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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTA TESIS
Existen numerosos términos utilizados en ciencia que primero surgieron en el
idioma inglés. Aunque se han creado sus equivalentes en espafiol, algunas ocasiones
utilizamos las siglas en su idioma original; en algunas ocasiones, y debido a que los

términos cientificos provienen del griego o del latin, éstos se abrevian igual en ambos

idiomas.

ABREVIATURA  INGLES ESPANOL

ADA American Diabetes Association Asaoclacion Americana de
Diabetes

ADP Adenosine diphosphate Difosfato de adenosina

ATP Adenosin trisphosphate Trifosfato de adenosina

BrdU 5-bromo-2’-deoxyuridine 5-bromo-2’-desoxiuridina

[Ca™™]; Intracellular free calcium Concentracion de calcio libre

concentration intracelular

CoA Coenzyme A Coenzima A

CD Cluster of Differentiation ~ =meemmemmnmees

DAB 3,3'-Diaminobenzidine 3,3'-Diaminobencidina

DFMO Difluoromethylornithine Difluorometilormitina

DNA Deoxyribunucleic acid Acido desoxiribonucleico

EDRF Endothelium-derived relaxing factor Factor relajante derivado del
endotelio

EGF Epidermal growth factor Factor de crecimiento
epidérmico

FAD Flavine adenine dinucleotide Dinucledtido de flavina y

adenina
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GABA
GP

HCI

H:0O;
ICE

IGF

L

MCP

N

NAD

NADPH

NaCl

Flavine mononucleotide

Gap or growth

Gamma amino butiric acid
Glutathion peroxidase
Hydrochloric acid

High density lipoprotein

Hydrogen peroxide

Interleukinl(3-converting enzyme

Insulin-like growth factor

Interleukine

Interferon
Intramuscular
Intraperitoneal
Potassium

Low density lipoprotein

Molar

Monocyte chemoattractant protein

Normal (equivalents/liter)

Nicotinamide adenine dinucleotide

Reduced nicotinamide adenine

dicucleotide phosphate

Sodium chloride

Mononucleétido de flavina y
adenina

Crecimiento

Acido gama amino butirico
Glutation peroxidasa

Acido clorhidrico
Lipoproteina de alta densidad
Peréxido de hidrogeno
Enzima convertidora de [L-1f3

Factor de crecimiento semejante
a la insulina

Interleucina

Interferon

Intramuscular

[ntraperitoneal

Potasio

Lipoproteina de baja densidad
Molar

Proteina quimioatrayente de
monocitos

Normal (equivalentes/litro)

Dinucleodtido de nicotinamida y
adenina

Dinucleétido de nicotinamida y
adenina fosfato reducido

Cloruro de sedio




NO
NOS
Oy

Oz—'

OoDC
OHe
PBS
PDGF

de

Pdx

ROS

SAMD

SOD

TGF

Nitric oxide

Nitric oxide synthase
Maolecular Oxygen
Superoxide anion radical
Oxygen in singlet state
Ormnithine decarboxylase
Hydroxyl radical

Phosphate-buffered saline

Platelet-derived growth factor

Hydrogen ion potential
Pancreatic duodenal homeobox
Reactive oxygen species
Synthesis

S-adenosylmethionine decarboxylase

Superoxide dismutase

Transforming growth factor

Tumeor necrosis factor

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Oxigeno molecular

Anion radical superéxido
Oxigeno en estado de singulete
Ornitina descarboxilasa
Radical hidroxilo

Solucion salina amortiguada con
fosfatos

Factor de crecimiento derivado
plaquetas

Potencial de iones hidrogeno
Homeobox pancredtico duodenal
Especies reactivas de oxigeno
Sintesis

S-adenosilmetioninag
descarboxilasa

Superdxado dismutasa

Factor de crecimiento
transformante

Factor de necrosis tumorat
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RESUMEN

