NGF aumenta la IBa?* en células R neonatales

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que el NGF incrementa
la IBa** en células adultas en cultivo (Rosenbaum et al., 2002), por lo que
decidimos analizar los efectos del NGF sobre las corrientes macroscopicas de
calcio en células neonatales y adultas, para saber si el NGF es un factor trofico
que module las corrientes de Ba®>* desde la etapa neonatal. Para determinar los
efectos del NGF sobre la densidad de I1Ba®* en las células B, se cultivaron células
neonatales y adultas durante 24 y 48 horas con NGF para conocer el tiempo
minimo que necesitan las células neonatales para responder al factor;
paralelamente se cultivaron células en presencia de un anticuerpo contra NGF
(Ab-N) para analizar sus efecto autocrinos.

La figura 6.17 muestra la relacion I/V de las células neonatales que fueron
cultivadas por 24 h, donde se observa que a este tiempo de cultivo, el NGF adn no
produce modificaciones en la densidad de la corriente de Ba?".

Después de 48 horas en cultivo, en células neonatales la IBa®* sigue siendo
aproximadamente 28 % menor que en las células adultas. Sin embargo, a este
tiempo de cultivo, podemos observar que en las células cultivadas en presencia de

NGF, incrementa la IBa®" (figura 6.18). EI NGF exégeno incrementd la IBa®* de las



células neonatales en un 90 %, comparado con los controles, mientras que el
tratamiento con Ab-N, la disminuyé en un 46 % (figura 6.18B), sin alterar la

dependencia de voltaje para la activacion (figura 6.18E).
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Figura 6.17. Efectos del NGF sobre la corriente de Ba®" en células B de rata neonatal
cultivadas por 24 h. Con respecto a los controles (e, n = 9), el NGF (A, n = 17) no tiene efectos
sobre la IBa*. Los datos son expresados como la media de la densidad de corriente + EEM, n
indica el nUmero de células registradas.

Es importante notar que después de 48 horas de tratamiento con Ab-N, se aprecia
una corriente persistente de 1Ba**, la cual se activada alrededor de -20 mV y que
alcanza un pico de corriente alrededor de +20 mV (figura 6.18D). Esto sugiere la
presencia de una corriente HVA remanente, que es insensible al tratamiento con

Ab-N.
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Figura 6.18. Efectos del NGF sobre la corriente de Ba®* en células B pancreéaticas cultivadas
por 48 h. A) Corrientes de Ba’‘representativas de células neonatales cultivadas en condiciones
control (C), con NGF(N) o con anticuerpo contra NGF (Ab-N). B) IBa** (pA/pF) de células
neonatales (e, n = 12) o adultas (o, n = 10) en condiciones control. D) Efectos del NGF sobre la
IBa®*. Con respecto a los controles (o, n = 7), el NGF incrementa la IBa”* (A, n = 27), mientras que
la supresion del NGF desciende la IBa®* (A, n = 13) de la supresién del NGF enddgeno sobre la
densidad de corriente IBa**de células R de ratas neonatales. No se apreciaron diferencias en la
dependencia de en el voltaje de las IBa** entre ambas edades (C) o entre tratamientos (E). Los
datos son expresados como la media de la densidad de corriente + EEM, n indica el nimero de
células registradas.



Con respecto a las células adultas, no se apreciaron efectos del NGF sobre la
IBa**, a las 48 h de cultivo (figura 6.19). Estos resultados sugieren que las
neonatales responden mas tempranamente al factor que las células adultas, que
necesitan al menos cuatro dias para incrementar la densidad de corriente de

calcio.
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Figura 6.19. IBa®* de células R de rata adulta cultivadas por 48 h. No se observaron diferencias
significativas en la IBa** de las células cultivadas con NGF (e, n = 6) con respecto a las células
control (o, n = 22). Los datos son expresados como media de la densidad de corriente + EEM.

El incremento en corriente de Ba** modulado por NGF, esta dado por un
aumento en el numero de canales funcionales en la membrana plasmatica

El incremento en la densidad de corriente en las células neonatales cultivadas con
NGF podria explicarse por dos mecanismos: un aumento en la sintesis de canales
de calcio o bien un aumento en el nimero de canales funcionales en la membrana
citoplasmatica. Para discernir entre las dos posibilidades, decidimos analizar la

expresion de los RNAm que codifican diferentes subunidades a1 de los canales de



calcio. Sin embargo, los niveles de expresion de los RNAm de las subunidades
que forman canales de calcio, no se modifican cuando las células son cultivadas
en presencia del factor, ni tampoco cuando se ha suprimido el factor endégeno

con ayuda del anticuerpo contra NGF (Figura 6.20).
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Figura 6.20. Efectos del NGF en los niveles de RNAm de las subunidades al de los canales
de calcio en células neonatales. Las células fueron cultivadas por 48 h en condiciones control
(C), con NGF (N) o con un anticuerpo contra NGF (Ab-N). Ninguno de los tratamientos afectaron
los niveles de RNAm de las subunidades a1B, C, D y G, que forman canales de calcio tipo N, L y
T, respectivamente.

