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1. RESUMEN

La prefiez se acompaiia normalmente de una insulinorresistencia (IR) progresiva que
comienza a mediados del periodo de gestacion y progresa a través del tercer tercio de
la prefiez. Como consecuencia se produce un incremento y/o hipertrofia de la célula 8
y un incremento de la secrecién de insulina para compensar esta IR fisiologica.

Diferentes hormonas, genes, sustratos metabélicos y factores de crecimiento estan
involucrados en el control del crecimiento y desarrollo de la masa de células B, entre
ellos la Proteina Asociada al Crecimiento y Neogénesis Insular (INGAP). E! INGAP fue
aislado inicialmente del pancreas de hamster y posteriormente clonado. En la rata, su
presencia en el pancreas s6lo ha sido identificada por técnicas inmunocitoquimicas.
Actualmente se acepta que el INGAP pertenece a una familia de proteinas que
aparecen en respuesta al dafio y disminuciéon de la masa de células B: las proteinas
REG. Estudios previos han mostrado que la administracién de un pentadecapéptido
del INGAP (INGAP-PP) a ratones con diabetes inducida por estreptozotocina mejoré
su glucemia y produjo un aumento aparente de la masa de sus células B, fenémeno
que atribuyeron a un incremento en la neogénesis. Estudios mas recientes de nuestro
grupo demostraron que la administracion de INGAP-PP durante 10 dias a hamsters
adultos normales induce un aumento significativo de la masa de células B como
consecuencia de un aumento de la tasa de replicacién y de neogénesis y una
disminucion de la de apoptosis de dichas células. En funcidn de estos y otros
resultados, se postuld que el INGAP participaria en la regulacion de la masa de
células B a través del incremento de la neogénesis insular. No se conoce sin embargo
la secuencia cronolégica real de aparicién de las células INGAP positivas durante el
periodo embrionario y en consecuencia su posible papel en la regulacién de la masa
de células del pancreas endocrino. El objetivo de la tesis fue estudiar la cronologia de
aparicion de las células INGAP positivas en fetos de ratas normales y determinar la
evolucién de la masa de células INGAP positivas y de la masa de células insulares en
ratas prefiadas normales. Para lograr estos objetivos, utilizamos ratas Wistar hembra
prefiadas las cuales fueron divididas en cuatro grupos experimentales: animales con
11 (M11), 17 (M17) y 19 (M19) dias de gestacién y un grupo de animales a los cuales
se los mantuvo junto a sus crias una semana luego de la paricién (M28). Incorporamos
ademas un grupo de ratas adultas controles no prefiadas (M0). Estudiamos ademas
los fetos de 17 dias de gestacion (E17), 19 dias de gestacion (E19) y las crias luego
de una semana del nacimiento (P7). Medimos los pesos corporal y de los pancreas,
las glucemias, la secrecion de insulina in vitro frente a 3.3mM y 16.6 mM de glucosa y
frente a 10mM de arginina en los fetos y crias y el contenido de insulina también in



vitro. En los adultos medimos ademas las insulinemias y calculamos los indices HOMA
B e IR. En los fetos medimos los niveles de ARNm de Pdx-1 (factor de transcripcion y
diferenciacién de células B) y Ngn3 (factor de transcripcion tardio de células B y
diferenciaciéon endocrina ), y dado que la secuencia del Ingap en la rata no ha sido
identificada, se incorporé un par de cebadores para Reg3p, que presenta un 71% de
homologia con la secuencia de Ingap de hamster; también se incorporé un par de
cebadores a cuyo producto de amplificacién llamamos degenerado (DegR-l) por haber
sido disefiado en base a una regién del ADNc de Reg3p que posee alta homologia
con Ingap y que seria capaz de amplificar ambos ADNc debido a la incorporacion de
bases degeneradas. Finalmente, realizamos estudios de inmunohistoquimica en los
pancreas de adultos, fetos y crias para estudiar la expresién de algunos marcadores
de neogénesis (CK19, INGAP), replicacién (PCNA) y de diferenciacién de células B
(PDX-1, NGN3, NKX6.1). Cuantificamos ademas la masa de células B y de células no-
B, el porcentaje de células apoptéticas y el nimero de células que coexpresan PDX-1
e INGAP, posibles células madres del islote.

En los fetos las glucemias fueron significativamente menores en E17 y E19 respecto a
los registrados en P7. Por otro lado, el peso corporal y de su pancreas se incrementé
acorde con el avance de la edad. Los grupos E17 y E19 no respondieron frente al
estimulo de glucosa 16.6mM y respondieron al estimulo de arginina. El grupo P7
respondié al estimulo de glucosa 16.6mM y arginina. Por otro lado, la secrecion de
insulina fue mayor frente a los tres estimulos con el avance de la edad. A partir del
estudio morfométrico de los pancreas obtuvimos una masa B incrementada con el
avance de la gestacién y con valores maximos en P7, acompanado de un incremento
en los marcadores PDX-1, INGAP y CK19, del nimero de células B extrainsulares y
del tamario de los islotes, y una disminucién del porcentaje de células apoptéticas. Por
otro lado, NGN-3 y PCNA disminuyeron en P7. No detectamos la presencia de la
proteina INGAP en los fetos de 11 dias. Los niveles de ARNm de los genes Pdx-1,
Reg3p y del producto de amplificacion de los cebadores DegR-l mostraron un
incremento en E19.

En el estudio en madres obtuvimos valores similares de glucemia en M11 respecto del
control no prefiado, con valores de insulinemia e indices HOMA B e IR mayores en
M11, compatibles con un estado de IR acompafiado de un mayor incremento del peso
corporal. La secrecion de insulina fue mayor frente a 16.6mM de glucosa respecto del
basal en todos los grupos, siendo mayor en M28. A partir de la morfometria se vio un
incremento en M19 en la masa B acompaniado de un incremento en el nimero y
tamano de islotes, en el nimero de células B extrainsulares y en los marcadores PDX-
1 y NKX6.1. En M17, precediendo al incremento de la masa B, se incrementé la
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replicacion y disminuy6 la apoptosis, sin observarse diferencias en el marcador CK19
durante la prefiez.

Por ofra parte, a partir del estudio por RT-PCR obtuvimos fragmentos amplificados con
los cebadores de Reg3p y DegR-l utilizando molde de hamster y rata, mientras que
obtuvimos producto de amplificacion con los cebadores de Ingap solamente utilizando
molde de hamster. La secuenciaciéon del fragmento de PCR amplificado de 107 bases
obtenido en este estudio con los cebadores degenerados DegR-l demostré 100
coincidencias (93.5%) con la regién de Reg3p tomada como base para disefar los
cebadores. Las 68 coincidencias (64%) de este fragmento con la secuencia de Ingap
de hamster corresponden a bases que también coincidieron con la de Reg3B. Por otra
parte, la secuenciacion del fragmento obtenido con los cebadores de Reg3p en
hamster y posterior comparacion con la secuencia de Reg3p de rata mostré un 97%
de coincidencias.

En nuestro estudio en los fetos, la masa B total (fraccion insular mas extrainsular)
aumento progresiva y significativamente en el intervalo E17 y P7. Durante este estadio
aparecieron las células INGAP-positivas y aumentaron su masa en funcién de la edad
de gestacion, logrando valores maximos en P7. Por lo tanto, el aumento progresivo en
funcién de la edad, de la cantidad de insulina segregada y el reconocimiento de la
concentracion de glucosa coincidieron con el aumento de la masa de células INGAP-
positivas. Otro hecho sugerente respecto a la relaciéon INGAP- REG3pB es que el pico
de expresion de su mensajero precedi® (E19) al incremento de INGAP
inmunodetectable (P7). Finalmente, dado que el anticuerpo utilizado para la deteccién
inmunocitoquimica del INGAP reconoce un epitope de 20 aminoacidos, cuya
homologia con el REG3B es del 60%, puede sugerirse que la reacciéon
inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-INGAP utilizado detectaria en la rata al
REG3B. Por otro lado y sumado a los resultados obtenidos por RT-PCR, podemos
concluir que en el hamster coexistirian el REG3B e INGAP, mientras que en la rata
estaria solamente el REG3B.

En la rata prefiada, el aumento en la masa total de células B progresivo y significativo
en funcién de la edad es un mecanismo compensador de la mayor demanda de
insulina (IR) generada por las hormonas placentarias. El INGAP integraria el grupo de
hormonas/reguladores que modifican la masa de células B, pero opuesto a lo ocurrido
en el feto, su accién se manifestaria fundamentalmente afectando la replicaciéon y
sobre todo la apoptosis, con escasa o nula participacién de la neogénesis. Al igual que
en el feto, también incrementaria la capacidad secretora de las células B.

Mas alld del aporte al conocimiento brindado por estos resultados, su aplicacién
permitiria contar con un nuevo enfoque terapéutico potencial de la diabetes.
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2. ABSTRACT

Pregnancy is nommally accompanied by progressive insulin resistance (IR) that starts in
mid-gestation and progresses through the last third. As a result, there is an increase
and/or hypertrophy of the B cell, and increased insulin secretion to compensate for this
physiological IR.

Different hormones, genes, metabolic substrates and growth factors are involved in the
control of the growth. and development of the B-cell mass, including Islet Neogenesis
Associated Protein (INGAP). INGAP was originally isolated from the hamster pancreas
and subsequently cloned. Its presence in the rat pancreas has only been identified by
immunocytochemical techniques. It is now accepted that INGAP belongs to a family of
proteins — REG protein — that appear in response to p-cell mass damage and loss.
Previous studies have shown that administration of an INGAP pentadecapeptide
(INGAP-PP) to mice with streptozotocin-induced diabetes improved glycemia and
produced an apparent increase of B-cell mass, a phenomenon attributed to an increase
in neogenesis. More recent studies from our group demonstrated that INGAP-PP
administration to normal adult hamsters during 10 days induced a significant increase
in B-cell mass as a result of increased replication and neogenesis rates and decreased
apoptosis in these cells. Based on these and other results, it was postulated that
INGAP participates in the regulation of B-cell mass by increasing islet neogenesis. It is
not known the real time of INGAP-positive cell onset during the embryonic period and
its possible role on the regulation of pancreatic endocrine cell mass. The aim of this
thesis work was therefore to study the chronology of appearance of INGAP-positive
cells in fetal rats and to determine the normal evolution of the mass of INGAP-positive
cells and insular cell mass in normal pregnant rats.

To achieve these objectives, we used pregnant female Wistar rats which were divided
into four experimental groups: animals with 11 (M11), 17 (M17) and 19 (M19) days of
gestation, and a group of animals which were kept together with their offspring one
week after giving birth (M28). We also incorporated a control group of non-pregnant
adult rats (M0), studied the fetuses of 17 (E17) and 19 (E19) days of gestation, and the
offspring after a week of birth (P7). We measured body and pancreas weights, serum
glucose, insulin secretion in vitro at 3.3mM and 16.6 mM glucose and 10 mM arginine
in fetuses and offspring, and insulin content in vitro. In adults, we also measured
insulinemia and calculated B and HOMA-IR indices. In fetuses we measured mRNA
levels of Pdx-1 (B-cell differentiation factor) and Ngn3 (late transcription factor of B-
cells) and given that the sequence of Ingap in the rat has not been identified, we
incorporated a couple of Reg3@ primers that have a 71% homology with hamster Ingap
and an amplification product (degenerate) by using a region of Ingap cDNA that has
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high homology with that of Reg3p and that would be able to amplify both cDNA due to
the incorporation of degenerate bases. Finally, immunohistochemical studies were
performed in the pancreas of adults, fetuses and offspring to study the expression of
some neogenesis markers (CK19, INGAP), replication markers (PCNA) and
transcription and differentiation factors of B-cell markers (PDX-1, NGN-3, NKX6.1). We
further quantified the mass of g- and non-g cells, the percentage of apoptotic cells, and
the number of cells coexpressing PDX-1 and INGAP, potential islet stem cells. .

In fetuses, serum glucose was significantly lower in E17 and E19 as compared to P7.
On the other hand, body weight and the pancreas were increased in line with the
progress of gestation. Groups E17 and E19 did not react to the stimulus of 16.6mM
glucose, but did to arginine stimulation. The P7 group reacted to 16.6mM glucose and
arginine. On the other hand, insulin secretion was higher at the three stimuli with
advancing age. Morphometric results showed increased p-cell mass with the progress
of pregnancy, peaks at P7 with an increase in PDX-1 markers, CK19, INGAP, number
of extra islet B-cells and islet size, and a decrease in the percentage of apoptotic cells.
Furthermore, Ngn3 and PCNA decreased in P7. We did not detect INGAP protein in
11-day fetuses. mMRNA levels of Pdx-1 gene, Reg3p and the amplified product using
DegR-l primers increased in E19. The results obtained from M11 showed similar
values of glycemia as compared to controls, and higher values of insulinemia and B
and HOMA-IR indices, compatible with an IR state and accompanied by a greater
increase in body weight. Insulin secretion was higher at 16.6mM vs. basal glucose in all
groups and was higher in M28. Based on morphometric results, there was an increase
in the B-cell mass of M19, accompanied by an increase in the number and size of
islets, in the number of extra islet B-cells, in NKX6.1 and PDX-1. In M17, replication
increased before the rise of B-cell mass and apoptosis was decreased, with no
differences in CK19 during pregnancy.

Furthermore, from RT-PCR studies, amplified fragments were obtained with Reg3p and
DegR-l primers using hamster and rat mold, while an amplification product was
obtained with Ingap primers using only hamster mold. The sequencing of the 107
bases fragment amplified by PCR in this study with the degenerate primers DegR-l
showed 100 matches (93.5%) in the Reg3p region taken as a basis to design primers.
The 68 matches (64%) of this fragment with the hamster Ingap sequence
corresponded to bases that also coincided with those of Reg3B. Moreover, the
sequencing of the fragment obtained with Reg3p primers in hamsters and subsequent
comparison with the rat Reg3p sequence showed 97% of matches.

Results from our studies in fetuses showed that total B-cell mass (islet and extra islet)
increased progressively and significantly in E17 to P7. During this stage, INGAP-
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positive cells appear and the mass increases as a function of gestational age, reaching
maximal values in the newborn. Thus, the progressive increase in terms of age, the
amount of insulin.secreted and the recognition of glucose concentration coincided with
the rise of the mass of INGAP-positive cells. Another suggestive fact about the
relationship INGAP-REG3 is that the peak expression of its messenger was previous
(E19) to the increase in immunodetectable INGAP (P7). Finally, since the antibody
used for the immunocytochemical detection of INGAP recognizes an epitope of 20
amino acids whose homology with REG3B is 60%, we could conclude that the
immunocytochemical reaction with anti-INGAP antibody would detect REG38 in the rat.
On the other side, and added to the results obtained by RT-PCR, we can conclude that
in the hamster INGAP and REG3p coexist, while in the rat only REG3p is detected.

In pregnant rats, the progressive and significant increase in total B-cell mass according
to gestational age is a compensatory mechanism for the increased demand of insulin
(insulin resistance) caused by placental hormones.

INGAP would integrate the group of hormones/regulators that modify B-cell mass, but
opposite to that observed in the fetus, its action is primarily manifested affecting
replication and above all apoptosis, with little or no involvement in neogenesis. As in
the fetus, it also increased the secretory capacity of B cells.

Beyond the contribution to knowledge provided by these results, their implementation
would have a potentially new therapeutic approach for diabetes treatment.
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3. INTRODUCCION

3.1 EL PANCREAS: HISTOLOGIA INSULAR

El pancreas es una glandula mixta compuesta por una porcién exocrina, los acinos
(98% de su masa) productores de enzimas digestivas, y una porcién endocrina (2%)
representada por los islotes de Langerhans, cuya funcion es vital para el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa.

En los roedores, las células B se hallan en el centro de los islotes rodeadas de un
manto de células no B (a, & y PP) (Figura 1). Se han identificado cuatro tipos
principales de células secretoras de hormonas: a, 8, 5 y PP.

Figura 1: Fotografia de islotes pancreaticos células no B (a) y células B (b). 40 X.

Células B: son las méds numerosas y cada islote contiene entre 1.000 y 2.000 células,
ocupando preferentemente la parte central del mismo. Representan del 70 al 80% de
la masa celular endocrina (1 a 2 g). Almacenan mas de 13.000 granulos secretorios
que contienen insulina y otras proteinas y cuya membrana es capaz de fusionarse con
la membrana plasmatica en respuesta a un estimulo secretor apropiado. Los granulos
muestran inclusiones cristalinas caracteristicas, consistentes en cristales formados por
hexameros de insulina~zinc rodeados por un amplio halo claro (Orci, 1985).

Células a: representan alrededor del 15% de la masa endocrina total y son las
encargadas de producir y secretar glucagén, péptido de 29 aminoacidos. Al
microscopio electrénico, estas células presentan granulos de secrecién con un centro
de alta densidad electrénica y un estrecho halo periférico claro.