A las poliaminas se les considera constituyentes esenciales de todos los organismos
vivos v se les ha relacionado con procesos de crecimiento, division y diferenciacion celular.
Estas participan en la sintesis de DNA asi como en la sintesis de proteinas y practicamente
toda célula tiene la capacidad de incorporar, sintetizar o metabolizar poliaminas. En las
células [ las poliaminas participan en la sintesis de insulina y se elevan en respuesta a
estimulos mitogénicos como la glucosa y la hormona del crecimiento. Sin embargo, los
efectos de las poliaminas en las células 3 no han sido del todo estudiados y se requieren
mas investigaciones a fin de establecer qué funciones juegan en dichas células. En este
trabajo analizamos la posibihidad de que las poliaminas potencien o aceleren los procesos
de regeneracion y neogénesis de las células 3 pancreaticas en ratas con hiperglucemia
temporal inducida con aloxana. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos de 300 + 10 g,
las que recibieron una dosis de aloxana de 120 mg/kg de peso corporal por via
intraperitoneal y la administracion del aminoacido L-arginina (precursor de las poliaminas),
o bien las poliaminas putrescina, espermidina y espermina inmediatamente después de la
administracidén de aloxana y diariamente (I ml de L-arginina 10 mM o poliaminas 10 uM
en solucion salina 0 154 M). Los animales se sacrificaron en el dia cero antes de recibir
aloxana (grupo control normal) vy a los dias 3, 6, 9 y 12 de tratamiento {(grupo control con
hiperglucemia temporal y grupos experimentales). Se procedié a analizar parametros
bioquimicos indic_adores de la funcién endocrina pancreatica, como son [as concentraciones
sericas de glucosa, triglicéridos y colesterol total. También se evaluaron la regeneracién de
las células [ intrainsulares y la replicacion de las células acinares mediante el analisis

histologico de la incorporacion de 5-bromo-2'-desoxiuridina por los nucleos de las células



en division, simultineamente con la deteccion inmunohistoquimica de insulina para la
identificacion de las células 3.

Los parametros bioquimicos indicaron que las ratas se recuperan de la
hiperglucemia inducida por aloxana en un lapso de 12 dias, lo que estuvo asoctado a un
aumento en la proliferacion tanto de las células B como de las células acinares del pancreas.

La L-arginina y las poliaminas mitigan el aumento marcado en la glucemia,
trigliceridernia y colesterolemia que se observa a los tres dias después del tratamiento con
aloxana. La L-arginina estimula la incorporacion de BrdU por las células acinares pero no
por las células . Considerando estos datos, es probable que el efecto principal de las
poliaminas sea disminuir el dafio inicial causado por la aloxana a las céluas (3 intrainsulares.
Adicionalmente, la arginina promueve la aparicion de células 3 extrainsulares y la
putrescina y la espermina promueven la neogénesis de células B a partir de células ductales
y no se encontrd asoclacion alguna entre cualquiera de las poliaminas y los indices de

incorporacion de BrdU por la células acinares y 3.

Palabras Clave: L-arginina, Poliaminas, Célula B, Aloxana, Regeneracion, Neogénesis,

Células ductales.



ABSTRACT

Polyamines are considered esential constituents of all living organisms and have
been involved in cellular growth, replication and differentiation. These substances
participate in the synthesis of DNA, as well as in the synthesis of proteins and practically
all cell has the capacity to incorporate,' synthesize or metabolize polyamines. In [-cells
polyamines participate in the synthesis of insulin and rise in response to mitogenic stimull
as glucose and growth hormone. However, the physiological roles of polyamines on the §-
cells are not completely understood, so that more research is urgently needed. Here, we
analyze the possibility that the polyamine admunistration potentiate or accelerate the
regeneration and neogenesis of pancreatic [ cells in temporarily hyperglycemic rats. Male
Sprague-Dawley rats weighing 300 = [0 g were used, which received an alloxan dose of
120 mg/kg body weight, followed by a daily admnistration of 1 ml 10 mM L-arginine or 10
uM putrescine, spermidine or spermine in 0.154 M saline solution, starting immediately
after the alloxan administration. Rats were killed on day 0 before the alloxan administration
(healthy control group) or at days 3, 6, 9 or 12 (temporanly hyperglycemic control and
experimental groups) after the alloxan administration. At these time points their endocrine
pancreatic function was evaluated by biochemical parameters, such as the seric concetration
of glucose, triglycerides and total cholesterol. The regeneration of the  and acinar cells
during this time period was also measured, which was carried out by the histological
analysis of bromodeoxyuridine incorporation by nuclei of cells dividing, simultaneously

with the immunohistochemical detection of insulin for the identification of B-cells.



Biochemical parameters indicated that alloxan-treated rats progressively recover
from the hyperglycemic state, which was associated to an increase in the proliferation of
both (3- and acinar pancreatic cells.