Para explorar la posibilidad que el efecto del NGF sobre las corrientes de calcio
esté dado por un incremento de la translocacion de canales a la membrana, se
analizé la expresion de las subunidades ol en la membrana y el citoplasma por
separado y se obtuvo la relacion M/C como previamente fue explicado (figura 6.9 y

ver materiales y métodos). La tabla 3 muestra que con respecto a las células



control, el tratamiento con NGF incrementa la relacion M/C en la expresion de alD
(canales tipo L), sin afectar la expresion de otro tipo de canales. En contraste, el
tratamiento con Ab-N disminuye la expresion en la membrana de las subunidades
al Dy G (canales tipo LD y T), y muy ligeramente de la subunidad alB (canales
N), pero sin afectar la expresion de alC (canales tipo LC), indicando que el NGF
mantiene y promueve la translocacion de canales funcionales a la membrana

plasmatica.

Tabla 3. Efecto del NGF sobre la expresién de las subunidades al de los canales de calcio
en células neonatas cultivadas por 48 h.

M/C
Subunidad al B C D G
Tratamiento
Control 1.07+£0.01 1.49+0.05 1.16 £ 0.04 1.79 £ 0.06
NGF 1.05+0.01 1.36 £ 0.03 2.20 £ 0.05* 1.74 £ 0.09
Ab-N 0.86 + 0.05* 1.43+0.06 0.60+ 0.01* 0.71+0.02*

*P < 0.001 con respecto a las células control.

Caracterizacion de la corriente insensible al tratamiento con Ab-N en células
neonatales cultivadas por 48 horas

La figura 6.18D muestra una corriente remanente que es insensible al tratamiento
con Ab-N y debido a que la relacién I/V indica que este componente podia estar
dado por la participacion de canales HVA, decidimos analizar la naturaleza de esta
corriente. Para alcanzar este fin, se registraron las corrientes de 1Ba®* de células
neonatales cultivadas por 48 horas en presencia de ADb-N (control) y

posteriormente se aplicé alguno de los siguientes bloqueadores de canales:

nifedipina para los tipo L (5uM) o o-Conotoxina para los tipo N (0-CTX, 100 nM) y




posteriormente se registraron una vez mas, las corrientes de IBa®*. La figura 6.21
muestra que la nifedipina disminuyd en un 47 % la corriente remanente, mientras
que la ®-CTX no afecté la densidad de la IBa** (datos no mostrados) y quedando
un remanente de corriente insensible a ambos bloqueadores. Esto datos

demuestran que la corriente insensible a Ab-N es generada por canales de calcio

tipo L.
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Figura 6.21. Caracterizacién de la corriente de Ba** insensible a Ab-N en células neonatales
cultivadas por 48 h. La nifedipina (Nif) disminuye la IBa®* (PA/pF) en las células cultivadas con
Ab-N (C) por 48 h. Los datos son expresados como promedio de cuatro células + EEM. * P < 0.05.

Las células B neonatales expresan canales de calcio tipo L, Ny T funcionales
Una vez demostrado que las células de rata neonatal expresan los RNAm vy las
proteinas de canales de calcio tipo L, Ny T (figuras 6.6 a 6.7), decidimos analizar
la funcionalidad y participacion de estos componentes, en la corriente total de
calcio, en células neonatales en cultivo. Para lo anterior, se registré la 1Ba®* de las
células neonatales cultivadas por 48 h en presencia de NGF (controles),

posteriormente se aplicd nifedipina, ©-CTX o pimozida (para bloquear los canales



tipo L, N o T, respectivamente) y la IBa®* fue registrada nuevamente para analizar
la participacion de cada componente.

La figura 6.22 muestra que tanto la nifedipina como la ®-CTX disminuyen
aproximadamente un 45 % la corriente total de IBa**, mientras que la pimozida no
afectd la corriente HVA, pero abatioé el componente de la corriente activada a bajo
voltaje (LVA) o corriente de calcio tipo T, que demuestra que los canales L, Ny T
contribuyen a la corriente total de calcio en las células neonatales cultivadas con

NGF.

Figura 6.22. Efecto de los blogueadores de canales de calcio sobre la IBa®* de células
neonatales cultivadas con NGF por 48 h. La nifedipina (¢, n = 12) y o-ctx (0, n = 9) disminuyen la
corriente HVA con respecto a las células control (A, n = 27), mientras que la pimozida (o y lineas
discontinuas, n = 6) abate el componente LVA. Los datos son expresados como el promedio de la
IBa®* + EEM, n denota el nimero de células registradas.



Participaciéon de los VGCC en la secreciéon de insulina estimulada por
glucosa

En los resultados anteriores, se demostré que las células neonatales cultivadas
con NGF, expresan canales de calcio tipo L, Ny T que participan en la generacion
de la corriente total de calcio. Asi que decidimos analizar el papel de los diferentes
canales de calcio expresados en estas células, en la secreciéon de insulina
estimulada por glucosa. Para lo anterior, células neonatales disociadas fueron
cultivadas por 48 h con NGF, una vez cumplido el tiempo de cultivo, las células
fueron estimuladas con 15.6 mM de glucosa (control) en ausencia o presencia de

alguno de los bloqueadores especificos de canales de calcio (nifedipina, ®-CTX o

pimozida).
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Figura 6.23. Efecto de los bloqueadores de canales de calcio sobre la secrecion de insulina
estimulada por glucosa en células neonatas cultivadas con NGF por 48 h. Con respecto a las
células control (C), la nifedipina (Nif), w-Conotoxina (w-ctx) y pimozida (Pim) disminuyen la
secrecion de insulina estimulada por 15.6 mM de glucosa. Los datos son expresados como el
promedio de tres experimentos independientes + EEM. * P < 0.001 con respecto a los controles.