Células d: representan del 5 al 10% de la masa endocrina y secretan somatostatina.
Presentan una forma dendritica con procesos citoplasmaticos que se unen al espacio
pericapilar, siendo estas estructuras ricas en granulos secretorios; esto sugiere un
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mecanismo de secrecion paracrino y una activa interaccioén con el resto de las células
insulares. Al microscopio electronico los granulos secretorios se muestran
redondeados, de densidad electrobnica moderada, con membrana envolvente

estrechamente adosada al contenido granular.

Células PP: ocupan el 10% de la masa endocrina y contienen polipéptido pancreatico.
Son especialmente abundantes en la parte posterior e inferior de la cabeza del
pancreas, region derivada del brote pancreatico ventral (Orci L, 1985). Sus numerosos
granulos de secrecién son redondeados u ovalados con membrana envolvente
adosada al granulo propiamente dicho.

Ademas de las células mencionadas, los islotes poseen aproximadamente 1% de otros
tipos celulares, fibroblastos y células endoteliales.

3.2 FISIOLOGIA DEL PANCREAS ENDOCRINO

3.2.1 Biosintesis de Insulina

La insulina, como toda proteina de exportacién, se sintetiza en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) como un péptido precursor de cadena Unica
denominado preproinsulina. En el RER, el péptido de sefializaciéon es escindido por
una peptidasa y la molécula remanente (proinsulina) pasa al complejo de Golgi para
continuar su procesamiento. La proinsulina es procesada por una endo y una
exopeptidasa dando lugar a la formacién de dos nuevos péptidos, la insulina y el
péptido C. El péptido conector se acumula dentro de los granulos en cantidades
equimolares con la insulina (Ruiz M, 2004).

La insulina sintetizada en el RER permanece almacenada en los granulos de
secrecion hasta su liberacién en respuesta a algun estimulo. Las células  monitorean
directa y constantemente la concentracion de metabolitos circulantes, lo que les
permite adecuar eficazmente la secrecién de insulina a cada circunstancia. El prototipo
de esos metabolitos circulantes es la glucosa, que estimula directamente tanto la
secrecion como la sintesis de insulina.

Para estimular la secrecion de insulina, la glucosa debe metabolizarse en la célula B,
para lo cual atraviesa la membrana a través del transportador GLUT2 y en el interior
celular la glucosa es fosforilada a glucosa 6-P por accién de dos enzimas, la
hexoquinasa y la glucoquinasa, cuya participacion depende de la concentracién de
glucosa del medio. La primera actia en presencia de bajas concentraciones de
glucosa por debajo de los valores fisiolégicos (Km para la glucosa, aproximadamente



de 50 uM), mientras que la segunda tiene un Km para la glucosa cercano a 10 mM
(Matchinsky FM, 1990).

Cuando la glucemia aumenta y dado que el transporte de glucosa no es autolimitante,
rapidamente se igualan las concentraciones de la hexosa fuera y dentro de la célula B.
Al aumentar la concentracidn intracelular de glucosa, la hexoquinasa se satura y
comienza a actuar la glucoquinasa, que regula el metabolismo ulterior de la glucosa y
se transforma en su verdadero sensor. La metabolizacién de la glucosa promueve la
formacion de ATP a expensas del ADP y el consecuente aumento del cociente
ATP/ADP. Este aumento produce el cierre de los canales de potasio dependientes de
ATP (Katp), aumentando asi las cargas positivas en el interior celular, lo que induce la
despolarizacién de su membrana y la activacién de los canales de calcio dependientes
de voltaje; se produce entonces un aumento en la concentracién de Ca* citosélico que
promueve la exocitosis y la secrecion de insulina (Ashcroft FM, 1988) (Figura 2).

hexoquinasa
glucoquinasa

Glucosa Glucosa G6P

[ATP]
[ADP][Pi]

Ca?

Secrecion
de
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Despolarizadon

Figura 2: Proceso estimulo (glucosa) - secrecién de insulina.

La liberacién de insulina se produce en dos fases: una rapida de duracién breve
(primera fase) y otra mas lenta y sostenida (segunda fase) (Figura 3).
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Figura 3: Secrecion bifasica de insulina en respuesta al estimulo de glucosa.

El analisis matematico de esta modalidad secretoria en respuesta a la glucosa sugirié
que la primera fase corresponde a la liberacién de un compartimento relativamente
pequero y labil de insulina depositada en granulos ubicados en contacto con la
membrana de las células B (O’Connor MD y col., 1980); se ha demostrado que la
insulina liberada durante la primera fase produce un rapido ascenso de los niveles de
insulina a nivel intersticial y una impregnacién de los tejidos blanco, especialmente el
higado, que permite una regulacién mas efectiva del metabolismo de la glucosa (Getty
L y col.,, 1998). Las evidencias demuestran que la misma cantidad de insulina
administrada en forma bifasica aumenta su efecto hipoglucemiante, por lo que este
proceso optimiza la actividad de la hormona (Albisser AM y col., 1974). Esta primera
fase de la secrecion de insulina se altera precozmente en la diabetes tipo 2.

Otra caracteristica de la secrecion normal de insulina es su liberacién pulsétil, que
promueve oscilaciones en la concentracion periférica de insulina (Lang DA y col.,
1979). Esta modalidad pulsatil es otro mecanismo de optimizacién de la funcion
secretora: la cantidad de insulina requerida para lograr una determinada hipoglucemia
es menor cuando se la administra en forma pulsatil que en forma continua (Matthews
DR y col., 1983; Bratusch-Marrain PR y col., 1986); la desaparicion de la modalidad
pulsatil coincide con la manifestacion de la tolerancia a la glucosa alterada.

3.2.2 Estimulos para la secrecién de insulina
En el animal intacto, el incremento en la concentracion plasmatica de glucosa como
asi también de otros sustratos metabdlicos (aminoacidos y algunos acidos grasos),

10



estimula la secrecidn de insulina que promueve su transporte desde el medio
extracelular al intracelular, con el consiguiente retorno de la glucemia a los niveles
basales (Cingolani HE, 2000).

Los aminoécidos son también estimulo para la secreciéon de insulina, y el aumento de
su concentraciéon plasmatica que acompaia a una comida rica en proteinas, estimula
la secrecién de la hormona.

La arginina, la lisina y la leucina son los aminoacidos con mayor potencia
estimuladora. El mecanismo por el cual los aminoacidos estimulan la secrecién de
insulina no es comin a todos ellos: mientras que algunos, como la arginina, no
necesitan metabolizarse para ejercer su accion (Hermans MP y col., 1987), otros lo
hacen aumentando la produccién de ATP y despolarizando de esa manera la
membrana plasmatica.

Los 4cidos grasos y los cuerpos ceténicos también aumentan la secrecién de insulina,
pero sélo cuando alcanzan concentraciones elevadas (Malaisse WJ y col., 1990). Su
mecanismo de accion implica un aumento del cociente ATP/ADP que desencadena la
serie de eventos descripta anteriormente.

El potasio en altas concentraciones (20 mM) estimula la secrecién de insulina
mediante la alteracién del potencial de membrana de las células B, con la consecuente
apertura de los canales de Ca®"

3.2.3 Efecto de la insulina sobre los tejidos periféricos

La insulina aumenta el depdsito de grasa en el tejido adiposo como consecuencia de

la combinacion de varios efectos:

e Aumenta la entrada de glucosa al adipocito a través de su efecto sobre el GLUT4.

e Aumenta la metabolizaciéon de la glucosa con el consecuente aumento de la
formacién de triosas y posterior produccion de a-glicerofasfato, que mediante su
esterificacién con acidos grasos favorece la sintesis de triglicéridos.

e Aumenta la sintesis de acidos grasos de cadena larga a partir de la glucosa.

¢ Disminuye la lip6lisis.

e Aumenta la captacion de acidos grasos de las lipoproteinas circulantes.

En el musculo, la insulina aumenta la captacion de glucosa promoviendo su
metabolizacién (glucélisis) y su depésito como glucégeno.

En el higado, la insulina disminuye la liberacién hepatica de glucosa y promueve su
almacenamiento como glucégeno. Inhibe la gluconeogénesis, la ureogénesis y la
cetogénesis y estimula la sintesis de acidos grasos y proteinas (Ruiz M, 2004).
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3.2.4 Mecanismo de accion de la insulina

Su receptor es una molécula heterotetramérica compuesta por dos subunidades a
extracelulares y dos subunidades B transmembrana unidas por puentes disulfuro.

La unién de la insulina circulante al dominio extracelular de la subunidad a del receptor
de las células efectoras induce un cambio conformacional en el receptor que permite la
autofosforilacién de los residuos tirosina de la subunidad B del dominio intracelular.
Esta fosforilacién estimula la actividad catalitica (tirosinoquinasa) de la subunidad 8
que pone en marcha la fosforilacién de diversos sustratos proteicos endégenos tales
como los sustratos del receptor de insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4) y las proteinas
SHC (proteinas con homologia SRC). El IRS-1 y el IRS-2 son los sustratos mejor
caracterizados y mas ampliamente distribuidos en el organismo, encontrandose
principalmente en musculo esquelético, higado y células B.

El IRS-3 se encuentra solamente en el tejido adiposo, mientras que el IRS-4 es
caracteristico del timo, cerebro y rifiéon (Withers DJ & White M, 2000; Burks DJ &
White MF, 2001). Estas proteinas fosforiladas activan la fosfatidilinositol-3-quinasa
(P1-3K), que promueve, en el musculo y en el tejido adiposo, la translocacién del
transportador GLUT4 a la membrana celular, promoviendo asi la entrada de la glucosa
al interior celular y estimulando la sintesis de glucégeno, lipidos y proteinas.

Por otro lado, las proteinas SHC activan el complejo RAS que inicia una cascada de
fosforilaciones que finaliza en las quinasas asociadas a los microtdbulos (MAP
quinasas) (Figura 4).

Por lo tanto, la PI-3K media los efectos metabdlicos de la insulina, mientras que el
complejo RAS es responsable de sus efectos mitogénicos (Kido Y y col., 2001).

3.2.5 Insulinorresistencia y diabetes tipo 2

La insulinorresistencia (IR) se puede definir como la disminucién de la capacidad de la

insulina para ejercer su efecto biolégico en sus tejidos blanco, tales como el musculo

esquelético, el higado y el tejido adiposo. En estas condiciones, la respuesta de esos

tejidos a la accion de la hormona disminuye y por lo tanto el pancreas debe

incrementar la produccion de insulina para mantener la homeostasis metabdlica dentro

de limites normales (Kahn SE y col., 1993).

Las personas con diabetes tipo 2 presentan dos defectos patolégicos:

1. la disminucién de la sensibilidad de los tejidos periféricos (tejido adiposo, muscular
y hepatico) a la accién de la insulina (IR) (Kahn CR y col., 1994) y
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2. una menor capacidad de las células B para aumentar la secrecién de insulina para

compensar la mayor demanda de la hormona consecutiva a la IR.
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Figura 4: Esquema basico del mecanismo de accién de la insulina.

Se han propuesto cinco etapas para describir la progresién de la diabetes:

e La primera etapa se caracteriza por el mantenimiento de la funcién de las células
B con conservacion de la secrecién de insulina en respuesta a la glucosa.

e La segunda etapa, en la que los niveles de glucosa comienzan a incrementarse
llegando a 5-6.5 mmol/L; este es un estadio de adaptaciéon de la célula B con
disminucién de su funcién y de su masa.

e La tercera etapa es un periodo transitorio e inestable con descompensacién
temprana en el cual los niveles de glucemia aumentan rapidamente hasta alcanzar
valores diagnésticos de diabetes (126 mg/dL) en la etapa cuatro.

e La etapa cinco se caracteriza por una descompensacién severa en la que hay una
reduccién marcada de la masa de células B, requiriéndose insulina exégena para
controlar la glucemia (Gordon W & Bonner Weir S, 2004).
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3.2.6 Insulinorresistencia fisiolégica y diabetes gestacional

El embarazo se acompafia normalmente de una IR progresiva que comienza a
mediados del periodo de gestacién y progresa a través del tercer tercio. La IR seria la
resultante de la combinacién de un incremento en la adiposidad y de una insulino-
desensibilizacion debida al efecto de hormonas placentarias. Las células B
normaimente incrementan la secrecion de insulina para compensar esta IR fisiolégica
(Xiang AH y col., 2004).

Cuando el aumento en la liberacién de insulina es insuficiente para mantener la
glucemia dentro de los niveles normales, aparece la hiperglucemia y se instala la
diabetes gestacional.

La diabetes gestacional (DG) es una forma de hiperglucemia definida como
intolerancia a la glucosa de grado variable que es detectada por primera vez durante el
embarazo (American Diabetes Association, 2009).

3.2.7 Cambios metabélicos y morfolégicos en la diabetes gestacional

Se ha demostrado claramente que la DG es una entidad clinica asociada con
morbimortalidad fetal como macrosomia fetal, hipoglucemia neonatal, hipocalcemia,
policitemia, hiperbilirrubinemia, sindrome de distrés respiratorio y mortalidad perinatal
(American Diabetes Association 2009).

En modelos animales se ha visto que con glucemias entre 6.5 y 9.8 mmoliL,
compatibles con una DG, los fetos presentan hiperplasia de los islotes e incremento de
la concentracion de insulina plasmaética y pancreatica (Bihoreau MT y col., 1986;
Kervran A y col.,, 1978). Por ofra parte fetos provenientes de madres con marcada
hiperglucemia presentan un incremento en la masa insular (Aerts L y col., 1990).

3.3 EMBRIOLOGIA DEL PANCREAS

El desarrollo normal del pancreas comienza a partir de un conjunto Gnico de células
progenitoras que se convertiran en células ductales, endocrinas o acinares.

Dentro del compartimento endocrino, las células se diferencian en células a, B, 8 y PP.
Este proceso estd regulado por la expresion diferencial de genes que estan
controlados por una red de factores de transcripcion.

En respuesta a sefales provenientes de tejido mesodémmico, la morfogénesis
pancreatica en el ratdbn comienza en el dia 9,5 con evaginaciones del endodermo
intestinal para formar el primordio ventral y dorsal; éstos se fusionan en el dia 16,5
(Reusens By col., 2000).

La expresiéon inicial de Pdx-1 (E8,5-E9,0) marca el endodermo pre-pancreético
(Ahigren U y col., 1996; Guz Y y col., 1995; Offield MF y col., 1996) y corresponde al
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periodo clasicamente definido como especificacién pancreatica o transicién primaria
(Wessells NK & Cohen JH, 1967). La expresion temprana de Pdx-1 es utilizada como
marcador de identificacién pancreatica aunque abarca en los proximos dias el
estébmago, duodeno y conducto biliar. Su expresién se debe al silenciamiento de gen
Sonic hedgegog (shh) por estimulos provenientes de la notocorda en el brote dorsal,
de las venas vitelinas y del mesodermo cardiogénico para la diferenciacién del brote
ventral.

Otro factor de transcripcién — el ptfia — también se expresa en el pancreas temprano
y sigue siendo pancreas-especifico a lo largo del desarrollo (Kawaguchi Y y col.,
2002).

Las células PDX-1 representan células progenitoras de todos los tipos celulares
maduros del pancreas: células acinares, ductales y endécrinas (Gu G y col., 2002). El
Ptf1a se ha identificado como un gen activador acinar (Krapp Ay col., 1996).

El PDX-1 se ha identificado también como regulador del gen de la insulina 1 en la rata
(Ohisson H y col., 1993) y a partir del dia E15,5 su expresiéon esta restringida a las
células B.

La transicion de las expresiones de Pdx-1 y Ptfla coincide con la conversién de
células progenitoras maduras tanto endocrinas como exocrinas (Figura 5). La via
clasica para especificar el destino particular de cada célula esta mediado por el Notch-
Delta serrate. En el pancreas, el bloqueo de la activacién del receptor Notch resulta en
una alta expresion del gen de neurogenina 3 y promueve el desarrolio endocrino.

En contraposicion, las células con la sefializacién Notch activa adoptan destino acinar
o permanecen como células progenitoras indiferenciadas (Edlund H, 2001) (Figura 6).
El destino final de las células endocrinas esta determinado por la expresion de una
serie de factores de transcripcion especificos para cada tipo celular. Muchos de ellos
son marcadores tempranos como el Pax4, Nkx2.2 y Nkx6.1 coexpresados con Ngn-3;
otros son marcadores tardios como el Pax®6, Isl-1, Hb9 y Pdx-1 para las células B.
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Figura 5: Esquema de las etapas del desarrollo pancreatico;
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En el pancreas temprano, el nimero de células NGN-3 positivas es pequeio, se
incrementa notablemente hacia la mitad de la embriogénesis y finaimente declina al
nacimiento (Gradwohl G y col., 2000; Schwitzgebel VM., 2000).