Both L-arginine and polyamines mitigate the steep increase in the seric
concentrations of glucose, triglycerides and total cholesterol that occurs on day three after
the treatment of alloxan. L-arginine increases the BrdU-labeling index of acinar but not of
B-cells. Considering these data, it is plausible that the principal action of polyamines and
maybe also of L-arginine is to diminish the initial damage caused by alloxan to intrainsular
B-cells. Additionally, L-arginine promotes the appearance of extrainsular B-cells and both
putrescine and spermine promote neogenesis of B-cells from ductal cells and no association
was shown between any of the polyamines and the BrdU-labeling indexes of acinar and [3-

cells

ey Words: L-arginine, Polyamines, [-cell, Alloxan, Regeneration, Neogenesis, Ductal

cells,



INTRODUCCION
Secrecion endocrina y exocrina del pancreas

El pancreas es una glandula tanto exocrina como endocrina. La secrecion exocrina
consta de enzimas sintetizadas por los acinos pancreaticos y liberadas al duodeno. Estas
contribuyen a la digestion de los alimentos. La secrecion endocrina, por otra parte, la
constituyen diversas hormonas que participan en la regulacion del metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Dichas hormonas son producidas y liberadas por las
celulas de los islotes de Langerhans, pequenios grupos celulares dispersos entre los acinos
pancreaticos, cada uno formado por un grupo de células 3, rodeado de otros tipos celulares
endocrinos. Las células ¢ secretan glucagon, las células 3 secretan insulina, las células &
secretan somatostatina y las células pp secretan el polipéptido pancreatico. Los islotes de
Langerhans presentan, ademas, otros tipos celulares no endocrinos, incluyendo fibroblastos
y macrofagos. El volumen de los islotes comprende del 1 al 2% del tejido pancreatico,
mientras que las células B constituyen de un 60 a un 70% de la poblacion celular de los
1slotes de Langerhans (Lacy, 1967).

En los mamiferos la insulina es sintetizada exclusivamente por las células f3
pancreaticas y cumple la funcién de regular de manera muy precisa los niveles de la
glucosa sanguinea. Cuando por alguna razon disminuye o cesa completamente su
produccion y liberacion al sistema circulatorio, o bien no cumple la funcidn esperada, et
individuo presenta sintomas caracteristicos de diabetes mellitus, como son: altas

concentractones de glucosa en el plasma sanguineo, polidipsia y polifagia (Bach, 1994).



Diabetes mellitus.

El funcionamiento de las células 3 de los islotes de Langerhans suele verse afectada
en el humano. Existen mas de 100 millones de personas diabéticas en el mundo y en
Meéxico la diabetes afecta al 8.18% de los adultos (Aguilar-Salinas y col., 2003},

La diabetes ha sido reclasificada por la A.D.A. en 1997, quienes la consideran como
un grupo de enfermedades metabolicas caractertzadas por presentar hiperglucemia y que se
asocian con defectos en la secrecion de insulina, defectos en su accion o ambas. Asi, ahora
se reconoce que no solamente los pacientes diabéticos tipo 1, requieren de insulina, sino
que esta hormona puede también ser recomendada para los pacientes con diabetes tipo 2,
antes considerados no dependientes de insulina. Esta altima clasificacion considera cuatro
clases principales de diabetes: a) diabetes mellitus tipo 1, b) la tipo 2, ¢) otros tipos
especificos y d) la gestacional.

La diabetes tipo 1 se caracteriza por una infiltracion masiva de linfocitos en los
islotes de Langerhans, la reaccion de anticuerpos circulantes con antigenos de las célutas [3
y la subsecuente destruccion de éstas por los linfocitos T, los que muy probablemente
reconocen anticuerpos en las células {3, con esto disminuye notablemente su numero,
ocasionando una disminucidén marcada en la concentracion sanguinea de insulina y un
concomitante aumento en la concentracion de glucosa (Krolewski y col. 1987; Bach, 1994;
Atkinson y Maclaren, 1996). Ademas de los fenomenos autoinmunes, la destruccion de las
células 3 puede facilitarse por cierta susceptibilidad genética e incidencia de infecciones
virales y por una particular susceptibilidad de estas células a sustancias dertvadas de la
reduccién parcial del oxigeno, conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS). Los

signos y sintomas que caracterizan a un paciente con diabetes tipo ] son: hiperglucemia,



poliuria, polidipsia, polifagia, asteria, insulinopenia y pérdida de peso. Ademas, al
momento del diagnostico suele haber una franca cetoacidosis y una reduccion en la
densidad de las células productoras de insulina de hasta el 90%. La incidencia de la
diabetes tipo 1 es solamente del 10% de los pacientes diabéticos y afecta a mas de 10
millones de personas en todo el mundo, lo que ha propiciado la busqueda de nuevas
opciones de tratamiento adicionales a la administracion continua de insulina.