La figura 6.23 muestra los efectos de los bloqueadores de calcio en la secrecion
de insulina de células neonatales. Comparado con las células control, tanto la
nifedipina como la »-CTX descendieron la secrecién en un 78%, mientras que la
pimozida la disminuyé en un 58 %. Demostrando que las células neonatales
cultivadas en presencia de NGF expresan canales de calcio tipo L, Ny T

funcionales, importantes para la secrecion hormonal estimulada por glucosa.

El NGF modula diferencialmente la expresién del RNAm de las subunidades
B2y B3 en las células neonatales

Algunos reportes han demostrado que el trafico de los canales de calcio es
modulado por la coexpresion de las subunidades 3 y al (Nishimura et al., 1993) y
nuestras observaciones muestran que las células neonatales expresan RNAm de
las subunidades R2 y R3 pero que comparado con las adultas, las células
neonatales expresan 45 % menos RNAm de la subunidad auxiliar 32.

Es posible que el NGF mantenga y promueva la translocacion de los canales a la
membrana citoplasmatica, al menos en parte, modulando la sintesis de estas
subunidades, por lo que exploramos los niveles de expresion de los RNAm de 32
y B3 en células neonatales y su modulacion por NGF.

La figura 6.24 muestra que el NGF modula diferencialmente la expresion de
ambas subunidades 3, ya que mientras que la presencia del factor aumenta la
expresion del RNAm de 2 en un 20 %, disminuye en un 10 % los niveles del
RNAmM de R3. En contraste, el tratamiento con Ab-N incrementa la expresion del

RNAmM de 33 en un 18 % sin afectar la expresion del RNAm de R32.
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Figura 6.24. Efectos del NGF sobre la expresiéon de los RNAm de las subunidades 32 y 33 de
los canales de calcio en células neonatales cultivadas por 48 h. A) Productos de PCR de las
subunidades R2, B3 y GAPDH de células cultivadas en condiciones control (C) o con NGF (N) o
con un anticuerpo contra NGF (Ab-N). B) Muestra los niveles de expresion del RNAm de 32 y R3
en las diferentes condiciones de cultivo. Los datos son expresados como el promedio de tres
experimentos independientes + EEM. * P < 0.005 con respecto sus controles.

El NGF promueve preferentemente la expresion de GLUT2 en la membrana
citoplasmatica

El transporte de glucosa dentro de las células, es el primer punto en el
acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la secrecion de insulina. Proceso
mediado por los transportadores GLUT2. Sin embargo, las células neonatales no
tienen la capacidad de responder a cambios en la concentracion extracelular de
glucosa, como lo demuestran nuestros datos (ver figura 6.1). Asi mismo, el NGF

promueve la sensibilidad a la glucosa, aumentando la secrecion de insulina



después de una estimulacién con alta glucosa. Considerando que esta respuesta
esta relacionada con cambios en la expresiéon de GLUT2, decidimos explorar y
comparar la expresion de los transportadores GLUT2 en células neonatales y

adultas y su modulacion por NGF.
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Figura 6.25. Efectos del NGF sobre la expresién de los transportadores GLUT2 en la
membrana de células 3 pancreaticas cultivadas por 48 h. Micrografias representativas que
muestran la expresion de GLUT-2 y de insulina en células adultas (A) y neonatales (B). En los
controles, las células neonatas expresan los transportadores GLUT-2 preferentemente en el
citoplasma, mientras que en las adultas los transportadores se expresan principalmente en la
membrana. Con respecto a los controles, en ambas edades, el NGF aumenta la expresiéon de
GLUT-2 en la membrana, mientras que el Ab-N disminuye su expresion en este compartimiento
con un incremento paralelo de su expresion en el citoplasma. Las barras son 10 uM.

En la figura 6.25 se muestra que las células neonatales tienen menos
inmunoreactividad para GLUT2 que las células adultas y que esta expresion esta

preferentemente situada en el citoplasma, mientras que en las células adultas, la



expresion del GLUT2 esta localizada en su mayoria en la membrana
citoplasmatica. Cuando las células fueron cultivadas en presencia de NGF,
observamos que la inmunoreactividad para GLUT2 claramente aumentd en la
membrana, tanto en las células neonatales como en las adultas. En contraste, el
tratamiento con Ab-N disminuyd la expresion del transportador en la membrana
con un paralelo aumento en el compartimiento citoplasmatico. Estos datos
sugieren que el NGF promueve el desarrollo de la sensibilidad a la glucosa, al
menos en parte, aumentando el nimero de transportadores GLUT2 funcionales en
la membrana plasmatica, mientras que la supresion del factor endogeno, bloque
este proceso.