El gen de Ngn3 se expresa en células epiteliales simil-ductos; cuando estas células
se diferencian disminuye la expresion de NGN-3, dejan el epitelio y se agrupan en
estructuras protoinsulares. (Pictet R & Rutter WJ, 1972; Schwitzgebel VM y col., 2000).
La diferenciacion de células B ocurre simultdneamente con la de células acinares,
aunque en diferentes regiones del 6érgano, durante un periodo denominado transiciéon
secundaria (Pictet R & Rutter WJ, 1972). Las nuevas células insulares diferenciadas
no se dividen y recuperan su nivel de proliferacién al nacimiento (Sander M y col.,
2000).

Simultdneamente, la vascularizacion comienza a invadir estos nidos de células
endocrinas inmaduras que co-expresan hormonas pancreaticas y neuropéptidos y que
formaran los islotes de Langerhans (Reusens B y col., 2000).
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Figura 6: Esquema de accién de Notch-Delta serrate
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Factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
el factor de crecimiento vascular (VEGF) y el factor de crecimiento fibroblastico 7
(FGF-7) se expresan dentro del estroma pancreatico adyacente al epitelio ductal y
contribuyen a la formacién de las células endocrinas y a la expansion del islote (Kaung
HL, 1994).

El PDX-1 parece tener un doble papel:

a) como inductor de células del linaje endécrino a partir de células ductales epiteliales
y en la maduracioén de células B, y

b) en el control de la expresion del gen de insulina.

3.3.1 Crecimiento del pancreas en el periodo fetal, neonatal y adulto

En la etapa final de la gestacién hay una expansién diaria rapida de células B que
comienza en la rata el dia 16 post-concepcioén, por lo que casi se duplica la poblacién
de células B (Mc Evoy RC & Madson KL, 1980).

En fetos de rata, el crecimiento de la masa de células B se debe en parte a la actividad
mitética (replicacion de células B maduras preexistentes), restringida a un niamero
limitado de células B (s10%) (Swenne | & Eriksson U, 1982), mientras que el 80 a 90%
del incremento se lo atribuye a la neogénesis a partir de células precursoras
indiferenciadas (Bowens L & De Blay E, 1996).

La vida fetal representa la ventana critica en la cual se determina el niUmero apropiado
de células B. La malnutriciéon del feto resultante de una restriccion de la alimentacién
matemna genera una masa reducida de células B en las crias (Garofano A y col., 1997).
En este modelo se observé que en el periodo fetal, la actividad mitética de estas
células no esta afectada, pero si en cambio la neogénesis, alteracion que seria
responsable de la disminucién de la masa celular . Mas ain, una malnutricién durante
el periodo perinatal conduce aflos mas tarde al desarrollo de diabetes tipo 2, debido
aparentemente a la incapacidad de la masa de células B para adaptarse ante una
demanda adicional de insulina durante el envejecimiento (Garofano A y col., 1999).

En roedores neonatos el crecimiento de la masa celular B es aun posible, pero su tasa
es muy reducida comparada con el crecimiento fetal (Kaung HL, 1994; Mc Evoy RC &
Madson KL, 1980 y 1981; Wang RN y col., 1994). Se ha descripto la existencia de
replicacion y neogénesis de células B a partir de células ductales, cercanas a los
islotes neonatales y que exhiben un indice de replicacion mas elevado que las células
insulares diferenciadas (Bowens L y col., 1994). Por otra parte, la apoptosis, un tipo
de muerte celular, esta incrementada durante el periodo de lactancia y esta asociada a
un descenso transitorio de la tasa de crecimiento de los islotes en roedores (Scaglia L
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y col., 1997); paralelamente, en este periodo ocurren cambios importantes en la
maduracién de las células B.

Entre el primero y séptimo mes de vida, el crecimiento de la poblacién de células B se
incrementa entre cinco y siete veces en ratas hembra y macho, respectivamente (Mc
Evoy RC, 1981). La poblacién de células B aumenta a una tasa diaria de 2 y 3% en
ratas macho, mientras que el crecimiento es significativamente menor en las ratas
hembra (Wang RN y col., 1996). Después de los siete meses de edad, el crecimiento
de la poblacion de células B disminuye considerablemente, pero ain continia hasta
aproximadamente los 20 meses, periodo correspondiente a la edad adulta en la rata
(Montanya E y col., 2000). El nimero de células B/kg de peso corporal desciende
significativamente en ratas con el envejecimiento (Wang RN y col., 1996).

3.3.2 Hormonas placentarias y compensacién de la masa

La masa de células B puede compensar la demanda creciente de insulina durante el

embarazo/prefiez.

Al final de la prefiez, la masa de células B se incrementa 2,5 veces respecto de

hembras no prefiadas (Blondeau B y col., 1999; Van Assche FA y col., 1980), como

resultado del incremento tanto en el nimero como en el tamafio de las células

(hipertrofia) (Van Assche FA y col., 1978). En las ratas, luego de la prefiez ocurre un

rapido descenso de la masa de células B (Marynissen G y col., 1983) debido a un

descenso en la tasa de replicacion y en el tamaiio de las células B y un incremento en

la tasa de apoptosis (Scaglia L y col., 1995).

Durante la prefiez las hormonas placentarias, especialmente el lactégeno placentario

(LP), es el responsable de los cambios en la masa de células .

En la rata, durante los primeros 10-12 dias de prefiez hay picos de secrecion

nocturnos y diurnos de LP que, a través del aumento de la actividad de neuronas

hipotalamicas dopaminérgicas, suprimen la secrecién de prolactina (PRL) durante la

segunda mitad de la prefiez. Inmediatamente antes de la paricién, un incremento de la

relacion estrégeno/progesterona provoca un gran aumento de PRL (Andrews ZB,

2005).

En la rata, la elevacion cronica de la PRL esta asociada con un incremento en el

consumo de alimento y del peso corporal (Baptista T y col., 2004; Byatt JC y col.,

1993; Gerardo-Gettens T y col., 1989).

Durante la prefiez, la prolactina y el LP producen un incremento significativo de:

1. la secrecién de insulina en respuesta a la glucosa debido a un descenso del
umbral de sensibilidad a la glucosa,

2. la sintesis de insulina,
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3. la proliferacién e hipertrofia de las células B,
4. el nimero de uniones gap intercelulares,
5. el metabolismo de la glucosa (Sorenson RL & Brejle TC 2001; Brelje TC y col.,
1993; Shao J y col., 2004).
La infusibn de PRL en ratas disminuye el umbral de estimulacion de glucosa,
incrementa la secrecién de insulina e incrementa el acoplamiento de células B. La PRL
y el LP estimulan la secrecion de insulina en islotes aislados. Como mencionaramos
anteriormente, durante la prefiez se disminuye el umbral de las células B para la
glucosa. Dos componentes de la célula B estan involucrados en dicha accion: el
GLUT2 y la glucoquinasa (ver descripcién previa de la regulaciéon de la secrecion de
insulina) y ambos son estimulados por la PRL en islotes aislados, en células INS-1 y
en células MIN6 (Shao J y col., 2004; Weinhaus AJ y col., 1996; Matsuda M y col.,
1996).
La PRL regula la masa y funcién insular mediante la fosforilacion de IRS1/2 y la
activacion de la PI3K y de la via MAPK (Amaral ME y col., 2004; Saad MJ & Boschero
AC, 2003). Andlisis de microarray de islotes de rata tratados con PRL mostraron un
incremento en la expresién de genes asociados con la regulaciéon del ciclo celular y
simultaneamente una disminucién de genes asociados con la apoptosis (Bordin S y
col., 2004).
Datos de estudios clinicos sugieren que la PRL ejerce efectos diabetogénicos dado
que la hiperprolactinemia se asocia frecuentemente con hiperinsulinemia e IR (Serri O
y col., 2006; Yavuz D y col., 2003).
En la rata, la expresion del receptor de PRL (PRL-R) ha sido detectada en islotes
pancreaticos de embriones de 17,5 dias e inmunorreactividad al receptor detectada
dos dias después (Royster M y col., 1995; Freemark M y col., 1997). En el periodo de
gestacion temprano el receptor se expresa principalmente en células acinares y
ductales, pero a su término y en el periodo postnatal, co-localiza con la insulina y el
glucagén. La reduccion observada en el tamafio celular B, la masa celular B, el
contenido de insulina y la secreciéon de insulina en respuesta a la glucosa en ratones
deficientes en PRL/LP confirman su importancia en el control del desarrolio insular
(Freemark M y col., 2002).

3.3.3 Regulacion de la masa de células B por factores de crecimiento

Diferentes hormonas, genes, sustratos metabdlicos y factores de crecimiento estan
involucrados en el control del crecimiento y desarrollo de la masa de células B (Nielsen
JH & Serup P, 1998). Las células B pueden formarse como resultado de la division
mitética de células B preexistentes (replicacién) o diferenciacion a partir de células
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progenitoras (neogénesis) (Bonner Weir S, 1994; Bowens & Kléppel, 1996; Leahy JL,
1996).

Entre las hormonas, la insulina, al igual que otras hormonas, participa en la regulacién
de la masa de células B (Otani K y col., 2004). Recientemente se ha demostrado que
el glucagén insulino-simil 1 (GLP-1) aumenta la funcién, replicacion, y neogénesis de
las células B y disminuye la apoptosis. La administracion de un analogo del GLP-1 a
ratones obesos (ob/ob) hiperglucémicos mejora la glucemia e incrementa la masa y
replicacion de sus células B (Rolin B y col, 2002). Ademas, el GLP-1 retrasa el
desarrollo de la diabetes en ratones db/db (Wang Q & Brubaker PL, 2002) y en ratones
diabéticos disminuye la glucemia e incrementa la masa de células B, a través del
aumento de células precursoras ductales que expresan PDX-1 (neogénesis) (Stoffers
DA y col., 2000). Ademas de poseer un efecto estimulador en las células B
diferenciadas sobre su replicacién e inhibidor de su apoptosis, el GLP-1 seria un factor
de diferenciacién importante que modularia la neogénesis (Li Y y col., 2003).
Respecto a los genes, ratones transgénicos doble heterocigotos nulos para el gen del
receptor de insulina y el sustrato del receptor de la insulina (ratones IR/IRS) presentan
una IR severa acompafiada de hiperplasia compensatoria de células 8, con incremento
significativo de su masa (Bruning JC y col., 1997).

Por otra parte, la glucosa afecta la dinamica poblacional de las células B. Islotes
fetales cultivados con diferentes concentraciones de glucosa mostraron un incremento
en la proporcién de células B en funcién del aumento de la concentracién de la hexosa
en el medio de cultivo (Swenne | & Eriksson U, 1982). Evidencias obtenidas
empleando una amplia variedad de procedimientos tales como diferentes especies
animales (Shafrir E y col., 1999) pancreatectomia subtotal (Cardezza AF & Rodriguez
RR, 1949; Lee HC y col., 1989) e infusién de glucosa hiperténica (Bonner Weir S y
col., 1989) muestran claramente que cambios en la concentracién de glucosa
extracelular modulan rapidamente la secrecién de insulina y el crecimiento de células g
in vitro e in vivo (Bonner Weir S y col., 1989, Bonner-Weir S, 1994a; Swenne | &
Eriksson U, 1982). Mas aln, en animales con niveles de glucosa normal, otras
intervenciones como manipulacién alimentaria (Lombardo YB y col., 1983; Luo 1998),
la prefiez (Parsons JA y col., 1992), la ligadura del conducto pancreatico (Wang RN y
col., 1995), la envoltura de la cabeza del pancreas en celofan (Rosenberg L y col.,
1983) o la administracion de sulfonilureas (Loubatieres A, 1964) causan cambios
similares en ambos parametros.

Respecto a las manipulaciones alimentarias, se ha demostrado que la administracién
de una dieta rica en sacarosa (DRS) induce aumento de los niveles séricos de
triglicéridos y colesterol, hiperinsulinemia, IR y tolerancia a la glucosa alterada,
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caracteristicas similares a las observadas en el sindrome metabélico humano (Cohen
AMYy col., 1977; Cohen AM, 1978).

Nuestro grupo demostré que la administracién de una DRS a ratas normmales durante
seis meses induce las mencionadas alteraciones metabélicas, junto con un aumento
significativo tanto del nimero de islotes pancreaticos como del area de células B
(Lombardo YB y col., 1996). Estos cambios se acompaiiaron de valores normales de
insulinemia y del contenido de insulina pancreatica.

Por otra parte, demostramos que la administracion de sacarosa a hamsters jovenes
normales produjo cambios pancreaticos dependientes del tiempo de tratamiento, con
aumento de la masa de células B debido al incremento en su tasa de replicacion y de
la neogénesis insular, coexistiendo con valores normales de glucemia (Del Zotto H y
col., 1998).

La administracién de una dieta similar a hamsters normales prefiadas indujo en los
animales recién nacidos (1 semana de edad) cambios pancreaticos similares pero de
mayor magnitud, acompaiiados por una disminucién significativa tanto de la tasa de
apoptosis de células B como de las glucemias (Gagliardino JJ y col., 2000).

Varios factores de crecimiento ejercen un efecto estimulatorio sobre la replicacién de
la células B in vivo o in vitro. Esto incluye al factor de crecimiento insulina simil-1 y 2
(IGF-1, IGF-2), al factor de crecimiento plaquetario (PDGF), al factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y otros como la Proteina Asociada al Crecimiento y Neogénesis
Insular (INGAP).

3.3.4 INGAP: Proteina Asociada a la Neogénesis Insular

El INGAP forma parte del complejo proteico llamado ilotropina, aislado del extracto de
pancreas de hamsters normales a los cuales se les obstruy6 parcialmente el conducto
pancreatico envolviendo la cabeza de su pancreas con celofan (Pittenger GL y col.,
1992). Este procedimiento induce la formacién de nuevos islotes a partir de ductos
dentro de las dos semanas con recapitulaciéon de la ontogenia fetal normal (Bonner-
Weir S & Smith FE, 1994; Rosenberg L, 1995). Entre 10 a 14 dias después de
realizada la envoltura de la cabeza del pancreas, las células comienzan a migrar
desde el epitelio ductal y se organizan en pequeifias estructuras similares a islotes.
Luego de seis semanas, el analisis morfométrico del pancreas mostré un incremento
de 2,5 veces de la masa celular insular comparada con los controles (Rosenberg L,
1983).

El complejo proteico denominado ilotropina se ha caracterizado sélo parcialmente. Se
sabe que tiene un peso molecular aparente en el rango de 2944 kD, es soluble en
acido y termoestable, precipitable con etanol y sensible a la digestién con tripsina
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(Vinik Al y col., 1996). Rafaeloff y colaboradores (1997) demostraron que el principio
activo de la ilotropina es el INGAP. El ARNm del INGAP se encontré sélo en células
acinares de los animales a los cuales se les habia envuelto la cabeza de su pancreas,
hecho que permiti6 su asociaciéon con la neogénesis insular observada en estos
animales. Posteriormente, nuestro grupo demostré su localizaciéon en células insulares
no-B y en células ductales (Flores LE y col., 2003).
Por otra parte, Rafaeloff y col. sintetizaron un pentadecapéptido cuya secuencia
corresponde a la de los aminoacidos 104-118 del INGAP para estudiar si era capaz de
reproducir el efecto biolégico de la proteina completa. Seleccionaron este fragmento
ya que es la region que difiere de otros péptidos capaces de inducir regeneracion
insular, tales como los pertenecientes a la familia REG (Okamoto H, 1999). Este
pentadecapéptido sintético estimulé la incorporacion de °H-timidina en células
epiteliales ductales y de la linea celular epitelial ARIP, pero no ejercié dicho efecto en
las células insulares.
Empleando modelos de simulacion, nuestro grupo estudi6 las propiedades dinamicas
del pentadecapéptido del INGAP (INGAP-PP) y la de otros dos pentadecapéptidos
conformados por los mismos aminoacidos pero con diferente secuencia (scrambled);
los resultados obtenidos demostraron que mientras que el INGAP-PP mantiene una
notable estabilidad de su plegamiento terciario con una conformacién de hoja B central
y un C-terminal cerrado, los otros dos péptidos no evidenciaron en soluciébn una
estructura definitiva prevalente (Figura 7) (McCarthy AN y col., 2009). Estos datos:
a) sugieren que la region C-terminal podria ser la que interactia con su receptor
celulary
b) explican razonablemente por qué los péptidos con la secuencia alterada no
incrementan la respuesta secretora de las células B insulares como si lo hace el
INGAP-PP tanto in vitro como in vivo, ni incrementan la masa de células B in vivo.
La estructura mencionada es semejante a la de la secuencia de la proteina asociada a
la pancreatitis humana (PAP-1) con un 85% de homologia. Graf R y col. (2005)
describieron sinénimos de terminologia utilizadas para las proteinas REG y PAP a
partir de la comparacién y alineamiento de sus secuencias. Estos autores describen a
la familia REG 3 (1, 2 y 3) como sinénimo de PAP (I, Il, y li), en rata.
El INGAP tiene una alta homologia con la familia de proteinas REG, con un 72% de
homologia con Reg3d en ratén (Abe M y col., 2000). Recientemente, Gurr W y col.
(2007) desarrollaron anticuerpos REG especificos que confirmaron la ausencia de
REG30 en islotes normales e identificaron REG3a en el islote de ratén maduro. Otros
REG han sido descriptos en islotes; sin embargo, su expresion esta restringida a las
células B (Terazono K y col., 1990). Miembros de la familia REG han sido detectados
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durante la embriogénesis del ratén: el mensajero de REG1 fue identificado en el dia 9
de embriogénesis y el de REG2 en el dia 12 (Perfetti R y col., 1996). REG356 y REG3a
se expresan en el pancreas en el dia 10. Células inmunoreactivas a INGAP/REG3 han
sido detectadas en embriones de ratén de 14,5 dias (Hamblet NS y col., 2008).
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Figura 7: Estructura tridimensional de la molécula de INGAP.
La flecha celeste sefala el plegamiento lamina beta.