La diabetes tipo 2 se caractenza por una marcada resistencia a la insulina en los
tejidos blanco, como el musculo, higado y tejido adiposo (Reaven, 1995, Ferrannin:, 1998:;)
y reclentemente se ha reconocido que la célula B debe también expenimentar dafio para que
ésta se desarrolle. Asi, la célula productora de insulina es actualmente el centro de la
atencion de muchos investigadores, siendo primordial conocer lo mas posible de ella, a fin

de poder encontrar la forma de detener el desarrollo de cualquier tipo de diabetes mellitus.

Factores que modifican la funcion pancredlica

Algunos factores que afectan la funcion de las células B son los productos de
secrecidn de los linfocitos y macrdfagos que se infiltran a los islotes pancreaticos (insulitis),
lo que ocurre desde las fases iniciales de la diabetes tipo |. Entre estas sustancias se
encuentran las especies reactivas de oxigeno (ROS), las interieucinas (IL) y otras citocinas
que dafian a las células productoras de insulina (Rabinovitch, 1998; Eizirik y Darville,
2001). Por otra parte, las sustancias que estimulan a las células [} para secretar insulina o
bien para replicarse son la glucosa, los aminoacidos, la hormona del crecimiento, algunos

factores de crecimiento y las poliaminas, entre otras (Sjoéholm, 1993; Bonner-Weir, 1994).



A continuacién se describiran con mayor detalle los factores mas importantes que se sabe

que alteran o pueden alterar |a funcion pancreatica.

Insulitis

La diabetes mellitus tipo 1, también llamada diabetes autoinmune, se presenta como
una reaccion de pérdida de tolerancia inmune en la que se forman anticuerpos contra las
células B pancreaticas (Bach, 1994, 1995; Atkinson y McLaren, 1996). En la etapa inicial,
antes de manifestarse los primeros sintomas caracteristicos de la enfermedad, tanto en
humanos como en modelos animales ocurre la infiltracion masiva de macrofagos vy
linfocitos CD8+ y CD4+ en los islotes de Langerhans, lo que recibe el nombre de insulitis,
un evento esencial en la destruccion de las células § (Bach, 1994, 1995; Atkinson y
McLaren, 1996) En modelos animales de diabetes tipo 1 tales como el ratdon no obeso y en
la rata bioseleccionada, la inactivacion de los macréfagos antes de que se presenten Jos
primeros sintomas de la enfermedad, impide tanto la insulitis como el desarrollo de la
diabetes (Yoon y col, 1998). En estos animales se ha demostrado que los macrofagos
activados producen IL-12, que activa a los linfocitos CD4+ (CD: cluster of differentiation),
éstos secretan interferon y (INF-y) e IL-2. El INF-y activa a otros macrdfagos, los que
secretan IL-18, TNF-a, ROS y éxudo nitrico (NQO), mientras que la IL-2 atrae a linfocitos
CD8+. Los linfocitos CD8+ se diferencian a células T citotoxicas, las que inducen la

muerte de las c€lulas B pancreaticas (Yoon y col., 1998; Rabinovitch, 1998)



Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El término especies reactivas de oxigeno agrupa a los radicales libres que contienen
oxigeno, como son el anién superdxido (O,") v el radical hidroxilo (OHe), asi como al
peréxido de hidrogeno (H;0,) v al oxigeno (03) en estado de singulete ('05), que si bien
estos dos ultimos no son radicales libres, son altamente reactivos y pueden dar origen a
ellos (Cadenas, 1989). Estudios con modelos y sistemas biologicos in vitro € in vivo, han
demostrado que las ROS son potencialmente tdxicas cuando exceden los niveles
fisiologicos puesto que pueden reaccionar con los constituyentes de la celula, dafiando en
ocasiones irreversiblemente su estructura y funcion (Andreoli, 2000},