Asi mismo, se puede apreciar que en las células de ambas edades y en todos los
tratamientos, existen células que son inmunoreactivas a GLUT2 y negativas para
insulina. Esto sugiere que en los islotes pancreaticos de ambas edades del
desarrollo, existen células que expresan el transportador GLUT2 diferentes a las
células B (figura 6.25, flechas). Es importante notar que estas células expresan
una alta inmunoreactividad a GLUT2 incluso superior a las células 3 pancreaticas
y que con respecto a su localizacion en el islote (periferia), podrian tratarse de
células a (figura 6.11A y B), sin embargo son necesarios otros estudios para

comprobarlo.



VII. Discusién

Durante la etapa fetal los mamiferos dependen del metabolismo materno de la
glucosa, por una nutricion a través de la placenta. En estadios tempranos del
periodo gestacional, las células 3 pancreaticas no tienen la capacidad de sensar
cambios en la concentracion extracelular de glucosa. En este estadio del
desarrollo, la secrecion de insulina es escasa y monofasica, similar al patrén que
se observa en la diabetes tipo 2 (Del Guerra et a., 2005; Weyer et al., 2001, 1999).
Hacia el final del embarazo la glucosa comienza a estimular la secrecion de
insulina, sin embargo en comparacion con las células adultas, la secrecion de las
células fetales sigue siendo monoféasica y no es sensible a los bloqueadores de
canales de Ca®" (Hole et al., 1988; Kevran y Random, 1980).

Después del nacimiento, los cambios en la alimentacion y el metabolismo
nutricional conllevan a una rapida adaptacion del organismo a la nueva situacion.
Es solo varios dias después del nacimiento que el patron bifasico de la secrecion
de insulina se desarrolla, aunque a esta edad la cantidad de insulina secretada es
mucho menor que la de las células adultas (Mendonga et al., 1998).

Nuestros resultados indican que al nacimiento, las células [ son aln
funcionalmente inmaduras, debido a que secretan una menor cantidad de insulina
y a su insensibilidad a los cambios en la concentracion extracelular de glucosa. La
secrecion basal disminuida esta dada almenos en parte, por que la corriente de
calcio y sintesis de insulina son menores en esta etapa del desarrollo, mientras
que la incapacidad de sensar cambios en la concentracion extracelular de glucosa,
se debe al menos en parte, por una menor expresion de transportadores GLUT2

en la membrana (figura 7.1).



En los mamiferos, el nacimiento es un estado critico del proceso del desarrollo y
representa un estado de transicion metabdlica, ya que mientras en la etapa fetal,
el organismo depende completamente del metabolismo materno, después del
nacimiento, éste se independiza y por lo tanto, nesecita adaptarse a su
independencia, promoviendo que las células 3 adquieran la capacidad de ajustar
la secrecion de insulina en funcion de la concentracion de la glucosa en la sangre,
manteniendo asi la euglucemia.

Algunos estudios han demostrado que la maduracion funcional de la célula 3, es
un proceso activo que incluye cambios en el patron de secrecion (Hole et al.,
1988; Bliss y Sharp, 1994) y que esto podria estar dado al menos en parte, por
alteraciones en cualquier punto del acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la
secrecion de insulina (Mendonca et al., 1998; Boschero et al., 1990; Rorsman et
al., 1989), sin embargo, no son claros los mecanismos o factores implicados en
este proceso.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que demuestra que las células 3
son funcionalmente inmaduras al nacimiento, con alteraciones en la secrecion de
insulina regulada, resultado de almenos tres principales mecanismos: 1) una
incapacidad para detectar cambios en la concentracion de glucosa, 2) una menor

corriente de calcio y 3) una menor sintesis de insulina.
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Figura 7.1. Acoplamiento entre el estimulo y la secrecién de insulina en dos etapas del
desarrollo. En comparacion con la célula adulta, las neonatales secretan una menor cantidad de
insulina en respuesta a la glucosa. Esta deficiente secrecién esta dad, almenos en parte por la
menor sintesis de insulina y expresion de canales de calcio sensibles a voltaje en la membrana
plasmatica. La incapacidad para responder a cambios en la glucosa esté relacionada a una menor

expresion de transportadores GLUT2 en la membrana. L despolarizacién de la membrana esta
representada por la linea roja.



La respuesta inadecuada a la glucosa esta relacionada con una menor expresion
de transportadores GLUT2 en la membrana, que sugiere que en las células
neonatales, son incapaces de detectar cambios en la concentracion extracelular
de glucosa y son incapaces de mantener la homeostasis de la glucosa sanguinea.
Es interesante observar que al nacimiento, la menor expresion en la membrana
plasmatica de transportadores GLUTZ2 funcionales, refleja un estado fisiolégico de
transicion, mientras que en la etapa adulta, esta condicidon conlleva al desarrollo
de DM2, caracterizada por intolerancia a la glucosa con hipoinsulinemia e
hiperglucemia (Del Guerra et al., 2005; Valera et al., 1994).