El INGAP es sintetizado en el pancreas y una vez secretado circula unido a proteinas
séricas hacia otros tejidos, donde interactia con receptores especificos (Borelli Ml y
col., 2007).

Nuestro grupo ha mostrado un incremento de la secrecién de insulina en islotes de
rata cultivados en presencia del pentadecapéptido (INGAP-PP) (Borelli Ml y col.,
2005). Este efecto del INGAP-PP se ejerceria a través de la via colinérgica, tal como lo
describieron Barbosa H y col. (2006) en islotes cultivados de neonatos de rata, donde
observaron un incremento en los ARNm de AKT1, FRAP1 y MAPK1 como asi también
de los receptores muscarinicos M3.

Complementariamente, el INGAP-PP actuaria a nivel de los canales de K'
dependientes de ATP (Karp), como lo demostraran Silva KE y col. (2008). No puede
descartarse, sin embargo, un efecto directo del INGAP-PP a nivel del metabolismo
insular de glucosa.

Por otra parte, la administracién simultdnea de INGAP-PP y estreptozotocina
disminuy6 el porcentaje de ratones diabéticos (Rosenberg L y col., 2004). Estos
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autores demostraron que la administracion de INGAP-PP a ratones con diabetes
inducida por estreptozotocina mejoré su glucemia y produjo un aumento aparente de la
masa de sus células B, fenébmeno que atribuyeron a un incremento aparente en la
neogénesis.

Nuestro grupo demostré que la administracion de una DRS a hamsters normales
durante tres semanas induce un incremento en la masa de células B y en la de células
INGAP-positivas; el aumento en la masa de células B se acompaiié de un incremento
significativo en la tasa de neogénesis. En funcién de estos resultados, se postulé que
el INGAP participaria en la regulacion de la masa de células B a través del incremento
de la neogénesis insular (Del Zotto H y col., 2000).

Estudios mas recientes de nuestro grupo demostraron que la administracién de
INGAP-PP durante 10 dias a hamsters adultos normales, induce un aumento
significativo de la masa de células § como consecuencia de un aumento de la tasa de
replicacién y de neogénesis y una disminucién de la de apoptosis de dichas células
(Madrid V y col., 2009).

Por otra parte se ha propuesto que la iniciacién de la neogénesis insular en el adulto
reproduce en parte la cascada de desarrollo del pancreas endécrino. Estudios previos
han mostrado que el promotor del INGAP tiene sitios de unién para factores de
transcripcién importantes como el PDX-1 que se une directamente al promotor del
Ingap (Taylor- Fishwick DA y col.,, 2003; Taylor- Fishwick DA y col., 2006). La
identificacion de estos sitios de union especificos para factores de transcripciéon
endocrinos sugiere que el INGAP podria expresarse y participar en la regulacion de la
masa de células endocrinas durante la ontogenia del pancreas. No se conoce, sin
embargo, la secuencia cronolégica real de aparicion de las células INGAP-positivas
durante el periodo embrionario y en consecuencia, su posible papel en la regulacién
de la masa de células del pancreas endocrino.

3.4 OBJETIVOS
1. Estudiar la cronologia de aparicién de las células INGAP-positivas en fetos de ratas

normales.

2. Determinar la evolucién de la masa de células INGAP-positivas y de la masa de

células insulares en ratas prefiadas normales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales

Se (tilizaron ratas hembra prefiadas pertenecientes a la cepa WKAH/Hok Rattus
norvegicus, cuyos progenitores proceden de Hokkaido University (Japén). Los
animales fueron criados y reproducidos en sistema cerrado del bioterio de la Facuitad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Al dia 3 de prefiez los
animales fueron retirados y mantenidos en nuestro bioterio, en la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata.

4.1.1 Mantenimiento de los animales
Los animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura/humedad (231 °C,
50% de humedad) y ciclos de luz/oscuridad controlados de 12 hs. cada uno.

4.1.2 Grupos experimentales

Treinta ratas de la especie Rattus norvegicus de la variedad Wistar de 160-190
gramos de peso corporal se dividieron en cinco grupos experimentales: animales
adultos controles no prefiadas MO, animales con 11 (M11), 17 (M17) y 19 (M19) dias
de gestacion y un grupo de animales a los cuales se los mantuvo junto a sus crias una
semana luego de la pariciéon (M28).

Los animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta comercial estandar. En todos
los grupos se registré la cantidad de agua y comida sélida ingeridos diariamente y el
peso corporal individual inicial y final.

Las edades fueron elegidas en base a las transiciones primaria y secundaria
descriptas durante el desarrollo del pancreas (Pictet R & Rutter WJ, 1972; Jensen J y
col., 2000). En la rata la transicién primaria (aparicion de brotes dorsal y ventral)
comienza en el dia 11, mientras que la transicion secundaria (diferenciacion de células
endocrinas) se da entre los dias 15y 17,5 del desarrollo embrionario.

Denominamos a los fetos de 11, 17 y 19 dias de gestacién como E11, E17 y E19,
respectivamente, mientras que llamamos P7 a las crias de los adultos mantenidos
durante una semana postparto. Dado que en E11 solamente se observaron brotes
pancreaticos, los estudios dependientes de pancreas no fueron posibles y se limitaron
a la realizacién de inmunohistoquimica para visualizar la aparicion del INGAP y otros
marcadores pancreaticos que permitieron la identificacion de los primordios
pancreaticos.

Se consideré dia cero de gestacion al dia en el cual se observé el tap6n vaginal.
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4.1.3 Sacrificio y obtencién de muestras

Madres: Cumplido el periodo de gestacién, los animales fueron anestesiados para
facilitar su manipulacién utilizando anestesia inhalatoria ligera con isofluorano
(Forane®, Abbot). En ese momento se registrd el peso del animal y se extrajo sangre
por puncion del plexo retroorbitario con un capilar heparinizado. Luego se sacrificaron
por dislocacién cervical y posteriormente se removié y pesé el pancreas entero.

Fetos: Se realiz6 la diseccién del utero materno con sus respectivos fetos, los cuales
fueron pesados y posteriormente se extrajeron los pancreas bajo microscopio
estereoscopico Carl Zeiss. En los fetos de once dias se extrajo el embrién entero.
Crias: las crias fueron sacrificadas por decapitacién para luego extraerles los pancreas
bajo microscopio estereoscopico Carl Zeiss.

Para el estudio morfoloégico de los pancreas se tomé una porcién de la cola del
pancreas adulto y la totalidad del pancreas de los fetos y las crias de una semana
postparto; el material se fijé6 con formol al 4% en buffer pH 7,1

El pancreas remanente se coloc6é inmediatamente en buffer Krebs-Ringer-Bicarbonato
(KRB), cuya composicién es la siguiente: NaCl 118 mM; NaHCO; 25,96 mM; KClI 4,74
mM; CaCl; 2,24 mM; MgSO, 1,19 mM; KH,PO, 0,91 mM. El buffer se gaseé y equilibré
con una mezcla de O,/CO, (95/5%) a pH final 7,4; este tejido se utilizé6 para estudiar
secrecion y contenido de insulina.

4.2 Determinacioén de insulinemias y glucemias

La concentracion de insulina en suero de los animales adultos se determiné por
radioinmunoanalisis (RIA) (Herbert V y col., 1965), utilizando un anticuerpo anti-
insulina y un estandar de insulina de rata (Kit de Linco Research Inc., IN, USA).

Las glucemias se determinaron utilizando tiras reactivas One Touch de Johnson &
Johnson; en los adultos se determinaron al momento de la extraccién de sangre, en
las crias de una semana de edad al momento de la decapitacion, y en los fetos se
midieron las glucemias en sangre del cordén umbilical.

4.2.1 Calculo de los indices HOMA insulinorresistencia y funcién

A partir de los resultados obtenidos de glucemias e insulinemias se calculé el indice de
IR (HOMA-IR) utilizando la siguiente férmula: insulinemia (pU/ml) x glucemia
(mmol/L)/22,5.

La funcién B (HOMA-B) se obtuvo a partir de la formula: insulinemia (uU/ml) x 20
/glucemia (mmol/L) - 3,5 (Matthews DR y col., 1985). También se calcul6 la relacién
molar insulina/glucosa en ambos grupos experimentales
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4.3 Secrecion de insulina

Para verificar la secrecion de insulina utilizamos trozos pequefios de los pancreas de
cada uno de los animales adultos, mientras que para los fetos y crias de cada edad
gestacional se combinaron pancreas provenientes de crias de una misma madre. Los
trozos de pancreas se colocaron en tubos conteniendo una membrana de papel de
filtro en uno de los extremos, el que se sumergié en el medio con la solucién estimulo
correspondiente; se incubaron a 37° C en buffer KRB con albumina bovina (BSA) mas
el agregado de 1% del inhibidor de tripsina (Trasylol) y dos concentraciones diferentes
de glucosa (3.3 y 16.7 mM) (Gagliardino JJ y col., 1974) durante 1 h. Los pancreas
fetales fueron incubados ademas en presencia de arginina 10mM (sin glucosa).

Los tubos se pesaron antes (vacios) y después de la incubacién (cargados con trozos
de pancreas) para posteriormente colocarlos en estufa a 37° C para determinar asi el
peso seco del pancreas; expresamos la secrecion de insulina por miligramo de tejido.
Al final de la incubacién se recuperé el medio y se lo guardé a -20° C para determinar
la concentracién de insulina por RIA (Herbert V y col., 1965).

4.4 Contenido de insulina

Para determinar el contenido de insulina pancreatica de los animales de cada grupo
experimental se resuspendieron trozos de pancreas en 200 ul de agua bidestilada, se
los sonicé y este material se conservé a -20° C para determinar el contenido de
insulina por RIA. (Herbert V y col., 1965); los resultados se expresaron como ng de
insulina/mg de proteina medida por el método de Bradford (1976) (BioRad, Hércules,
CA, USA).

4.5 RT-PCR cuantitativa en tiempo real

4.5.1 Aislamiento de ARN total

Dado que la cantidad de tejido pancreatico extraido de cada individuo result6 exigua
para alcanzar una masa aproximada a los 100 mg, cada uno de estos grupos fue
conformado con tejido extraido de embriones o crias gestados por la misma rata. Se
aislé6 ARN total a partir del tejido pancreatico entero de todos los grupos de animales
(embriones y crias) empleando el método de Chomczynski y Sacchi modificado
(Chomczynsky P, 1987). se homogeneiz6é el tejido con un equipo Ultraturrax en
solucién desnaturalizante (Promega) y se realizaron sucesivas extracciones fenélicas
con posterior precipitacion con alcohol isopropilico. El precipitado obtenido se
resuspendio en clorhidrato de guanidina/B-mercaptoetanol y se volvi6é a precipitar con
etanol 100%.
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El ARN obtenido se lavo con etanol 70% y se lo resuspendié en 50 pl de agua con
DEPC para posteriormente realizar la valorizacién de su concentracién por lectura de
absorbancia a 260 nm en espectrofotémetro (Shimadzu).

La posible contaminacién con proteinas o fenol se controlé6 midiendo en el mismo
espectrofotometro la relacion de absorbancia 260/280 nm; la integridad del ARN
aislado se controldé mediante electroforesis en gel de agarosa-formaldehido al 1%
(Sambrook J y col., 1989), verificandose la presencia de las bandas caracteristicas de
ARNr 28s y 18s; mientras que la eventual contaminacién con ADN gendémico se evit6
realizando una digestion del ADN con ADNasa | 1U/ul (Invitrogen).

4.5.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se realizd la transcripcion reversa (RT) a partir de 1ug de ARN total en presencia de
la enzima ftranscriptasa reversa SuperScript Hl (Invitrogen), desoxi-nucleétidos
trifosfatados (dNTP), di-tio-treitol (DTT), la enzima RNAse-out (Invitrogen) que inhibe
la acciébn de ribonucleasas y oligo-dT como cebadores. La inclusion de estos
cebadores asegura que la reaccion de RT se efectie exclusivamente sobre los ARNm
debido a que estos poseen una cola poli-adenilada.

La posible contaminacién con ADN genémico se controlé por PCR, utilizando el ARN
tratado y sin tratar con enzima DNAsa |.

4.5.3 Diseiio de cebadores

Los cebadores fueron disefiados utilizando el programa “Primer3 v.0.4.0"° (Rozen S &
Skaletsky H, 2000; http://frodo.wi.mit.edw/) y se compararon con el genoma de rata
utilizando Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para verificar su especificidad.
La calidad teérica de los cebadores disefiados (posibilidad de formar horquillas, homo-
0 hetero-dimeros) se comprobé6 con el programa IDTDNA (Integrated DNA
Technologies — SciTools — Oligo Analyzer 3.1) que tiene en cuenta la temperatura de
fusion de ambos cebadores y la variacion de energia libre de Gibbs (AG) para la
formacién de dimeros entre ambos cebadores. (IDTDNA: http://www.idtdna.com/
analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).

Los cebadores fueron probados en PCR en un termociclador Biometra utilizando una
mezcla de ADNc de ratas adultas, embriones y crias como molde de la enzima
Platinum Taq ADN polimerasa (Invitrogen), en presencia de dNTPs (10mM) y Mg2+
(1,5 mM). El perfil de termociclos utilizados fue el siguiente: un ciclo de 3 min a 95° C,
seguido de 39 ciclos con tres pasos cada uno, 30 seg a 95° C, 30 sega 60° C y 45
seg a 72° C, seguido de un ciclo final de 10 min a 72° C. Los productos de la reaccién
de amplificacién fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % en
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presencia de bromuro de etidio y posteriormente fotografiados con un equipo de
fotografia digital Kodak con filtros UV.

Aun no ha sido descripta la secuencia del gen de INGAP en la rata; sin embargo, la
secuencia del ADNc de ingap de hamster posee una alta homologia con el ADNc de
REG3p de rata; en consecuencia, decidimos incorporar un par de cebadores de Ingap
de hamster (nimero de acceso en el banco de genes U41738) y otro de Reg3p de rata
(numero de acceso en el banco de genes NM_053289). Paralelamente incorporamos
un tercer par de cebadores capaz de amplificar ambos ADNc al que llamamos “DegR-
I°; el mismo fue disefiado en base a las secuencias de los cebadores de Reg3p a los
que le fueron sustituidas aquellas bases que difieren entre ambos ADNc por bases
degeneradas (ver Tablas 1 y 2). Para corroborar la calidad de los cebadores de Ingap,
Reg3B y DegR-l efectuamos PCRs utilizando ADNc de pancreas de rata y de islotes
pancreaticos de hamster.

Base degenerada Bases a las que sustituye

R A G

Y C.T

M AC

K GT

S C,G
W AT

H ACT
B C.GT
\'4 ACG
D AGT
N ACGT

Tabla 1: Cédigos de las bases nitrogenadas modificadas quimicamente (degeneradas) que al
incorporarse a una secuencia de nucleétidos, son reconocidas como mas de una de las cuatro
bases habitualmente presentes en el ADN.

4.5.4 Secuenciacion de fragmentos amplificados

Los fragmentos de ADN producidos por PCR con los cebadores Reg3p (ADNc de
hamster) y DegR-l (ADNc de rata) fueron aislados y purificados a partir de la banda
obtenida en la electroforesis en gel de agarosa con el sistema de purificacion de
fragmentos de PCR de QIlAgen (QlAquick PCR Purification kit. QlAgen) vy
posteriormente secuenciado en un secuenciador de ADN (Megabace 1000, GE
Healthcare Life Sciences).
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Especie Longitud
N° acceso | fragmento
banco de |amplificado
Cebador Secuencia genes
| Ngn3 directo 5- TCCAAGTGTCCCAAGAGACC -3’ Rata
| Ngn3 reverso 5'- AGTCACCTGCTTCTGCTTCG -3' | NM_021700 129 pb
Reg3p directo 5'- TGTCAACTGGGAGAGGAACC -3’ Rata
Reg3p reverso | 5- ATTTGCAGACGTAGGGCAAC -3’ | NM_053289 | 128 pb
Ingap directo 5'- TACCTTCGTGTCCTCCCTTG -3’ Ingap
| Ingap reverso 5'- ACTTCCATCCACTTCCGTTG -3’ | U41738 110 pb
Rata
DegR-l directo | 5'- YKWYAACTGGGAGAGGAACC -3’ N'\Hﬂg:)niigf9 128 pb
DegR-l reverso | 5- ATTTGCAGAYRTAGGGMARC -3' | U41738
Pdx-1 directo 5'- GGTGCCAGAGTTCAGTGCTA -3’ Rata
Pdx-1 reverso 5'- ACTTCCCTGTTCCAGCGTTC -3’ | NM_022852 112 pb
B-actina directo | 5'- AGAGGGAAATCGTGCGTGAC -3’ Rata
-actina reverso | 5'- CGATAGTGATGACCTGACCGT-3' | NM_031144 | 138 pb

Tabla 2: Secuencia de los cebadores, incluyendo informacién acerca de la especie y el nimero
de acceso al banco de genes de los ADNc en base a los cuales fueron diseiiados, asi como la
longitud en pares de bases (pb) de los fragmentos amplificados. En negrita se resaltaron las
bases degeneradas incorporadas a los cebadores DegR-l.