Para evitar o aminorar los efectos de las ROS, las células poseen mecanismos de
defensa de varios tipos, distribuidos en sus diferentes estructuras. Entre estos mecanismos
de defensa se encuentran las enzimas superoxido dismutasas (SODs), la catalasa y un grupo
de enzimas llamadas peroxidasas. Las SODs son metaloenzimas que catalizan la
dismutacion def radical anion superoxido para formar Oz y H2O5. En las células eucariontes
existen doé tipos de SODs; una es citoplasmica y contiene cobre y zinc en su $itio activo y
se le denomina CuZn-SOD, la otra es mitocondrial y contiene manganeso en su sitio activo,
por lo que se le denomina Mn-SOD (Roberts y col., 1991). La catalasa reduce el H,O; para
formar agua y oxigeno molecular, Las peroxidasas oxidan una amplia gama de sustratos
para formar agua a partir del H,0, (Krinsky, 1992).

Las célutas 3 son muy sensibles a las ROS debido a que contienen niveles bajos de
enzimas antioxidantes (Asayama y col., 1986; Lenzen y col., 1996). Se ha demostrado que
las SODs presentan solo el 30% de la actividad encontrada en el higado, en tanto que la

catalasa y la glutation peroxidasa se detectan en niveles extremadamente bajos (Tiedge vy



col, 1997). Existen evidencias que sugieren la participacion de las ROS como mediadoras
del dafio producido por las citocinas a las células B (Rabinovitch y Suvarez-Pinzon, 1998;
Ebelt v col., 2000). Las ROS son formadas por los macrofagos residentes o infiltrantes
activados y por la célula B como resultado de la accion de las citocinas (Sumoski y col.,
1989; Suarez-Pinzon y col, 1997). Estudios /n vitro han demostrado que las ROS
interfieren con las enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa (Nakasaki y col.,
1995). En el raton se encontréd que el H,O5 disminuye el cociente de ATP/ADP, lo que lleva
a la apertura de los canales de K* sensibles a ATP, a la hiperpofarizacion de la membrana y
a la inhibicién de la secrecién de insulina (Krippeit-Drews y col., 1999; Nakasaki y col
2000). Se ha propuesto también que la disfuncién de las células 3 pancreaticas ocurre
probablemente a través de la citotoxicidad del radical OHe, producido por la accion del
TNF-a y/o el INF-y sobre la célula [3, que esta involucrado en la expresion del antigeno
clase 11 del complejo mayor de histocompatibilidad y en Ja disminucion de los niveles del
dinucledtido de micotinamida y adenina (NAD) (Yamada y col, 1993). En 1992
Rabinovitch y col. encontraron que la administracion combinada de 1L-103, TNF-a y INF-y
en islotes de rata favorece e aumento de malondialdehido, un producto de la
lipoperoxidacién, lo que significa que la lipoperoxidacion es un mecanismo de fa toxicidad
de las citocinas. Trabajos subsecuentes reforzaron sus observaciones (Ravinovitch y col,,
1996; Suarez-Pinzon y col., 1996) Esto llevd a crear ammales, islotes o lineas celulares
transgeénicos que sobreexpresan la CuZn-SOD (Kubisch y col,, 1994), la catalasa (Xu y
col,, 1999), o la combinacion de las enzimas catalasa-glutation peroxidasa (GP) y catalasa-
CuZn-SOD (Tiedge y col., 1998), resultando que la accién complementaria de dos enzimas

proporciona mayor proteccidn a varias ROS.
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Interleucina-1

Las interleucinas (IL) son citocinas, proteinas o glucoproteinas de bajo peso
molecular secretadas por los leucocitos y otros tipos celulares en respuesta a estimulos
inmunogénicos (Goldsby y col.,, 2000). El término interleucina originalmente se aplico a
sustancias que son secretadas por leucocitos y que se creia que solo tenian efecto sobre
otros leucocitos. Con el transcurso del tiempo y como resultado de multiples experimentos,
se demostrd que otras células también pueden sintetizar y liberar interleucinas, por tal
razon, dicho nombre pareceria inadecuado, sin embargo ha sido tan usado que resulto
conveniente conservarlo. Ciertamente, mientras otros términos como linfocinas vy
monocinas tienden a desaparecer, el numero de interleucinas continua aumentando y hasta
ahora se han identificado 18 de ellas (Brennan y Feldmann, 1996; Abbas y col., 2000).