En las neuronas y los miocitos presentan un patron cambiante de la expresion de
los canales de calcio durante el desarrollo (Liu et a., 2003; Pravettoni et al., 2000;
Jones et al., 1997; Vance et al., 1998). Sin embargo, este tipo de regulaciéon no ha
sido previamente reportada para las células 3 del pancreas, que puede ser
importante para la maduracion funcional de las células 3.

El influjo de Ca** a través de canales de calcio sensibles a voltaje es critico en la
secrecion de insulina regulada. En nuestros experimentos, en comparacion con las
células adultas, las neonatas secretan una menor cantidad de insulina cuando
estan en una concentracion basal de glucosa (5.6 mM). Nuestros resultados
demuestran que las células neonatales expresan los canales de calcio sensibles a
voltaje (VGCC) tipicos de las células adultas, sin embargo la magnitud de la
corriente total es mas pequefia en los neonatos. Esta menor densidad de corriente
estaria dada por una menor sintesis de canales de calcio y por la expresion

disminuida de canales funcionales en la membrana plasmatica (figura 7.1).



Las subunidades a1C y D que forman canales de calcio tipo L, tienen propiedades
electrofisiolégicas y farmacolédgicas similares, que hacen dificil el andlisis de su
participacion individual en la generacion de la corriente total y en la secrecion de
insulina. Sin embargo, los canales de calcio tipo LC y D muestran una diferencia
importante en relacion con su modulacién por NGF, que nos permitié discernir su
presencia e importancia en la generacion de corrientes de calcio y en la secrecién
de insulina, de una manera indirecta. Esto se apoya por el hecho de que la
nifedipina abatidé practicamente este componente que persiste después de la
supresion del NGF enddgeno.

Paralelamente, observamos que el NGF aumenta la corriente de calcio en las
células neonatales, pero este efecto es independiente de la sintesis de nuevos
canales. Esto puede explicarse por los resultados obtenidos en el andlisis de la
inmunoreactividad para los canales de calcio en la membrana y el citoplasma, que
revelaron que en presencia del factor, hay un incremento de la fluorescencia en la
membrana; sugiriendo que a las 48 horas de cultivo, el NGF podria estar
promoviendo la translocacion de canales de calcio funcionales, sin afectar la
sintesis de los mismos. No conocemos claramente el mecanismo por el cual el
NGF induce esta translocacion, sin embargo algunos datos nos hacen plantear
que, éste podria ser un proceso mediado por las subunidades 3 de los canales de

calcio (figura 7.2).
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Figura 7.2. Efectos troficos del factor de crecimiento neuronal en el la maduracién funcional
de la célula B neonatal. El NGF promueve la respuesta a la glucosa a través de un incremento en
la expresion de transportadores GLUT2 en la membrana plasmatica. Asi mismo, el factor
incrementa la expresion de canales de calcio en la membrana y la sintesis de insulina, NGF y de
las subunidades B 2 de los canales de calcio sensibles a voltaje. Estos cambios se ven reflejados
en un incremento en la cantidad de insulina en respuesta a la glucosa.

Previamente se establecié que las células 3 de rata expresan los RNAm para las
subunidades 32 y R3 (lwashima et al., 2001) y que el trafico de los canales de
calcio es modulada por la coexpresion de las subunidades 3 con las subunidades
al, facilitando el anclaje de los canales a la membrana (lhara et al., 1995;
Nishimura et al., 1993). Al igual que estos datos, nuestros resultados demuestran
que las células neonatales expresan los RNAm de ambas subunidades, sin

embargo, en comparacion con las células adultas, las neonatales expresan menos



copias de RNAm de la subunidad 32. Mientras que el nivel del RNAmM de la
subunidad 33 es similar en ambas etapas el desarrollo. Cuando las células fueron
cultivadas en presencia del factor el nivel del RNAm de la subunidad R2 se
incrementd, pero no hubo cambios en la expresion del RNAm de 33. Esto resulta
interesante porque podriamos sugerir que otro de sus efectos tréficos podria ser
permitir qgue un mayor niumero de canales llegara a la membrana (figura 7.2).

Asi mismo, se ha sugerido una regulacion negativa de la secrecion de insulina por
33, a través de un mecanismo que implica la liberacién de calcio inducida por
trifosfato de inositol (IP3) (Berggren et al., 2004). En nuestros resultados,
observamos que el NGF disminuye la expresion de B3 y es posible que otro de
sus efectos troficos positivos para aumentar la secrecién de insulina, pudiera ser el
bloquear este mecanismo inhibitorio, a través de un descenso en la sintesis de 33;
sin embargo se necesitan estudios mas detallados para comprobar esta hipotesis.
Varios reportes han demostrado una expresion diferencial de VGCC en diferentes
organos Yy tejidos, sugiriendo que existe una correlacidon entre este proceso y la
adquisicion de funciones. Sin embargo, hasta ahora no existian suficientes
evidencias directas que apoyen este punto, por lo que sigue siendo una materia de
estudio.