4.5.5 PCR en tiempo real

El material utilizado como molde para la ADN polimerasa fue en todos los casos 2,5
pg/ul del ADNc producido en la reaccién de RT. Cada tubo de reaccién fue amplificado
con la mezcla 2X iQ™ SYBR Green Supermix BIORAD en presencia de los cebadores
(directo y reverso) especificos en una concentraciéon de 1umol/L.

El perfil de ciclos utilizado en el termociclador iCycler 5 (Biorad) fue el siguiente: 1 ciclo
unico de 3 min a 95° C seguido de 45 ciclos de tres pasos: 30 seg a 95° C, 30 seg a
60° C y 45 seg a 72° y un ciclo final de 10 min a 72° C. En cada ciclo se registré la
intensidad de la fluorescencia emitida por cada uno de los tubos.

Al término de los ciclos de amplificacion efectuamos una curva de fusion (“melting”) en
la que se aumenté la temperatura desde 55 a 90° C, tomando el registro de la
fluorescencia cada medio grado de temperatura.

Se evalud la eficiencia (E) individual de cada par de cebadores (Pdx-1, Ngn-3, Reg3$
y DegR-l) calculada con una curva estandar y el parametro conocido como ciclo
umbral o Ct (Ct proveniente del vocablo inglés “cycle threshold”). La curva estandar
fue creada con diluciones seriadas de una mezcla de muestras de ADNc obtenidas del
tejido pancreatico de varias ratas normales (adultas, embriones y crias). El método de
cuantificacion elegido fue descripto por Pfaffl (2001), en el que se evalGan los niveles

30




de cada producto de amplificacion en relacién a los del estandar intemo (B-actina) y
entre los diferentes grupos experimentales.

4.6 Inmunohistoquimica

4.6.1 Procesamiento del material

Las muestras fijadas en formol por 24 h a 4-8° C fueron deshidratadas siguiendo la
siguiente secuencia: primero se colocaron en alcohol 70°, luego en alcohol 96° y
finaimente en alcohol absoluto. Luego, en la etapa de aclaramiento, se colocaron las
muestras de pancreas en Xilol y finalmente se incluyeron en paraplast previo pasaje
por una mezcla de Xilol/paraplast (50/50%) y finalmente 2 bafios de paraplast.
Posteriormente se entacaron y finalmente se cortaron con un micrétomo rotatorio
Leica, obteniéndose secciones seriadas de 5um de espesor de cada grupo
experimental y de tres niveles diferentes (cada nivel necesité desechar 50 cortes del
bloque antes de pasar al siguiente nivel). Luego los cortes se montaron en
portaobjetos silanizados (3- aminopropil) trietoxi-silano) o con carga eléctrica.

4.6.2 Desparafinado

Las muestras ya montadas en los portaobjetos y secadas en estufa a 40° C durante 24
h se desparafinaron en Xilol en dos tiempos sucesivos de 5 min. Luego se colocaron
durante 30 min en una mezcla de metanol y peréxido de hidrégeno al 3% para evitar
reacciones inespecificas. Luego se colocaron durante 5 min en alcohol 96° y
finalmente 5 min en buffer fosfato pH 7,1 (Na;HPO,.12H,O 26mM, NaC! 116mM,
KH,PO, 11 mM).

4.6.3 Coloraciones

Hematoxilina: con el fin de estudiar la morfologia general de los pancreas, cada
portaobjeto se sumergié en hematoxilina durante 2 min y luego se lavé dejando correr
agua bajo la canilla sobre el portaobjetos para retirar el excedente y producir el viraje
del colorante.

Para todas las coloraciones inmunohistoquimicas descriptas a continuacion las
secciones de pancreas desparafinadas fueron tratadas con suero porcino normal para
evitar coloraciones inespecificas.

PCNA/Insulina: se realiz6 una doble coloracién para el antigeno de proliferacion
nuclear (PCNA, 1:500; Mouse; Sigma) e insulina (células B), empleando nuestro propio
anticuerpo anti- insulina desarrollado en cobayo a una concentraciéon de 1:20.000.
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Primero se realiz6 la coloracién para el anticuerpo PCNA con el cual se incub6 toda la
noche a 4° C. Previo a la incubacién con el anticuerpo primario se efectio la
recuperacién antigénica del pancreas fijado en formol, mediante la utilizacion del
recuperador de antigenos de laboratorios DAKO; luego se sigui6 el método del
complejo Dbiotina-estreptavidina-peroxidada utilizandose carbazola como revelador
(rojo). Luego, sobre el mismo portaobjetos incubamos 1 h a temperatura ambiente con
el anticuerpo anti-insulina y seguimos el método del complejo biotina-estreptavidina-
fosfatasa utilizando en este caso Fast blue (azul) como revelador

PDX-1/INGAP: se realiz6 una doble coloracion para PDX-1(1:4000; guinea pig;
gentilmente provisto por el Dr. C. Wrigth, Department of Cell Biology Vanderbilt
University, Nashville, EE.UU.) e INGAP (1:300; anti-INGAP 1246 anti-conejo
gentilmente donado por el Dr. A. Vinik del Strelitz Diabetes Institute, The Research
Institute at Eastern Virginia Medical School Norfolk). Primero se realizé la coloracion
de PDX-1 mediante incubacién de toda la noche a 4° C. Previo a la incubacién con el
anticuerpo primario se efectio la recuperacién antigénica del pancreas fijado en
formol, mediante la utilizacién del recuperador de antigenos de laboratorios DAKO y
luego se siguid el método del complejo biotina-estreptavidina-peroxidada utilizando
carbazola como revelador (rojo). Luego en el mismo corte se colore6 INGAP,
incubando una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo primario utilizando el
método del complejo biotina-estreptavidina con fosfatasa y Fast blue como revelador
(azul).

NKX6.1/ no B: se realizé doble coloraciéon para NKX6.1 (1:1000; con el anticuerpo anti
Nkx6.1 desarrollado en conejo provisto por el Dr. O. Madsen del Hagerdon Research
Institute) y no B, utilizando una mezcla de los anticuerpos glucagon, somatostatina y
polipéptido pancreatico (anti-glucagon; 1:3000; anti conejo; Novo Nordisk; anti-
somatostatina; 1:150; anticonejo; Dako; y antipolipéptido pancreatico; 1:6000;
anticonejo; Dako). Primero se realiz6 la coloracion con anti-NKX6.1 para lo cual se
incubé durante toda la noche a 4° C y previo a la incubacién con el anticuerpo primario
se efectio la recuperaciéon antigénica del pancreas fijado en formol, mediante la
utilizacién del recuperador de antigenos de laboratorios DAKO y luego se siguié el
método del complejo biotina-estreptavidina-peroxidada utilizando carbazola como
revelador (rojo). Luego, en el mismo vidrio, coloreamos las células no B previa
incubacién durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo primario,
utilizando el método del complejo biotina-estreptavidina-fosfatasa con Fast blue como

revelador (azul).
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NGN-3/ no B: se realiz6 una doble coloraciéon para NGN3 (1:1000; anti-NGN-3 anti
conejo provisto por el Dr. German de Nashville) y un pool de anticuerpos contra
células no B, idéntica a la antes descrita. Primero se realizé la coloracidn de Ngn3
incubado durante toda la noche a 4° C, luego se incubo 30 min a temperatura
ambiente con biotina para finaimente incubarse por espacio de media hora con
estreptavidina peroxidada utilizando carbazola como revelador (rojo). Luego, en el
mismo vidrio, coloreamos las células no B incubando durante una hora a temperatura
ambiente con la mezcla de los anticuerpos primarios utilizando el método del complejo
biotina-estreptavidina-fosfatasa con Fast blue como revelador (azul).

CK19: se realizd una coloracién simple para determinar neogénesis utilizando el
anticuerpo monoclonal anti-CK19 a una dilucién de 1:40 (Sigma) por una hora. Previo
a la incubacién con el anticuerpo primario, se efectio la recuperacién antigénica del
pancreas fijado en formol, mediante la utilizacién del recuperador de antigenos de
laboratorios DAKO. Posteriormente se utilizd el método del complejo biotina-
estreptavidina-peroxidasa (incubados por 30 min cada paso) utilizandose finalmente
carbazola como revelador (rojo).

Deteccién de Apoptosis. los cortes fueron lavados en PBS 7.1 antes de incubar,
durante 30 min, en camara oscura y humeda, con soluciéon de ioduro de propidio
(4pg/7ml; Sigma) y Ribonucleasa A (100 ug/ml; Sigma). Luego las secciones pre-
tratadas con suero no inmune de cobayo (1:50) diluido en buffer Tris (pH 7,4) fueron
incubadas durante una hora con el anticuerpo anti-insulina (1:50). Posteriormente los
portaobjetos se lavaron con PBS 7.1 tres veces por 7 min cada vez, luego de lo cual
se llevo a cabo una segunda incubacién a temperatura ambiente durante 45 min en la
oscuridad con el anticuerpo especifico (anti-insulina de cobayo 1:50) conjugado con
fluoresceina. Luego de nuevos lavados con PBS, las secciones se montaron en Tris
glicerol (pH 8,4) y se analizaron empleando un microscopio de epifluorescencia Zeiss
Axiolab equipado con lampara de mercurio HBO50 y con dos filtros diferentes, para
visualizar la autofluorescencia (ioduro de propidio) y la fluorescencia del anticuerpo
anti-insulina revelado con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

4.6.4 Anélisis morfométrico

El andlisis morfométrico se realiz6 mediante videomocroscopia utilizando un
microscopio binocular de luz Nikon Eclipse 80i en combinacién con un sistema Nikon
digital DS-U1 y programa de analisis de imagenes OPTIMAS (Bioscan Incorporated,
Edmons, WA, USA).
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Se midieron los siguientes parametros:
area de pancreas total excluyendo tejido conectivo,
area y nimero de células B y nop,
area y numero de células PDX-1 positivas,
area y nimero de células INGAP-positivas,
numero de células NKX 6.1 positivas en los animales adultos,
area y nimero de células positivas a CK19 (marcador de neogénesis),
namero de células NGN-3 positivas en los fetos.

Luego se calculé:
Indice de replicacién de células B mediante el analisis del porcentaje de células
PCNA (antigeno de proliferacion nuclear celular) positivas respecto al nimero total
de células B,
indice de muerte celular B a través de la determinacion del porcentaje de células
positivas a ioduro de propidio-insulina,
densidad de volumen (Wi) o volumen relativo de diferentes parametros expresado
en % como resultado de dividir el area del marcador de interés por el area de
pancreas total multiplicado x 100,
masa de células B, no B, CK19, PDX-1 e INGAP como resultado de multiplicar el
peso del pancreas por la densidad de volumen del marcador correspondiente,
masa de células extrainsulares (se consideré extrainsular a grupos de menos de
cinco células); se multiplic6 el peso del pancreas por la densidad de volumen de
las células extrainsulares,
tamanio de los islotes a partir de medir el area de cada islote,
tamario de células B luego de dividir el area total de células B por el nimero de
nacleos de células B,
numero de células B por islote a partir de la cuantificacién del nimero de nucleos
de células insulina-positivas en cada islote,
nimero de islotes por mm? a partir de dividir el nimero de islotes por corte de
pancreas total y referirio a la unidad de area.

4.7 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el test t de Student para
muestras independientes no apareadas. Las diferencias se consideraron significativas
cuando la probabilidad (p) era menor a 0,05. Los datos son expresados como la media +
el error estandar de la media (EEM).
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5. RESULTADOS
5.1 FETOS Y RECIEN NACIDOS
5.1.1 Animales

E! peso de los ejemplares de distintas edades (E17, E19 dias y P7) fue
significativamente diferente, alcanzando el valor maximo a la semana de vida, con un
incremento de alrededor de 6 veces respecto al registrado en el dia 19 y de 14 veces a
los 17 dias de gestacién. El menor valor se registré a los 17 dias de gestacién
(p<0,05). También se registré un incremento significativo en el peso de los pancreas
acorde con el progreso de la gestaciéon (p<0,05). El porcentaje de peso del pancreas
respecto del peso del animal fue de 0,2% en todos los grupos (Tabla 3).

Tabla 3: Peso animal y peso del pancreas

Grupo Peso animal (g) Peso pancreas (mg)
E17 085+003 a 1,70 £ 0,07 a
E19 1,84+0,04 b 3,68+0,08 b
P7 12,31£0,22 ¢ 2407+1,05 ¢

Incremento del peso corporal y peso de los pancreas en diferentes edades
a: E17 vs. E19y P7; b: E19 vs. E17 y P7; c: P7 vs. E17 y E19; p s0,05;
n=15 en cada grupo. Los valores representan la media + EEM

5.1.2 Datos bioquimicos

Los valores de las glucemias fueron significativamente mayores en las crias de una
semana respecto del resto de los grupos (p<0,05). El contenido de insulina
pancreatica fue similar en todos los grupos (Tabla 4).

Tabla 4: Glucosa en plasma y contenido de insulina en pancreas

Grupo Glucemia Contenido de insulina
(mg%) (ng/mg proteina)
E17 61,8 £ 3,08 1512096 NS
E19 56,6 + 2,4 2903 NS
P7 88,13+09 a 27109 NS

a: P7 vs. E17 y E19; p<0,05; n=15 en cada grupo.
Los valores representan la media £+ EEM
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5.1.3 Secrecion de insulina “in vitro”

En el grupo E17, la secrecion de insulina en respuesta a glucosa 16,6mM no aumenté
significativamente sobre el valor basal (glucosa 3,3mM), mientras que si lo hizo frente
al estimulo de arginina 10mM; p<0,05) (Figura 8, izquierda).

Algo similar ocurrié en el grupo E19: no se observaron diferencias significativas en la
secrecion de insulina frente a glucosa 3,3mM y glucosa 16,6mM; la secrecion de
insulina aument6 cuando se utilizé arginina como estimulo (Figura 8, centro).

En el grupo P7, registramos un aumento significativo de la secrecién de insulina en
respuesta a glucosa 16,6 mM y arginina respecto al basal (glucosa 3,3 mM), no
observandose diferencias en presencia del estimulo de glucosa 16,6mM y arginina
10mM (Figura 8, derecha).
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1 I
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E17 E19 P7

[ JGlucosa33mM [ Glucosa 16,6mM KZZZ Arginina 10 mM

Figura 8: Secrecién de insulina in vitro en respuesta a diferentes estimulos. n=6 en
cada grupo * p<0,05 con el mismo estimulo entre grupos t p<0,05 respecto del
basal, dentro del mismo grupo. Los valores representan la media £+ EEM

La secrecidn de insulina en presencia de glucosa 3,3mM y 16,6mM mostré diferencias

significativas entre los diferentes grupos estudiados (p<0,05) (Figura 8).