La interleucina | existe en dos isoformas, la [L-lo y la IL-1[3, ambas surgen a partir
de precursores de 33 kDa y sus formas activas son polipéptidos de 17 kDa (Goldsby y col,
2000). Aunque sus secuencias son homologas en solamente un 30%, se unen al mismo
receptor de membrana y ejercen el mismo efecto (Goldsby y col., 2000). La IL-103 es
producida por macrofagos, neutrofilos, queratinocitos y células endoteliales (Ravinovitch,
1698), por la accion de la enzima convertidora de [L-15 (Allen y col , 1998) (ICE; IL-1p-
converting enzyme). Esta enzima fue la primera de una serie de cisteina proteasas llamadas
caspasas (cisteina aspartasas), que se han identificado en los mamiferos.

La IL-13 tiene también la capacidad de inducir insulitis Las quimiocinas
(chemoattractant cytokines) son sustancias liberadas por leucocitos y otros tipos celulares,
que tienen la propiedad de estimular y dirigir la migracion de leucocitos hacia el area de

dafio tisular (Baggiolini y col., 1997). La proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-



1) es una quimiocina de la familia C-C (Luster, 1995), que provoca fa migracion de celulas
mononucleares principalmente monocitos (leucocitos que llegan a ser macrofagos),
linfocitos T (CD8+ y CD4+) y céluias asesinas naturales (Gu y col., 1999), por lo que juega
un papel importante en los procesos inflamatorios y su expresién aumenta en sitios de
inflamacion como ocurre en artritis reumatoide y aterosclerosis, En ratones transgenicos
que expresan el MCP-1 bajo el control del promotor de la insulina, se produce insulitis
abundante en macrofagos, sin dafio a las células B (Grewal y col., 1997). Asimismo, Eizirik
y Darville (2001) han demostrado que la administracién de IL-103 induce la sintesis del
acido rbonucleico mensajero (mMRNA) del MCP-1 en células 3. Ciertamente, esto no es
suficiente para ocasionar diabetes en los animales transgénicos, sin embargo, estos estudios
demuestran que el MCP-1 puede sintetizarse en respuesta a IL-1[3, lo que podria promover
la insulitis en el proceso normal de fa diabetes. Al NO se le ha sefialado como el mediador
del dano ocasionado por citocinas como la IL-183, INF-y y el TNF-c, mientras que a las
poliaminas se les ha reconocido como mediadoras del efecto de numerosos factores que
estimulan la hipertrofia e hiperplasia de las células productoras de insulina, como son la
glucosa, los factores de crecimiento semejantes a la insulina, prolactina, etc. (Sjoholm vy

col, 1992, Sjoholm 1993).

L-Arginina.

En la década de los 60s se reporto que el aminoacido L-arginina estimula la
liberacidn de insulina (Floyd y col,, 1966, Levin, 1972), resultando mas efectivo que otros
aminoacidos v notablemente inferior que la glucosa. El éxido nitrico (NQ) vy las poliaminas

son productos del metabolismo de la L-arginina (Moncada y cot, 1991; Morgan, 1994) vy
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son producidos por las células B de los islotes de Langerhans (Sjoholm y col, 1992,

Schmidt yeol., 1992, Sjoholm, 1993),

Oxido nitrico.

En 1980 Furchgott y Zawadzky reportaron que las células endoteliales, capa
celular mas interna de los vasos sanguineos, producen una sustancia que difunde al musculo
fiso vascular y lo relaja. Dicha sustancia, de la que entonces faltaba determinar su
naturaleza quimica, fue llamada factor relajante derivado del endotelio (EDRF). Salvador
Moncada y su grupo (Palmer y col., 1987) demostraron que el EDRF es el dxido nitrico.
Este evento dispard la investigacion del NO, del que hasta entonces se sabia que es un
contaminante, uno de varios ¢xidos de nitrégeno presentes en el smog y nocivo para la
salud.