Algunos datos demuestran que los canales de calcio LD son necesarios no solo
para la secrecion estimulada, sino también para la secrecién basal (Namkung et
al., 2001). En nuestros datos observamos que en las células neonatas, la
secrecion de insulina en condiciones basales de glucosa (5.6 mM) esta disminuida
en mas del 90 % con respecto a las células adultas. Sabemos ahora que las

células neonatas tienen una menor corriente de calcio la cual estd dada por una



menor sintesis de estos canales y de su expresion en la membrana. Es probable
que en las células neonatales, este fenomeno explique al menos en parte, la
deficiencia en la secrecion basal de insulina.

Es interesante que ademas de una menor expresion de transportadores GLUT2 y
canales de calcio en la membrana, la sintesis de insulina en las células neonatas,
también sea menor. De esta manera, la deficiente secrecion de insulina basal
seria resultado de alteraciones en los canales de calcio y la sintesis de insulina,
mientras que la secrecion menor en condiciones estimuladoras de glucosa, seria
resultado ademas, de una menor expresion de GLUT2 funcionales.

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que las células R
sintetizan y secretan NGF y expresan receptores TrkA (Rosenbaum et al 1998).
En las células adultas el NGF aumenta la corriente de calcio sélo después de 4
dias en cultivo en presencia del factor (Rosenbaum et al., 2002) en contraste, las
células neonatales responden al factor mas rapidamente aumentando la densidad
de corriente de calcio, la sintesis de insulina y promoviendo la expresion de
transportadores GLUT2 y de canales de calcio en la membrana citoplasmatica, a
los dos dias de cultivo.

Sin embargo, a pesar de que la cantidad de insulina secretada en respuesta a una
concentracion alta glucosa en las células neonatales, es mayor comparado con las
células control, ésta continda siendo minima cuando se compara con la secrecion
de las células adultas. No sabemos por qué en estas condiciones, a pesar de que
las células neonatales sintetizan mas insulina y expresan mas transportadores
GLUT2 y canales de calcio funcionales en la membrana, la secrecion de insulina

continla siendo escasa. Es posible que otros mecanismos o componentes del



acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la secrecion de insulina puedan estar
alterados en la etapa neonatal.

En la secrecidon de insulina regulada, se ha sugerido que la respuesta a la glucosa
esta controlada por una hexocinasa tipo IV que fosforila a la glucosa (glucocinasa
o GK), la cual por sus propiedades cataliticas intrinsecas podria actuar como un
sensor de glucosa (Matschinsky et al., 1996, 1993). Datos previos han demostrado
que durante el desarrollo existe una expresion diferencial de la GK, de tal manera
gue al nacimiento, la expresion de GK es aproximadamente 90 % menor que en la
edad adulta (Heywoo et al., 2004), sugiriendo que la deficiencia de las células
neonatas para secretar una cantidad adecuada de insulina de acuerdo a la
concentracion de glucosa, podria también estar relacionado a la deficiencia de
esta enzima.

En suma, la inmadurez funcional que presentan las células R al primer dia
posnatal, es resultado de la alteracién de varios componentes del acoplamiento
entre el estimulo de glucosa y la secrecién de insulina. Asi mismo, el NGF es un
importante factor trofico que promueve la capacidad de secretar insulina en
respuesta a la glucosa por diversos mecanismos, pero sin que la secrecion
alcance los niveles de las células adultas, lo que indica que pueden existir otros
factores importantes necesarios para la maduracion completa de este mecanismo.
Al nacimiento, las células B expresan varios tipos de VGCC, los cuales son
funcionales y regulados diferencialmente por el NGF. Las células, desde la etapa
neonatal ya expresan canales de calcio tipo LC, LD, Ny T los cuales participan en

la generacion de la corriente total de calcio y en la secrecion de insulina.



Este es el primer trabajo que correlaciona directamente la expresion diferencial de
los canales de calcio, durante al menos dos estadios del desarrollo de la vida de la
rata y su importancia en el desarrollo funcional, implicando que la maduracion de
la respuesta macroscopica para secretar insulina en respuesta a la glucosa esta
relacionado con estos procesos. Sin embargo, desconocemos la relacion entre la
alta expresion de de canales de calcio tipo N en las células neonatales y la
fisiologia celular inmadura.

Previamente describimos la existencia de subpoblaciones funcionales en las célula
3 adultas, de acuerdo con su secrecion de insulina (Hiriart y Ramirez-Medeles,
1991); sin embargo, desconocemos que la naturaleza de esta heterogeneidad.
Con respecto a las células adultas, las células neonatales expresan diferente
inmunoreactividad de insulina y canales de calcio, que sugiere diferentes
poblaciones celulares. Es posible que la inmadurez pueda estar relacionada con la
presencia de estas subpoblaciones, las cuales son claramente afectadas por el
tratamiento con NGF, de tal manera que exista una relacion inversa entre la
cantidad de insulina acumulada y la expresion de canales de calcio en la
membrana. Sin embargo, son necesarios mas estudios para apoyar esta hipétesis.
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta caracterizada por una baja secrecion y
resistencia a la insulina. Nuestras observaciones sugieren que las células
diabéticas se comportan como las células inmaduras, en diferentes aspectos ya
gue en ambas condiciones,

Los canales de calcio tipo LD son muy importantes para generar la primera fase
de la secrecion y al igual que en las células inmaduras, en las diabéticas existen

alteraciones en la expresion y funcién de los canales de calcio sensibles a voltaje



(VGCC) que contribuye parcialmente a la insensibilidad a la glucosa y
relacionadas con la pérdida de la primera fase de la secrecion, caracteristica de la
DM2 (lwashima et al., 2001; Schulla et al., 2003; Kato et al., 1996).