La secrecién de insulina en respuesta a arginina 10 mM aumenté significativamente en

las crias de una semana respecto del resto de los grupos (p<0,05) (Figura 8).
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5.1.4 Expresioén génica

Dado que la secuencia del Ingap en la rata no ha sido identificada, decidimos analizar
la secuencia del ADNc de Ingap y verificar en el banco de genes cuales eran los ADNc
de rata con mayor homologia con el del Ingap de hamster
(http://blast.ncbi.nim.nih.qov/Blast.cgi). El analisis mostré que el ADNc con mayor
homologia (71%) correspondia al Reg3B (Figura 9). En consecuencia, disefiamos dos
pares de cebadores: uno especifico para Reg3p y otro en el que sustituimos las bases
que presentaban diferencias con la secuencia de Ingap por bases degeneradas
(DegR-l). Ambos pares de cebadores se analizaron por PCR (Figura 10). Los
cebadores de Ingap se amplificaron con un molde extra de ADNc de islotes

pancreaticos de hamster (Figura 10).

a.
gi{16757981|ref|NM_053289.1|
gil1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM_053289.1|
gil1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM _053289.1|
gi[1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981 | ref|NM 053289.1|
gi|1514681|1gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM _053289.1|
gi|15146811gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981 | ref|NM_053289.1|
gil1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM_053289.1]
gi|1514681{gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM_053289.1|
gi|1514681|1gb|U41737.1|KSU4173

gi|16757981 |ref|NM_053289.1]
gi|1514681igb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981 | ref|NM_053289.1|
gil15146811gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981 | ref|NM_053289.1|
gi|1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM_053289.1]|
gi|1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM_053289.1|
gi{1514681|gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|NM_053289.1|
gil1514681|gb{U41737.1|HSD4173

gi|16757981|ref|NM _053289.1|
gi|1514681(gb|U41737.1|HSU4173

gi|16757981|ref|{NM_053289.1|
gil1514681|gb|U41737.1|HSU4173

AAACCATCCAGATCTCTGCAAGACAGCTAAGGAGGAGCAGAAAGATGATG

AGAGTTAAGATGTTGCATCGCTTGGCCTTCCCAGTCATGTCCTGGATGCT
TTCCCATGACCCTCTGTAGGATGTCTTGGATGCT
*k k kk kk KE khkkr kkkhkhkhd
GCTCTCCTGCCTGATGCTCTTATCACAGGTGCAARGGAGAAGACTCTCCGA
GCTTTCCTGCCTGATGTTCCTTTCTTGGGTGGAAGGTGAAGAATCTCAAA
hkdk khkhkkkkkkkk khk K kK khkh hkhkh hhkhkh hkhkdk &
AGARAATACCCTCTGCACGCATTAGTTGCCCCAAAGGCTCCCAGGCATAT
AGAAACTGCCTTCTTCACGTATAACCTGTCCTCAAGGCTCTGTAGCCTAT
khkkhkk k kk khkk khkkdk kk k Kk kk  hhkkkkk hh kkk
GGCTCCTACTGCTATGCCCTGTTTCAGATACCACAGACCTGGTTTGATGC
GGGTCCTATTGCTATTCACTGATTTTGATACCACAGACCTGGTCTAATGC
kk kkkkhk Rkkhhk ok kkh kk Ak AARNRARAAAARI AL K kkkd
AGAACTGGCCTGCCAGAAGAGACCTGAAGGACACCTTGTATCTGTGCTCA
AGAACTATCCTGCCAGATGCATTTCTCAGGACACCTGGCATTTCTTCTCA
kkkkkd khkkkkkrid & Akkkkhkhhd * Ak X Kk hkhd
ATGTAGCTGAAGCTTCATTCTTGGCATCCATGGTCAAGAACACTGGAAAC
GTACTGGTGAAAT TACCTTCGTGTCCTCCCTTGTGAAGAACAGTTTGACG

* * kkkh ok k Akk hk * kkk * kh kkkkdhd * *
AGCTACCAATATACCTGGATTGGACTCCATGACCCCACTCTTGGTGGAGA
GCCTACCAGTACATCTGGATTGGACTCCATGATCCCTCACATGGTACACT

khkkhkhk kk ok KAR AR A AIAARAANRNEE Ahh ok K Akdk &

ACCCAATGGAGGTGGATGGGAGTGGAGTAACAATGACATAATGAATTATG
ACCCAACGGAAGTGGATGGAAGTGGAGCAGTTCCAATGTGCTGACCTTCT

kkdkdktdh Fhkhk dhhkhkdkkkdkd dkhkhkdhdhkd * * * * k& *

TCAACTGGGAGAGGAACCCATCTACTGCCTTAGACCGCGGATTCTGTGGC
ATAACTGGGAGAGGAACCCCTCTATTGCTGCTGACCGTGGTTATTGTGCA
ddkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhhh dhdd dddh kkhkk *%kx *x Tk kk
AGCTTGTCAAGATCTTCTGGATTTCTAAGATGGAGAGATACCACATGTGA
GTTTTGTCTCAGAAARTCAGGTTTTCAGAAGTGGAGAGATTTTAATTGTGA

Frdk kA kk kk kdkkk * d de o ok % % & ok ok * dh ok kk

AGTGAAGTIGCCCTACGTCTGCAAATT TACAGGT TAAAATTACCAGACAG
AAATGAGCTTCCCTATATCTGCAAATTCAAGGTCTAGGGCAGTTCTAATT
* dedk k dedkddk hkdkkkdkhkhkhkk & & *k ¥
CAAACAGCTTTAGTTTGTCCTGAAGCACATCCTGTCAAGGGGCAAAATAT
TCAACAGCTTGAAAATATTATGAAGCTCACATGGACAAGGAAGCAAGTAT
khdkbkhkhdx & * K dkkkdkdk *k * ko d *hk kkdk
GAAGACTTGCGTAGAAAAAGTGTATTCTATCTACAGTCCACATTGGAGCT
GA

*x

CTAATCATTCTTTAGCCAATTTTGTATAAGTTGTGTCCTCATGTCTTGGA

AAGCAGTAATAAACCTCAGTCTCTCTTCGAA 781
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b. Cebador directo Reg3p: 5/ - TGTCAACTGGGAGAGGAACC- 3’

Secuencia ADNc de Ingap: 5°- CTATAACTGGGAGAGGAARCC- 3’
Cebador directo DegR-I: 5°- YKWYAACTGGGAGAGGAACC- 3’
Cebador reverso Reg3f: 57 - ATTTGCAGACGTAGGGCRAC -3’
Secuencia ADNc de Ingap: 5’ - ATTTGCAGATATAGGGAAGC -3’
Cebador reverso DegR-I: 5’ - ATTTGCAGAYRTRGGGMARC -3’

Figura 9: Apilamiento de la secuencia de los ADNc de REG3p de rata (gi|16757981|ref]INM_
053289.1) y de Ingap de hamster (gij1514681|gbjU41737.1|HSU4173), efectuado con el
soporte Clustal-W (http:/mwww.ebi.ac.uk/Tools/clustaiw2/index.html). Con linea entera se
muestra la secuencia de los cebadores de Ingap, con linea ondulada la de los cebadores de
Reg3pB y con * se indicaron las bases que coinciden en ambas secuencias (a). Las primeras 4
bases del cebador directo de Reg3p y 4 de las bases del cebador reverso no coinciden con las
de Ingap; en consecuencia, se sustituyeron estas bases por las correspondientes bases
degeneradas para disefiar el par de cebadores DegR-l (b).

Calle Cebadores ADNc molde

1 2 3 4 5 6 1 Ingap Himsler
2 Ingap Rata

3 Reg3p Rata

- e - — DegR Hamster
i DegRA Rata

6 Reg3p Hamster

Figura 10: PCR de punto final con los cebadores de Ingap, Reg3g y
DegR-l usando como molde ADNc de islotes pancreaticos de hamster o
de pancreas de rata MO.

Los cebadores de Ingap sélo funcionaron con el molde de hamster, el del Reg38
funciond con los moldes de hamster y rata y el DegR-l mostré una banda muy intensa
con el molde de rata y una de menor intensidad con el molde de hamster (Figura 10).

Se secuencié el producto amplificado en la PCR con el ADNc de rata y los cebadores
DegR-l. Los resultados obtenidos se compararon con los ADNc del banco de genes
(Blast, Pubmed). Paralelamente, se compararon (apilamiento de secuencias) las
secuencias obtenidas con la correspondiente al de Reg3p de rata e Ingap de hamster
(Figura 11). Puede verse que la secuencia de 107 bases obtenida a partir de la
secuenciacion del fragmento amplificado por los cebadores DegR-l presenta 100
coincidencias (93,5%) con la region de Reg3p con la cual se disefiaron los cebadores.
Las 68 coincidencias con la secuencia de Ingap corresponden a bases que también
coinciden con la de Reg3pB, lo que sugiere que el fragmento amplificado con los
cebadores DegR-l corresponde a Reg3B. Por otro lado, se secuencié el producto
amplificado con los cebadores Reg3p utilizando como molde ADNc de hamster y se
obtuvo un 97% de coincidencias con la secuencia correspondiente al Reg3p de rata.
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Secuencia PCR CTACTGGCTTAGAC-GCGGATCTTGTGGC 28
Reg3p rata TCAACTGGGAGAGGAACCCATCTACTGCCTTAGACCGCGGATTCTGTGGC 500
Ingap Hamster ATAACTGGGAGAGGAACCCCTCTATTGCTGCTGACCGTGGTTATTGTGCA 434
kkd ki khkdk * *& & *dk ok ok
Secuencia PCR AGCTTGTCAGATCTTCTTGGATTTCTAAGCATGGAGAGATACCACATGTG 78
Reg3p rata AGCTTGTCAAGATCTTCTGGATTTCTAAG-ATGGAGAGATACCACATGTG 549
Ingap Hamster GTTTTGTCTCAGAAATCAGGTTTTCAGAA-GTGGAGAGATTTTAATTGTG 483
o e o de ok dir ko * drddddddkkd * o ke ik ok
Secuencia PCR AAGTGAAGCTGCCCTACGTCTGCAARTACCCGGG--————~- ATTCCT--- 118
Reg3p rata ARGTGAAGTTGCCCTACGTCTGCAAATTTACAGGTTAAA--ATTACCAGA 597
Ingap Hamster ARAATGAGCTTCCCTATATCTGCAAATTCAAGGTCTAGGGCAGTTCTAAT 533
L 23 dok ok Adrdkokok ook o ok o o o ok & * ¥ *

Identidades: 67 de 107

Secuencia PCR ~ =--——- CTACTGGCTTAGAC-GCGGATCTTGTGGCAGCTTGTCAGATCTTC 44
Ingap Hamster CCCCTCTATTGCTGCTGACCGTGGTTATTGTGCAGTTTTGTCTCAGAAA- 449
kkdk *k kk® * Kkk Kk hhdkkk i kok *
Secuencia PCR TTGGATTTCTAAGCATGGAGAGATACCACATGTGAAGTGAAGCTGCCCTA 94
Ingap Hamster TCAGGTTTTCAGAAGTGGAGAGATTTTAATTGTGAAAATGAGCTTCCCTA 499
* gk ok * e vk o dr e ok ok ok * % d % k& & khkdk dhhkhkk
Secuencia PCR CGTCTGCARATAC-—--~ CCGGGATTCCT 118
Ingap Hamster TATCTGCARATTCAAGGTCTAGGGCAGTTCTAATTTCAACAGCTTGARAA 549
dhkkkkhkkkdk i * sk *

Identidades: 68 de 107 Bases faltantes (gaps): 6+1 de 107

Secuencia PCR CTACTGGCTTAGAC-GCGGATCTTGTGGC 28
Reg3p rata TCAACTGGGAGAGGAACCCATCTACTGCCTTAGACCGCGGATTCTGTGGC 500

dkdkdkhkdhk kdkdkkkdhd dhkkddkd dk ok ki

Secuencia PCR AGCTTGTCAGATCTTCTTGGATTTCTAAGCATGGAGAGATACCACATGTG 78

Reg3p rata AGCTTGTCAAGATCTTCTGGATTTCTAAG-ATGGAGAGATACCACATGTG 549
Tk ek hkk R k kkkkkRkkhkkk Wk kkk A Ak k kA h ko khk

Secuencia PCR AAGTGAAGCTGCCCTACGTCTGCAAATACCCGGG==--~-~ ATTCCT-=--- 118

Reg3p rata AAGTGAAGTTGCCCTACGTCTGCAAATTTACAGGTTARAATTACCAGACA 599
Ehkkkkkh FAhhkkhkhkd bk k kot hdy * *x EkEx *

Identidades: 100 de 107 Bases faltantes 6+1 de 107

Figura 11: a.Secuencia del fragmento de PCR amplificado con los cebadores DegR-l. La
imagen muestra el perfil de picos de fluorescencia informado por el ChromasPro A02. b.
Apilamientos de secuencias con el programa ClustalW 2. Fragmento de PCR/Reg3p/INGAP;
Fragmento de PCR/INGAP y Fragmento de PCR/Reg3p. * indica bases coincidentes, - indica
base faltante. Las 68 coincidencias entre Ingap y el fragmento amplificado estan comprendidas
dentro de las 100 existentes entre el fragmento de PCR y Reg3p.
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El analisis cuantitativo por RT-PCR en tiempo real del nivel de transcripcion del gen de
Pdx-1 no mostré diferencias significativas entre las crias de una semana y los embriones
de 17 dias, pero aumenté significativamente en los embriones de 19 dias respecto de los
grupos restantes (p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12: PCR en tiempo real para Pdx-1 utilizando como molde de reaccion los
ADNCc obtenidos a partir de ARN total de pancreas de E17, E19 y P7. * p<0,05. Los
valores representan la media £+ EEM.

Los niveles de ARN mensajero de Ngn-3 registrado fueron mas altos en los embriones
de 17 dias, aunque estas diferencias fueron solamente significativas respecto de P7
(p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13: PCR en tiempo real para Ngn-3 utilizando como molde de reaccién los
ADNc obtenidos a partir de ARN total de pancreas de E17, E19 y P7.
* p<0,05. Los valores representan la media £+ EEM.
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Los cebadores de Ingap no amplificaron ninguna regién de los ADNc de rata (ver
materiales y métodos); consecuentemente, analizamos los niveles del ARN mensajero
de Reg3pB y el producto amplificado al utilizar un par de cebadores degenerados que
coincide tanto con la secuencia de éste ultimo como con el de Ingap. La cuantificacion
de los productos amplificados por ambos pares de cebadores (Reg3pf y DegR-l)
mostré un perfil idéntico. Los ADNc de embriones E19 mostraron un aumento
significativo respecto de E17 y P7, y a su vez los niveles alcanzados con el ADNc de
E17 fueron significativamente mayores que los de P7 (p<0,001) (Figuras 14 y 15).

Unidades relativas a P7

E17 E19 P7

Figura 14: PCR en tiempo real para Reg3p utilizando como molde de reaccién los
ADNc obtenidos a partir de ARNtotal de pancreas de E17, E19 y P7.
* p<0,001. Los valores representan la media + EEM.
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Figura 15: PCR en tiempo real para DegR-| utilizando como molde de reaccioén los
ADNc obtenidos a partr de ARN total de pancreas de E17, E19 y P7.
* p<0,001. Los valores representan la media £ EEM.
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5.1.5 Estudios morfolégicos y morfométricos
5.1.5.1 Morfologia general de los pancreas

Los pancreas de E17 teiidos con hematoxilina mostraron una mayor proporcion de
tejido conectivo respecto de E19 y gran cantidad de acinos pancreaticos (Figura 16).
En ambos grupos, las células B se presentaron agrupadas pero no mostraron la
organizacién caracteristica del islote maduro con las células B ubicadas centralmente.
Esta disposicién de las células insulares y la arquitectura del pancreas adulto se
observé recién en las crias de una semana (P7).

Figura 16: Secciones de pancreas coloreados con hematoxilina que permiten
visualizar la arquitectura pancreatica a las diferentes edades.
a-E17 (40X), b-E19 (40X), c-P7 (20X), d-adulto (20X).

5.1.5.2 Ontogenia del INGAP

Se identificaron células INGAP positivas en el grupo E17, E19 y P7 y en los animales
adultos pero no en el grupo E11, estadio en el cual las células aun permanecen
indiferenciadas (Figura 17).
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Figura 17. Secciones de pancreas. Inmunocoloracién con INGAP (azul
citoplasmatico) y PDX (rojo nuclear). a- E11 (10X): se realizé inmunormarcacién
con INGAP (azul) y una tincién de fondo con hematoxilina para evidenciar las
estructuras morfolégicas. Nétese la falta de reactividad contra el anticuerpo
mencionado. La flecha marca el brote pancreatico. b-E17 (40X), c-E19 (40X), d-
P7(40X): Las flechas indican células que coexpresan PDX-1/ INGAP.

5.1.5.3 Morfometria insular

El tamaiio de los islotes del grupo P7 fue significativamente mayor (p<0,05) que el
registrado en los islotes de E17 y E19 (Figuras 18).
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Figura 18: Tamano insular. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores
representan la media + EEM.
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El nimero de islotes por unidad de area, en cambio, no fue diferente entre los

diferentes grupos (Figura 19).
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Figura 19: Namero de islotes por unidad de area (mm?). n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.

Tampoco hubo diferencias significativas entre los diversos grupos en el tamaiio de las

células B (Figura 20).

E17 E19 P7

Figura 20: Tamafo de las células B; n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores
representan la media + EEM

En los animales P7, el numero de células B por islote aumentdé aproximadamente 4

veces comparados con los islotes de E19 y 3 veces respecto de los islotes de E17

(Figura 21).
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Figura 21: Namero de células B por islote. n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los
valores representan la media + EEM

Estos datos sugieren que el mayor tamano de los islotes, observado en los animales
P7, estaria determinado por un incremento en el nimero y no en el tamario de las

células B insulares (hiperplasia y no hipertrofia).