En condiciones atmosféricas el NO es un gas. La estructura de Lewis para el NO
denota que es un radical libre. Los radicales libres son atomos o moléculas con uno o mas
electrones desapareados, es decir, en un orbital atdbmico o molecular hay un electron en
lugar de dos. Esto le confiere al NO en sistemas bioldgicos una alta reactividad con los
constituyentes celulares, ocasionando su oxidacidén, lo que se traduce en inhibicidon
enzimatica y rompimiento del acido desoxiribonucleico (DNA) (Moncada y col., 1991),
entre otros efectos. Asi, juega un papel importante en la respuesta inmune al ser producido
por macréfagos activados y es utilizado, junto con ROS, para destruir microorganismos
invasores y cé€lulas infectadas o tumorales (Krénche y col., 1995). En concentraciones
bajas, sin embargo, el NO juega un papel importante en una amplia variedad de funciones,

incluyendo la transmision neuronal, relajacion vascular, modulacion inmune y citotoxicidad
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(Moncada y col., 1991) y ha sido también asociado con la liberacion de insulina inducida
por glucosa (Harald y col, 1992). Puesto que el NO es un radical libre de vida corta, su
regulacion ocurre principalmente a nivel de su biosintesis. En los sistemas biologicos, el
NO es sintetizado a partir de la L-arginina por una familia de enzimas conocidas ¢como
dxido nitrico sintasas (NQSs), que requieren de FAD, mononucledtido de flavina y adenina
(FMN), dinucledtido de nicotinamina y adenina fosfato reducido (NADPH) vy
tetrahidrobiopterina (Bredt y Snyder, 1994; Knowies y Moncada, 1994).

Se conocen tres NO sintasas, dos de ellas expresadas constitutivamente, la neuronal
{NOSn) y la endotelial (NOSe), y una inducible, la de los macrofagos (NOSi o NOSm). Las
NOSs constitutivas estan presentes en el citoplasma y producen NO en respuesta a un
aumento en la concentracion de calcio libre citoplasmico [Ca®"],, mientras que la actividad
de la NOSi no depende de un aumento en la [Ca’" ]; v la enzima debe ser sintetizada, lo que
ocurre en respuesta a citocinas como la IL-103 y el INF-y y lipopolisacaridos pacterianos

(Knowles y Moncada, 1994; Kronche y col., 1995).

Efectos de la IL-1f sobre las células [

La IL-1f es citotdxica para las células B de la rata, impidiendo la biosintesis y
secrecton de insulina y el metabolismo oxidativo en islotes aislados de ratas (Sandler y col,,
1987) y la exposicion prolongada a dicha citocina da como resultado la destruccion de los
islotes {Bendtzen y col., 1986). Se ha demostrado que dicha citocina induce la sintesis de la
NOSi en las células [, asi como la produccion de NO y que la administracion de
inhibidores de las NOSs son capaces de impedir los efectos de la IL-18, por lo que existe

consenso general de que el NO producido por las células 3 es un mediador del dafio



causado por citocinas como la IL-1B (McDaniel y col,, 1997). Asimismo, Stassi y col.
(1997) encontraron que en pacientes con diabetes mellitus dependiente de insulina, las
células [ presentan el receptor Fas de superficie celular, el cual induce a los linfocitos T

circundantes a fagocitarlas. Los autores también reportaron que la exposicion de dichas

células a IL-1P, o la administracion de sustancias donadoras de NO, como nitroprusiato de

sodio y el (NOC)-18 inducen la expresion del receptor Fas en las células [} pancreaticas.

Diabetes experimental inducida por aloxana

La diabetes mellitus tipo 1 se presenta espontaneamente en numerosas y variadas
especies (Mordes y Rossini, 1981). En la rata y el ratdon, por su clasica utilidad
experimental, se han aislado cepas que presentan este tipo de diabetes espontinea, como
son el raton diabético no obeso vy la rata biodesarrollada. Estos roedores han resultado de
gran interés en la practica cientifica y se han emprendido numerosos estudios para
desentrafiar los mecanismos mediante los que se desarrolla la diabetes.

Por otra parte, existen varias sustancias diabetogénicas que ocasionan dafio a las
células [ pancreaticas, entre las cuales se encuentra la aloxana (2,4,5,6-
tetraoxohexahidropirimidina) y sus N- alkil derivados, asi como la estreptozotocina, que
son selectivamente toxicos para las células B pancreaticas, dejando intactas tanto a las
demas células endocrinas de los islotes, como a las de la region exocrina (Jérns y col,
1997).