Es interesante notar que las alteraciones en la primera fase estan presentes no
s6lo en condiciones patologicas como la DM2, sino también durante el
envejecimiento normal, en el cual se desarrolla un defecto en la liberacion de
insulina estimulada por glucosa, la cual esta relacionada con un descenso en la
secrecion de insulina y resistencia periférica a la misma (Reaven et al., 1979), que
indica que durante el desarrollo normal, las células 3 sufren de una involucidn
funcional que se ve reflejada en la capacidad para secretar insulina en respuesta a
la glucosa.

Durante la etapa fetal del desarrollo, la madre es responsable de la homeostasis
de la glucosa en el feto y la secrecién de insulina por parte de éste es minima,
monofasica y su patron es similar al observado en la DM2 (Del Guerra et al., 2005;
Pratley y Weyer 2001; Weyer et al 1999). Después del nacimiento, los cambios en
la alimentacién y metabolismo nutricional demandan una rapida adaptacion del
organismo a las nuevas condiciones, de tal manera que se establece una
respuesta a la glucosa y secrecion de insulina adecuadas para mantener la
euglucemia en el neonato.

Es posible que los recién nacidos con bajo peso al nacer, se hayan adaptado de
manera temprana a un ambiente intrauterino, potencialmente adverso que
optimiza el uso restringido de nutrientes para asegurar la supervivencia, pero
favoreciendo el desarrollo de ciertos 6rganos sobre otros, que llevaria a

alteraciones persistentes en la fisiologia y el metabolismo de los tejidos en



desarrollo. Existen periodos que son criticos para el desarrollo y que
frecuentemente coinciden con periodos de division celular rapida durante los
cuales los tejidos y organos se diferencian y maduran, preparandose para la
supervivencia después del nacimiento. De esta manera, cualquier estimulo o
insulto durante estos periodos criticos, puede traer consecuencias a largo plazo
sobre la funcion de tejidos y érganos en la etapa posnatal.

La alteracion del crecimiento durante estos periodos, causados por una
desnutricibn materna podria resultar en un déficit irreparable en el numero celular,
como el caso de la diabetes tipo 1 o dependiente de insulina que se caracteriza
por una destruccion celular regulada por células (autoinmune). Por ello, es
importante entender los mecanismos o factores implicados en la adquisicion o
pérdida de funciones durante el desarrollo normal de la célula 3 pancreética, lo
que nos permitird entender mejor la presencia de disfunciones que llevan a
desarrollar diabetes mellitus.

De manera similar a lo que sucede en las ratas, en los humanos, la maduracion
funcional de las células 3 pancreéticas toma lugar durante el desarrollo temprano,
periodo que es particularmente susceptible a efectos adversos por una
malnutriciébn materna. La respuesta a la glucosa aparece entre el primer y segundo
trimestre del embarazo, pero la respuesta secretora bifasica tipica aparece sélo
después del nacimiento (Otonkoski et al., 1988). Se conoce que la glucosa
promueve la maduracion de la secrecidn de insulina en respuesta a la glucosa en
islotes de rata en cultivo (Dudek et al., 1984) sugiriendo la posibilidad que las
alteraciones en la nutricion alrededor del nacimiento podria retardar la maduracion

funcional de los islotes.
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Figura 7.3. Comparacién de las alteraciones en el acoplamiento entre el estimulo de glucosa
y la actividad eléctrica entre una célula 3 pancreatica inmadura y una diabética. En ambos
tipos celulares, la expresion disminuida de transportadores GLUT2 y de canales de calcio es
responsable en parte, de la deficiente respuesta a la glucosa y de la menor secrecion. Lo anterior
esta relacionado ademas, de una menor sintesis de insulina y de las subunidades a y 3 de los

canales de calcio.



En el caso de la diabetes tipo 2, en la etapa temprana del desarrollo las
adaptaciones menos favorables a los factores ambientales, pueden incluir
alteraciones en la estructura y funcion del pancreas endocrino y en tejidos
periféricos sensibles a la insulina, los cuales persisten hasta la vida adulta y que
predisponen al desarrollo de la enfermedad. Asi, en algunas personas puede ser
compensada la incapacidad de la insulina para mantener la homeostasis de la
glucosa mediante un aumento en la secrecion de esta hormona, mientras que en
otros casos la secrecion es incapaz de compensar la resistencia periférica a esta
hormona, desarrollandose una intolerancia a la glucosa.

Cuando se presentan alteraciones en la alimentacion, existe una mayor incidencia
de la resistencia a la insulina en los personas obesas (Shalitin et al., 2005). Otro
factor epigenético que ha sido relacionado con el desarrollo de diabetes, son los
hijos de madres que cursaron con diabetes gestacional en su embarazo, la cual
esta caracterizada por una resistencia temporal a la insulina que produce una
condicion hiperglucémica (Hales et al., 1991; Aerts et al., 1990).