5.1.5.4 Masa de células insulares y células B extrainsulares

La masa de células B insulares fue significativamente mayor (p<0,05) en P7 respecto
del resto de los grupos, siendo E17 el de menor valor y significativamente diferente
(p<0,05) respecto a E19 (Figuras 22 y 23).
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Figura 22: Masa de células B insulares. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes.
Los valores representan la media £+ EEM.
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Figura 23: Secciones de pancreas. Inmunomarcacién para insulina (azul citoplasmatico) y
PCNA (rojo nuclear). Nétese la distinta cantidad de células inmunomarcadas con insulina a
medida que avanza la edad del animal. Con flechas negras se indican las células 8 en
replicacién. Con flechas rosadas se indican las agrupaciones de células B extrainsulares. a-
E17(40X), b-E19(40X), c-P7(40X).

La masa de células B extrainsulares aumentd significativamente en P7 respecto de
E17 y E19 (p<0,05) (Figuras 23 y 24).
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Figura 24: Masa de células B extrainsulares. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.
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La masa de células B total (fraccion insular y extrainsular) mostré un incremento
significativo con el avance de la edad (p< 0,05) (Figura 23 y 25).
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Figura 25: Masa de células B total. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los
valores representan la media + EEM.

Por el contrario, la masa de células no-B fue menor en P7 y mayor en E17 (Figuras 26
y 30).

1,85
1,61
1.41
1,21

0,8
0,61
0,41
0,21

E17 E19 P7

Figura 26: Masa de células no B. n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores
representan la media £+ EEM

5.1.5.5 Replicacion de células B

La tasa de replicacion de células B disminuyd en P7 respecto de los restantes grupos,
pero la diferencia sélo fue significativa comparada con el grupo E17 (p<0,05) (Figuras
23y 27).
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E17 E19 P7

Figura 27: Tasa de replicacién de células B. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media £ EEM.

5.1.5.6 Marcadores de diferenciacion endécrina

El nimero de células PDX-1-positivas aumenté en E19 respecto de E17 y fue
significativamente mayor en P7 respecto de ambos grupos (p<0,05) (Figuras 8 y 28).
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Figura 28: Numero de células PDX-1-positivas por unidad de area (mm?).
*p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores representan la media +
EEM.

En cambio, el nimero de células Ngn3-positivas fue significativamente menor en E19
respecto de E17 y no se observaron células positivas en P7(p<0,05) (Figuras 29 y 30).
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Figura 29. Numero de células Ngn3 positivas por unidad de area (mm?).
*p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores representan la media + EEM.
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Figura 30: Secciones de pancreas. Inmunocoloracidon para células no-B en azul
citoplasmatico (glucagén, polipéptido pancreatico, somatostatina) y para Ngn3 en rojo
nuclear. a-E17(40X), b-E19(40X), c-P7(40X).

5.1.5.7 Marcadores de neogénesis insular

La masa de CK19 se incrementd significativamente entre E17 y E19, siendo ademas
P7 significativamente mayor que ambos grupos (p<0,05) (Figuras 31 y 32).
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Figura 31: Masa de células CK19 positivas. * p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.

Figura 32: Secciones de pancreas. Inmunomarcacién para CK19 (rojo
citoplasmatico). a-E17(40X), b-E19(40X), c-P7 (40X).

La masa de células INGAP-positivas fue significativamente mayor en P7 respecto de
E19 (p<0,05) (Figuras 17 y 33).
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Figura 33. Masa de células INGAP-positivas. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.

No se observaron diferencias, en cambio, en el porcentaje de células que co-
expresaron PDX-1 e INGAP (Figuras 17 y 34).
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Figura 34: Porcentaje de co-expresion PDX/INGAP

n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM

5.1.5.8 Apoptosis

El porcentaje de células B apoptéticas disminuyé de forma significativa con el avance
de la edad (Figuras 35 y 36).
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Figura 35: Porcentaje de células B apoptdticas. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.
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Figura 36: Secciones de pancreas. Autofluorescencia con loduro de propidio (rojo nuclear) e
inmunoflourescencia para insulina (verde citoplasmatico). Las flechas blancas indican células
apoptéticas. Nétese que en a) y b) se muestran células B apoptdticas dispersas ya que en esta
edad el embrién no presenta islotes completamente formados. En c) se observa un islote
maduro con células B en apoptosis. a-E17,40 X, b-E19, 40X y ¢-P7 40X.
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5.2 RATAS ADULTAS NORMALES CONTROL Y PRENADAS
5.2.1 Animales

Se observd un incremento semanal de peso corporal significativo en el grupo M11
respecto de MO y M28 (MO: 4,64 + 0,3 vs. M11: 8,27 £ 0,5 vs. M17: 6,46 £ 1,8 vs. M19:
6,15+ 1,5vs. M28: 4,5+ 0,5 %).

El peso del pancreas no mostré diferencias significativas entre los grupos (Tabla 5).
Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en la relacion del
peso del pancreas respecto del peso del animal (Tabla 5).

Tabla 5: Peso del pancreas

Gru.po Peso del pancreas (mg) % pancreas/peso animal
Mo 633,33 + 27,87 0,33 0,01
M11 738,17 1 36,83 0,36 £ 0,07
M17 822,6 + 91,06 0,38+ 0,05
M19 542,6 + 114,93 0,26 £ 0,06
M28 689,3 + 98,6 0,30 £ 0,01

Peso del pancreas y relacién peso del pancreas/peso corporal. n=6.
Los valores representan la media + EEM.

5.2.2 Consumo diario de agua y alimento sélido

El alimento sélido consumido por todos los grupos contiene 62,8% de hidratos de
carbono, lipidos y proteinas y el 37,2% restante esta representado por fibras, cenizas,
calcio y fésforo. La relacién de hidratos de carbono:proteinas:lipidos es 45:43:12,
respectivamente.

El grupo MO consumié una cantidad diaria de alimento significativamente menor
respecto de los grupos restantes (p<0,05). Por otro lado, el consumo diario de agua
fue significativamente mayor en M19 y M28 respecto de los demas grupos (p<0,05)
(Tabla 6).
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Tabla 6: Consumo de alimento sélido y agua diarios

Grupo Comida(g/dia) Agua (ml/dia)
MO 11,75+049 * 21,05 £ 1,04
M11 16,5+ 1,75 21,8+ 1,88
M17 16,77 + 1,06 26,89+ 1,11
M19 16,1+ 0,46 3591511 a
M28 18,3+ 0,6 36,7283 b

Comida: * MO significativamente diferente respecto del resto de los grupos ps0,05 M0 y M11
n=2; M17 y M19 n=3; M28 n=4. Agua: a M19 vs. MO, M11y M17 ; b: M28 vs. MO, M11 y M17,
p<0,05 . MO y M11 n=3; M17 y M19 n=5; M28 n=8. Los valores representan la media £ EEM.

5.2.3 Parametros séricos

Los grupos M17 y M19 tuvieron glucemias significativamente menores respecto de MO,
M11 y M28 (p<0,05). Concurrentemente, los valores de insulinemia fueron
estadisticamente mayores en M11 respecto de MO, M19 y M28 (p<0,05). Los indices
HOMA-B y HOMA-IR fueron significativamente mayores en M11 respecto al resto de
los grupos (p<0,05) (Tabla 7).

Tabla 7: Glucosa e insulina plasmaticas e indices HOMA-8 y HOMA-IR

GRUPO Glucemia Insulinemia HOMA B HOMA IR
(mg/dl) (ng/ml)
MO 167,51+ 34 0,85 + 0,09 73,3+84 56 +£0,25
M11 161,8+ 15,2 1,63+0,18a 99,7+51a | 208 £23a
M17 117,21 6,7 a 1,17 £ 0,21 68,7+ 5,6 6,0+ 1,06
M19 107,7+£52 b 0,94+ 0,12 77,12+ 5,84 51104
M28 1494+ 7.2 0,77 £ 0,07 50,2+39 b 6,2+ 0,06

Glucemia: a: M17 vs. MO, M11y M28, b: M19 vs. MO, M11y M28. p<0,05

Insulinemia aM11 > respecto de MO, M19 y M28. p<0,05.
Homa-f: aM11 >.respecto del resto de los grupos; b M28 vs. MO, M11, M17 y M19 p<0,05
HOMA-IR: aM11 > respecto al resto de los grupos. p<0,05.

n=6 en cada grupo. Los valores representan la media + EEM




5.2.4 Contenido de insulina pancreatica y secrecion de insulina in vitro

El contenido de insulina pancreatica fue significativamente menor en MO respecto de
los grupos restantes, mientras que en M19 fue mayor cuando se lo compar6 con MO,
M11 y M28, mostrando valores similares a los de M17 (MO: 0,33 £ 0,03 vs. M11:0,54 +
0,06 vs. M17:0,7¢ 0,07 vs. M19: 0,72 £ 0,03 vs. M28: 0,55 + 0,05, ng/mg pancreas;
p<0,05; n=15).

La secrecion de insulina de islotes aislados en respuesta a glucosa 16,6 mM fue
significativamente mayor respecto de 3,3 mM glucosa en todos los grupos (p<0,05)
(Figura 37).

Comparando los diferentes grupos entre si, la secrecién de insulina fue menor en M11
(frente a 3,3mM de glucosa y 16,6 mM de glucosa), mientras que M28 secreté mayor

cantidad de insulina frente a ambos estimulos (p<0,05) (Figura 37).
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Figura 37: Secrecién de insulina “in vitro” glucosa 3,3mM y 16,6mM.
* significativo respecto de su control a glucosa 3,3mM.

a M11 vs. el resto de los grupos en glucosa 3,3mM; p<0,05

b M28 vs. el resto de los grupos en glucosa 3,3mM; p<0,05

¢ M11 vs. el resto de los grupos en glucosa 16,6mM; p<0,05

d M28 vs. el resto de los grupos en glucosa 16,6mM; p<0,05

n= 15 en cada grupo. Los valores representan la media £ EEM.
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5.2.5 Datos morfométricos
5.2.5.1 Morfometria insular

El tamano de los islotes del grupo MO fue significativamente menor que el registrado

en los grupos M17 y M19 (p<0,05) (Figuras 38 y 43).
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Figura 38: Tamafio insular, * p<0,05; n=3 animales, 3 niveles diferentes.
Los valores representan la media + EEM.
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El numero de islotes por unidad de area fue significativamente mayor en M19 respecto
de MO, M11, M17 y M28 (p<0,05) (Figura 39).
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Figura 39: Numero de islotes por unidad de area (mmz); * p<0,05 respecto de los
grupos restantes; n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores representan la
media £+ EEM

56



Sin embargo, el tamano de las células B no fue diferente entre los grupos (Figura 40).
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Figura 40: Tamafo de las células B; n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores
representan la media £ EEM.

Hm?

El nimero de células B por islote fue menor en MO respecto de los grupos restantes,
siendo significativamente menor respecto de M17, M19 y M28 (p<0,05) (Figuras 41 y
43).
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Figura 41: Namero de células B por islote. * p<0,05; n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.
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Estos resultados sugieren que el aumento del tamaiio de los islotes observado a partir
del dia 17 de preiiez es el resultado de una hiperplasia y no de una hipertrofia de las

células B.

5.2.5.2 Masa de células insulares y células B extrainsulares

La masa de células B insulares fue significativamente menor en M0 respecto del resto

de los grupos (p<0,05) (Figura 42).
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Figura 42: Masa de células B insulares. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes.
Los valores representan la media + EEM.
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Figura 43: Secciones de pancreas. Inmunocoloracién con insulina (azul citoplasmatico).
Obsérvese el mayor tamafo de los islotes en b) lo que da una mayor masa de células B.
a-MO0(10X), b-M19 (10X).

La masa de células B extrainsulares aumenté significativamente en M28 respecto del
grupo control MO y del grupo M11. El valor mayor se registr6 en M19, resultando
significativo respecto de MO (p<0,05) (Figura 44).
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Figura 44: Masa de células B extrainsulares, *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media £+ EEM.

La masa de células B total (insulares y extrainsulares) se vio incrementada
significativamente en M17, M19 y M28 respecto del grupo control MO (p<0,05) (Figura
45). En las ratas prefadas, la masa total de células B aumentd significativamente en
funcién de la progresién de la gestacion y se mantuvo durante el inicio de la lactancia
(M28) (Figuras 43 y 45).
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Figura 45: Masa de células 3 total;, *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes.
Los valores representan la media + EEM.
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La masa de células no B fue significativamente menor en M17 respecto de M0, M19 y
M28, alcanzando su valor mayor en el grupo M28 (p<0,05); (Figuras 46 y 47).
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Figura 46: Masa de células no B. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes.
Los valores representan la media + EEM.
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Figura 47: Secciones de pancreas. Inmunorreaccién para células no-B en azul citoplasmatico
(glucagén, polipéptido pancredtico, somatostatina). Obsérvese la menor cantidad de érea
inmunomarcada en a-M17 (40X) vs. b-M19 (40X).

5.2.5.3 Replicacion de células B

La tasa de replicacion de células B alcanzé su valor maximo en Mi17
(significativamente diferente respecto a los grupos MO, M11, M19 y M28; p<0,05)
Posteriormente disminuy6 progresivamente y alcanzé su valor minimo en el grupo M28
(significativamente diferente de M11, M17 y M19; p<0,05) (Figuras 48 y 49).
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Figura 48: Tasa de replicacién de células B. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.
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Figura 49: Secciones de pancreas. Inmunocoloracién para PCNA (rojo nuclear) e
insulina (azul citoplasmatico). Nétese el mayor nimero de células B coloreadas con
PCNA en b) a-M0 (40X), b-M17(40X).

5.2.5.4 Marcadores de diferenciaciéon endécrina

La masa de células PDX-1 positivas aumenté significativamente en M19 respecto de
MO y el resto de los estadios verificados (p<0,05) (Figuras 50 y 56).
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Figura 50: Masa de células PDX-1-positivas por unidad de area (mm?).
* p<0,05 respecto de los grupos restantes; n=3 animales, 3 niveles diferentes.
Los valores representan la media + EEM

mg

El numero de células NKX6.1 positivas mostré un aumento gradual y significativo
durante la prefez, volviendo al valor del control (ratas no prefiadas) en M28 (p<0,05)
(Figuras 51y 52).
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Figura 51: Numero de células NKX6.1 positivas por unidad de area (mm?).
* p<0,05; n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los valores representan la media + EEM
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Figura 52: Secciones de pancreas. Inmunocoloracién con NKX6.1 (rojo nuclear).
a-Mo0 (40X), b-M19 (40X).

5.2.5.5 Marcadores de neogénesis insular

La masa de células CK19 positivas sélo mostré un cambio significativo (disminucion)
en M11 respecto a MO, sin experimentar cambios significativos en el resto de los
estadios (p<0,05) (Figuras 53 y 54).
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Figura 53; Masa de células CK19 positivas;* p<0,05; n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.
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Figura 54: Secciones de pancreas. Inmunotincién con CK19 (rojo citoplasmatico).
a-M0 (20X), b- M11 (20X).

La masa de células INGAP-positivas fue significativamente mayor (p<0,05) en M19
respecto del resto de los grupos estudiados, excepto M28 (Figuras 55 y 56).
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Figura 55: Masa de células INGAP positivas; * p<0,05; n=3 animales, 3 niveles
diferentes. Los valores representan la media + EEM.

Figura 56: Secciones de pancreas. Inmunocoloracién con PDX-1 (rojo nuclear) e
INGAP (azul citoplasmatico). Se puede observar el incremento del INGAP y PDX-1 en
b). Las flechas permiten apreciar el mayor nimero de células que coexpresan PDX-
1/INGAP en b). a-MO0 (40X), b-M19 (40X).



También se observo un incremento significativo (p<0,05) del porcentaje de células que
co-expresaron PDX-1 e INGAP en M17 y M19 respecto a MO y retornando a valores no

diferentes del control en M28 (Figuras 56 y 57).
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Figura 57: Porcentaje de co-expresion PDX/INGAP; * p<0,05; n=3 animales, 3
niveles diferentes. Los valores representan la media + EEM.

5.2.5.6 Apoptosis
El porcentaje de células 3 apoptéticas disminuyé significativamente con el avance de
la gestacién (p<0,05) a partir de los 11 dias de prefiez y hasta los 19 dias de

gestacion (Figuras 58 y 59).
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Figura 58: Porcentaje de células B apoptoticas. *p<0,05 n=3 animales, 3 niveles diferentes. Los
valores representan la media + EEM.
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Figura 59: Secciones de pancreas. Autofluorescencia con loduro de propidio (rojo
nuclear) e insulina (verde citoplasmatico). Las flechas muestran células § apoptéticas
a-M11 (40X), b-M17 (40X), c-M19 (40X).
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6. DISCUSION

Para facilitar el anélisis y discusidbn de los datos registrados, describiremos
separadamente la informacién correspondiente a fetos y recién nacidos y la de las

madres.
6.1 Fetos y Recién Nacidos

6.1.1 Experimentos “in vivo”: El peso de los fetos y de sus pancreas, al igual que el
de las crias de una semana (P7), mostré un incremento acorde con el avance de la
gestacion y edad post nacimiento. La relacién peso del animal/peso del pancreas se
mantuvo constante (alrededor del 0.2%) en todas las edades registradas. Otros
autores que han estudiado los mismos parametros a los 15, 18 y 20 dias de prefiezy a
los 2 y 7 dias postparto, encontraron un incremento en el peso del pancreas sélo a los
7 dias post-nacimiento (Svensson AM y col., 2004).