El crecimiento y desarrollo tempranos que resultan anormales en las etapa fetal y posnatal
tempranas, podria estar relacionado con la intolerancia a la glucosa y con resistencia a la
insulina en la etapa adulta que puede implicar un desajuste en los componentes del
acoplamiento entre el estimulo de la glucosa y la secrecion de insulina, por ello es
importante investigar mas profunda y detalladamente los mecanismos y factores implicados
en la adquisicion de la completa madurez funcional de las células B pancreaticas, que nos
permitan entender mejor las alteraciones que se presentan en las célula diabéticas, para
poder asi; desarrollar y ofrecer mejores alternativas de tratamiento a los pacientes

diabéticos.



VIII.

Conclusiones

Las células 3 neonatales son funcionalmente inmaduras.

Las células 3 pancreaticas de ratas recién nacidas, expresan los canales de
calcio tipicos de una célula adulta. Sin embargo al nacimiento las
neonatales secretan menos insulina. Esto puede explicarse por que en las
células neonatales:

a) Las células no responden a cambios en la glucosa extracelular.

b) La corriente total de calcio es menor.

C) La expresion de transportadores GLUT?2 en la membrana plasmatica
esta disminuida.

d) El nivel de expresion de los RNAm de insulina y NGF son menores.
e) El contenido de insulina es mayor a pesar de la menor sintesis
hormonal.

Estas caracteristicas de la célula 3 al nacimiento, son responsables de la
menor secrecion basal de insulina y su incapacidad de responder a la
glucosa.

Después del nacimiento, la célula R alcanza su madurez funcional,
caracterizada por una secrecion robusta de insulina en respuesta al
incremento en la glucosa extracelular. Este es un proceso dinamico, en el
cual estan implicados diversos mecanismos.

El NGF es uno de los factores tréficos que modulan la maduracién funcional
de la célula B pancreatica, durante el desarrollo normal de la rata.

El NGF modula diversos componentes del acoplamiento entre el estimulo

de glucosa y la secrecion de insulina, entre los que estan: los



10.

transportadores GLUTZ2, canales de calcio tipo LC, LD, Ny T, biosintesis de
insulina y NGF y la capacidad para distinguir y responder a cambios en la
glucosa. Lo cual se ve reflejado en un incremento en la secrecion en
respuesta a la glucosa.

Sin embargo, a pesar de que el NGF aumenta la secrecion de insulina, por
los diferentes mecanismos ya mencionados; la secrecidbn hormonal no
alcanza los niveles alcanzados por una célula adulta.

Ademas del NGF, podrian existir otros factores, que puedes ser importantes
para que las células 3 pancreaticas alcancen una madurez funcional y que
las capacite para mantener la homeostasis de la glucosa sanguinea. Sin
embargo desconocemos que otros factores participen en este proceso.

En la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), existen alteraciones en la capacidad
para mantener esta homeostasis. Esto es resultado de una menor
secrecion hormonal y de la resistencia periférica a la insulina. Asi mismo se
conoce gue existen alteraciones en la expresion de los canales de calcio y
de los transportadores GLUT2. Esa condicion tiene caracteristicas similares
a las de una célula 3 inmadura.

Por lo tanto, al conocer mejor el proceso normal de desarrollo y maduracion
funcional de la célula 3 pancreética, es posible que entendamos mejor
también, las alteraciones que ocurren en la DM2. Esto nos permitira
desarrollar alternativas de tratamiento que estén mejor dirigidas para los

defectos a nivel celular.



XI. Perspectivas

El presente trabajo indica que la maduracion de la secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa es un proceso dinamico durante la ontogenia de la rata, en
el cual varios componentes del acoplamiento entre el estimulo de glucosa y las
secresion de insulina pasan por diferentes etapas de maduracion hasta alcanzar
las caracteristicas propias de una célula adulta. Entre éstos, se encuentran: la
sintesis de insulina y de canales de calcio y la expresion de transportadores
GLUT2 y de canales de calcio funcionales en la membrana citoplasmatica.

Es evidente que el factor de crecimiento neuronal (NGF) es un factor trofico
importante que promueve la maduracion funcional de la secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa. Sin embargo, comparado con las células adultas, la
secrecion sigue siendo menor en las células neonatales.

Nuestros resultados indican que existen otros mecanismos o factores que podrian
estar implicados en la adquisicion de una adecuada secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa. Sin embargo, son necesiarios estudios més detallados que
nos permitan identificarlos.

El NGF incrementa la expresion de los canales de calcio en la membrana
citoplasmatica, pero desconocemos la naturaleza de estos efectos. Una de las
hipétesis es que el NGF incremente la disponibilidad de subunidades 3 de los
canales de calcio permitiendo que existe una mayor cantidad de estas
subunidades que puedan unirse a las subunidades ol, promoviendo asi su
translocacién a la membrana, sin embargo se necesitan otros experimentos que

puedan comprobarlo.



De esta manera, nuestros resultados abren un nuevo campo de trabajo que es
necesario para responder a las diferentes incognitas, que han surgido de nuestras

observaciones.
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