A nivel sérico, las glucemias fueron significativamente menores en los fetos (E17 y
E19) respecto a las registradas en las crias de una semana (P7). Estos datos
coinciden con la observacion directa de la presencia de leche en el estbmago de las
crias de una semana postparto al momento de su sacrificio.

El contenido pancreatico de insulina, en cambio, se mantuvo dentro del mismo rango
en todos los estadios registrados. Dado que, como veremos posteriormente, los
pancreas fetales no responden a la glucosa, las diferencias observadas en las
glucemias no estarian relacionadas con el contenido pancreatico y la liberacion de

insulina fetal.

La arquitectura del islote adulto normal, con las células B (proporcion mayoritaria de
células insulares) ubicadas centralmente, se observdé recién a los siete dias
posteriores al nacimiento (P7). Estos resultados concuerdan con los de otros autores
que describen hallazgos similares en el ratén al final de la gestaciéon (Edlund H,

2001a).

Al igual que lo descripto por otros autores, la masa B total (fraccion insular mas
extrainsular) aumenté progresiva y significativamente en el intervalo E17 y P7. Esta
curva ascendente de la masa celular B en funcién del tiempo se acompaiié de a) un
aumento paralelo, aunque no significativo, del tamafio de los islotes, b) un incremento
marcado del nimero de células B insulares sin cambios significativos en su tamario, ¢)
un aumento de masa de citoqueratina, d) un aumento del nimero de células PDX-1-
positivas, y e) una disminucién significativa de la tasa de apoptosis de células B. En
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conjunto, estos datos muestran que el aumento de la masa de células B registrado es
debido al aumento de su nimero consecutivo al incremento de su replicaciéon, de su
neogénesis y a la disminuciéon de su apoptosis. Estos resultados confirman los
descriptos previamente por otros autores (Bouwens L y col., 1994; Kaung HL, 1994,
Mc Kinnon CM & Docherty K, 2001; Sharma A y col., 1999) y dan validez a nuestro
modelo.

La evolucién inversa observada en el nimero de células NGN-3-positivas sugiere la
existencia de una retroalimentacion negativa entre NGN-3 y masa celular B.

La evolucién inversa (disminucién) de masa de células no B con el progreso de la
prefiez respecto a la masa celular B es consistente con la cronologia de aparicién de
las células insulares (Pictet R & Rutter WJ, 1972; Gomez Dumm CLA y col., 1987).

El cambio verificado en la masa de células INGAP-positivas, uno de los objetivos de
estudio de esta tesis, mostrd una tendencia comparable a la de la masa de células B,
alcanzando valores maximos en las crias de 7 dias (P7). No registramos la presencia
de células INGAP-positivas en el grupo E11 cuando las células endocrinas ain no se
han diferenciado. La diferenciacion de células endocrinas, particularmente de células
B, se produce en el raton a partir del dia 13-15,5 de gestacién, a expensas de
precursores indiferenciados; a esta etapa se la denomina transicién secundaria (Pictet
R & Rutter WJ, 1972; Jensen J y col., 2000). Como en la rata estos cambios ocurren
dos dias mas tarde, las células INGAP-positivas recién aparecerian durante este
estadio, aumentan su masa en funciéon de la edad de gestacién y logran valores
maximos en el recién nacido.

Por otra parte, el porcentaje de células que co-expresan Pdx-1/INGAP mostr6 una
tendencia opuesta, pero los cambios no fueron significativos. El hecho demostrado
previamente (Gagliardino JJ y col., 2003; Madrid V y col., 2009) de que estas células
serian precursores tempranos de células B y que durante el desarrollo fetal muestran
una evolucién diferente a la de las células INGAP-positivas, sugiere que ambos tipos
celulares cumplen funciones diferentes en el control de la masa de células B durante el

desarrollo intrauterino.

Cuando hablamos de células INGAP-positivas, ¢estamos midiendo realmente esa
proteina? Nuestros datos proveen evidencia para responder este interrogante.

Como se mencioné en la Introduccién, el Ingap fue aislado iniciaimente del pancreas
de hamster y posteriormente clonado (Rafaeloff R y col., 1997); en cambio en la rata
su presencia en el pancreas s6lo ha sido identificada por técnicas inmunocitoquimicas
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(Del Zotto H y col., 2004), y la secuencia nucleotidica del gen de INGAP no ha sido
aun identificada. Actualmente se acepta que el INGAP pertenece a una familia de
proteinas que aparecen en respuesta al dafio y disminucién de la masa de células 8:
las proteinas REG (Castellarin ML y col., 2007). Esta aseveracién se basa en la
comparacion entre las secuencias de los genes que codifican las diferentes proteinas
de la familia REG en distintas especies con la del INGAP de hamster.

Las proteinas REG fueron descriptas iniciaimente por el grupo de Okamoto en
pancreas de animales con diabetes inducida por estreptozotocina (Terazono K y col.,
1988; Miyaura C y col.,, 1991; Abe M y col., 2000). Al analizar la secuencia del ADNc
de INGAP de hamster y verificar en el banco de genes cuales eran los ADNc de rata
con mayor homologia (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), encontramos que el
ADNc de REG3B presentaba la mas alta homologia (71%). La secuenciacién del
fragmento de PCR amplificado de 107 bases obtenido en este estudio con los
cebadores degenerados DegR-1 demostré 100 coincidencias (93.5%) con la regién de
Reg3p tomada como base para disefiar los cebadores. Las 68 coincidencias (64%) de
este fragmento con la secuencia de INGAP de hamster corresponden a bases que
también coinciden con la de Reg3B. Por otro lado, la secuenciacién del fragmento
amplificado con los cebadores Reg3p utilizando como molde ADNc de hamster mostrd
97% de coincidencias. Por otra parte, se ha demostrado que un pentadecapéptido del
INGAP que contiene la secuencia de sus aminoacidos 104-119, reproduce los efectos
biolégicos de la molécula intacta tanto in vivo como in vitro (Rosenberg L y col., 2004;
Madrid V y col., 2009). Este péptido de 15 aminoacidos muestra una estabilidad en
solucién que no presentan analogos de igual composicion de aminoacidos pero con
cambios en su secuencia (McCarthy AN y col., 2009) y su analogo tirosilado se liga
especificamente a tejidos blanco del INGAP (Borelli Ml y col., 2007). La secuencia de
aminoacidos de este pentadecapéptido presenta una homologia del 80% con la de la

proteina Reg3p.

Otro hecho sugerente en nuestro estudio respecto a la relacion INGAP- Reg3p es que
el pico de expresion de este ultimo precede (E19) al incremento de INGAP
inmunodetectable (P7). Finalmente, el anticuerpo utilizado para la detecciéon
inmunocitoquimica del INGAP reconoce un epitope de 20 aminoacidos, cuya
homologia con el Reg3p es del 60%. Aunque los anticuerpos reconocen la estructura
tridimensional del epitope y los aminoacidos de la proteina blanco involucrados en la
interaccion antigeno-anticuerpo no necesariamente deben ser contiguos, es llamativo
que de los 20 aminoacidos del epitope, los primeros 13 presentan una homologia del
85% con la secuencia de REG3B.
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En conjunto, estos resultados: 1) refuerzan el concepto de que el INGAP pertenece a
la familia REG, 2) sugieren fuertemente que la reaccién inmunocitoquimica con el
anticuerpo anti-INGAP utilizado detectaria en la rata al REG3B, y 3) sugieren ademas
que en el hamster coexistirian el REG3B y el INGAP, mientras que en la rata estaria
solamente el REG38.

6.1.2 Experimentos “in vitro™: Los pancreas obtenidos a los 17 dias de gestacién e
incubados con diferentes estimulos no aumentaron la secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa 16,6 mM (respecto de glucosa 3,3 mM), pero si lo hicieron en
respuesta a la arginina. Esta diferente respuesta a la glucosa y a la arginina se repitié
a los 19 dias, pero con valores absolutos mas elevados. Los pancreas de P7 en
cambio, aumentaron la secrecidén de insulina tanto en respuesta a la glucosa 16,6 mM
como frente al estimulo de arginina. Los valores de insulina medidos fueron
significativamente mayores que los registrados en E17 y E19 y la respuesta a la
glucosa alta fue de magnitud similar a la de la arginina. Resultados similares fueron
descriptos por otros autores (Asplund KS y col., 1969 y1970; Edlund H, 2001a; Borelli
Ml y col., 2005), quienes utilizando islotes aislados de neonatos de una semana de
edad también demostraron un aumento de la secrecién de insulina in vitro frente al
estimulo de glucosa 16,6 mM respecto del basal.

Dado que el contenido de insulina pancreatica en E17 y E19 no fue significativamente
diferente del comrespondiente a P7, la variacion en las respuestas secretoras no
estaria condicionada por la disponibilidad de la hormona. En este sentido, se ha
descripto que el pancreas fetal no reconoce el estimulo de glucosa porque la
glucoquinasa, enzima clave para su metabolizacién, no es funcionalmente activa en
ellos mientras que si fo es en los animales de 7 dias de edad (Weinhaus A y col.,
2007; Taniguchi S y col., 2000). La arginina en cambio, es débilmente metabolizada en
la célula B, pero al ser transportada al interior celular cargada positivamente,
despolarizaria su membrana plasmatica (Cherif H y col., 2001). Esto activa los canales
de Ca*? dependientes de voltaje, aumenta la entrada y concentracién de Ca®?
citosélico y promueve de esta manera la exocitosis de insulina.

La mayor respuesta de los recién nacidos frente a concentraciones elevadas de
glucosa podria relacionarse con el efecto de las incretinas (GLP-1 y GIP), como se
describiera en recién nacidos de 7,7 dias (Padidela R y col., 2009). En efecto, las
incretinas tienen como funcién primordial a nivel insular, regular el umbral de
sensibilidad de las células B a la glucosa (Holst JJ, 2007; Aaboe K y col., 2008; Holst,
JJ y col, 2008) aumentando la secrecion de insulina y la masa celular B en este
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periodo postnatal (Soltani N y col., 2007; Buteau J, 2008). Estos datos coinciden con el
incremento de la masa B observada en este estudio a los 7 dias postparto.

El INGAP también estaria involucrado en el cambio registrado en la secrecién de
insulina en respuesta a secretagogos. Cabe considerar que en esta etapa de
maduracién de la funcién de las células B, el aumento progresivo (en funcién de la
edad) de la cantidad de insulina segregada y el reconocimiento de la concentracién de
glucosa coinciden con el aumento de la masa de células INGAP-positivas. La
demostracién del efecto modulador del INGAP sobre la secrecion de insulina
demostrado tanto in vitro (Borelli MI y col., 2005; Barbosa H y col., 2006) como in vivo
(Madrid V y col., 2009) sugieren que los cambios en la funcién secretora de las células
B estaria condicionado, al menos en parte, por el aumento paralelo ocurrido en la
masa de células INGAP-positivas.

6.2 Ratas adultas normales control y prefiadas

6.2.1 Experimentos “in vivo": las ratas prefiadas mostraron un incremento de peso
en el dia 11, manteniéndose sin cambios significativos respecto al control (ratas no
prefiadas) en el resto de los tiempos registrados. El peso de los pancreas no mostrd
cambios significativos en ninguno de los estadios verificados.

Las glucemias registradas demostraron un descenso significativo de sus valores en
M17 y M19 que esta de acuerdo con lo descripto en la literatura (Picon | & Montane M,
1968; Mommagi B y col., 2004). El mantenimiento de la glucemia en el grupo M11
.respecto del control no prefiado coincidié con un incremento significativo de los valores
de insulinemia, HOMA-IR y HOMA B. En conjunto, estos cambios apoyan el concepto
de que durante la prefiez hay una disminucién de la sensibilidad de los tejidos a la
insulina (aumento HOMA |IR) que es compensado con un aumento de la secrecién de
insulina y de la capacidad funcional de las células B (Cacho J y col., 2008). En funcién
de los datos comrespondientes a masa de células B medida en M11, el cambio del
HOMA B ocurrido en este estadio obedeceria mas a un aumento de la funcién que de

la masa de las células B.

La masa total de células B (insular y extrainsular) mostré6 un aumento progresivo y
significativo en funcién de la edad gestacional y se mantuvo durante el primer tercio de
la lactancia (M28). Este aumento estuvo asociado con un aumento del nimero de
células B. En funcion de los datos registrados, este aumento seria consecuencia de
una marcada disminucién de la tasa de apoptosis de células B y en menor proporcién
de un aumento transitorio (M17) de la tasa de replicacién. Nuestro grupo describié
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cambios similares respecto al papel de la apoptosis como regulador de los cambios en
la masa de células B en la rata adulta (Lombardo YB y col., 1996), con escasa o nula
participacion de la neogénesis (Del Zotto H y col., 2004), que refuerzan esta
interpretacion.

Estudios previos han demostrado que el aumento de la masa de células B registrado
durante la prefiez es un mecanismo compensador de la mayor demanda de insulina
(insulinorresistencia) generada por las hormonas placentarias (Brelje TC y col., 1993,
2004, (Sorenson RL & Brelje TC 1997, 2001). El aumento simultaneo y significativo de
la masa de células INGAP-positivas registrado en el dia 19 de gestacién (M19) en este
estudio, sugiere que el INGAP formaria parte del mecanismo productor del incremento
de la masa de células B. Apoya esta presuncion el paralelismo observado en los
cambios de la masa de oélulés B e INGAP-positivas en animales con IR inducida por
administracion—de dieta rica en sacarosa durante 21 dias (Del Zotto H y col., 2000,
2002) y el aumento de la masa de células B inducido por administracion del
pentadecapéptido de INGAP a hamsters normales (Madrid V y col., 2009) y a ratones
diabéticos (Rosenberg L .y col., 2004).

6.2.2 Experimentos “in vitro”. Las ratas control no prefladas y las ratas prefiadas
aumentaron la secrecion de insulina en respuesta al estimulo de glucosa 16,6 mM.
Esto demuestra que las células B de las ratas prefiadas conservan el mecanismo de
regulacion de la secrecion de insulina, elemento clave para el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa (Nolan CJ & Proietto J, 1996; Aerts L y col., 1997). La
cantidad de insulina liberada, tanto en presencia de baja como de alta glucosa,
aument6 significativamente en las ratas durante la lactancia (M28). Este efecto podria
explicarse en parte por el efecto potenciador de la prolactina sobre la secrecién de
insulina (de Mello MA y col., 2003; Bastemir M y col., 2007; Arumugam R y col., 2008;
Huang C y col., 2009.).

El INGAP también estaria involucrado en el cambio de secrecién de insulina en
respuesta a secretagogos previamente descripto. En este sentido, cabe considerar
que en esta etapa de maduracion de la funcién de las células B, el aumento progresivo
(en funcién de la edad) de la cantidad de insulina segregada y el reconocimiento de la
concentracién de glucosa coinciden con el aumento de la masa de células INGAP-
positivas. En la seccion dedicada a fetos mencionamos que el efecto modulador del
INGAP sobre la secrecién de insulina demostrado tanto in vitro (Borelli Ml y col., 2005;
Barbosa H y col., 2006) como in vivo (Madrid V y col., 2009), sugiere que los cambios

72



en la funcién secretora de las células B estaria condicionado, al menos en parte, por el
aumento paralelo registrado en la masa de células INGAP-positivas.

Mas alld del aporte al conocimiento brindado por estos resultados, su aplicacién
permitiria contar con un nuevo enfoque terapéutico potencial de la diabetes.
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7. CONCLUSIONES

En conclusién, los resultados de este estudio brindan evidencia experimental de que el

INGAP

1. pertenece a la familia REG y que en el hamster coexistirian el REG3p y el INGAP
mientras que en la rata estaria solamente el REG3p;

2. apareceria ontogénicamente después del dia 11 de gestacion;

3. promoveria el aumento de la masa de células B en el feto de ratas normales;
segln datos obtenidos previamente en nuestro grupo, esa accion se ejerceria a
través de la combinacién de un incremento en la replicacién y neogénesis de
células B y una disminucién de su tasa de apoptosis;

4. probablemente también participaria en el mecanismo de maduracién funcional de
las células B;

5. en la rata prefiada, integraria el grupo de hormonas/reguladores que modifican la
masa de células B, pero opuesto a lo ocurrido en el feto, su accién se manifestaria
fundamentalmente afectando la replicacion y sobre todo la apoptosis, con escasa o
nula participacion de la neogénesis;

6. al igual que en el feto, también incrementaria la capacidad secretora de las células

B.

Mlnasra
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