La aloxana se disuelve ficilmente en agua y se descompone rapidamente a acido
aloxanico (el cual no es toxico) tanto en solucidon acuosa como en el plasma sanguineo, asi

como también a pH neutro ¢ basico, mientras que a pH acido es estable a temperatura




ambiente (Rerup, 1970). En el organismo animal tiene una vida media de solamente 2
minutos, entra a las células de drganos como corazon, higado, rifion y pancreas y es captada
en mayor concentraciéon por las células 3 que por las demas células tanto de los islotes de
Langerhans como aquéllas de la region exocrina. Se cree que el mecanismo de accion de la
aloxana es mediante la produccion de ROS, como el HyO; y el OHe, los que ocasionan
rompimiento del DNA (Malaisse, 1982; Takasu y col, 1991, Okamoto, 1997). En un
intento por reparar el DNA dafiado se activa la enzima poli (ADP-ribosa) sintetasa, la cual
utiliza NAD' como substrato, esto ocasiona que la concentracion intracelular de NAD
disminuya y, como consecuencia, las células no pueden llevar a cabo su funcion metabolica

normal y finalmente mueren (Okamoto, 1997).

Poliaminas

LLas poliaminas son un grupo de pequenas moléculas alifaticas (no ciclicas),
policatibnicas cuya caracteristica es poseer dos ¢ mas grupos amino en Su estructura.
Aunque existen en la naturaleza otras moléculas con estas caracteristicas, tres de ellas han
sido las mas estudiadas, ya que existe una estrecha relacion en su biosintesis e
interconversion en el organismo, ademas de que se han implicado en numerosos procesos
celulares. Estas moléculas son Ja putrescina (NH;(CH;)sNH;z), la espermidina
(NHz(CH3);NH(CH;)aNH,) v la espermina (NH,(CH;)sNH(CH;)sNH(CH;):NH,) (Pegg,
1986; Ackerman y col., 2003).

El descubrimiento de la funcion de las poliaminas putrescina, espermidina y
espermina en la regulacién de diversos procesos tales como crecimiento, multiplicacion y

diferenciacion celular, ha despertado gran interés por su estudio en diversas areas de la



investigacion cientifica. Estas moléculas, a semejanza de los acidos nucleicos, los
aminoacidos y las proteinas, se encuentran distribuidas ampliamente en los sistemas vivos,
lo que constituye un indicativo de que su presencia es esencial para la realizacion de los
procesos basicos de la funcion celular (Seiler, 2003A). El metabolismo de las poliaminas ha
sido ampliamente estudiado en bacterias, hongos, levaduras y en células vegetales, asi
como también en animales. Estas aminas, ademas de encontrarse en forma de bases
alifaticas libres, pueden existir conugadas con carbohidratos, estercides, fosfolipidos vy
peptidos, también como unidades subestructurales dentro de numerosas familias de

alcaloides (Pegg, 1986; Seiler, 2003B).

Distribucion de poliaminas

Las poliaminas estan ampliamente distribuidas en los sistemas biologicos, aunque
las concentraciones relativas de putrescina, espermidina y espermina varian notablemente
en tipos celulares diferentes (Childs y col,, 2003).

En general, los procariontes tienen mas altas concentraciones de putrescina que de
espermidina y carecen de espermina. Los eucariontes tienen generalmente bajas
concentraciones de putrescina y tienen espermidina y espermina.

La putrescina es el precursor de la sintesis de la espermidina y la espermina. En las
celulas animales esta diamina se obtiene de [a ornitina, sin embargo, en las células
vegetales superiores, bacterias y hongos, Ja putrescina puede obtenerse a partir de agmatina,
que a su vez es producida por la descarboxilacion de la arginina (Pegg, 1986, Sjoholm,

1993)
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Biosintesis e interconversion

En los mamiferos, la biosintesis de poliaminas se lleva a cabo a partir del amino
acido semiesencial L-arginina, a través de su conversidn a ornitina, y subsecuentemente a
putrescina mediante la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) (Pegg, 1986, Teti y col,
2002).

La ornitina disponible para estas reacciones proviene del plasma, ademas de que
puede formarse dentro de las células, por la accion de la arginasa (Medina y col.,, 2003). Es
posible que esta enzima, ampliamente distribuida en los diferentes tejidos, se presente en
tejidos extrahepéticos con cobjeto de facilitar la disponibilidad de ornitina para la biosintesis
de poliaminas. Por esta razén, se ha pensado que la arginasa puede ser una de las enzimas
que regulan la etapa inicial en la biosintesis de poliaminas, debiendo recordarse que su
participacion fisiologica tradicionalmente estudiada se relaciona con el ciclo de la urea

La ODC es una enzima que depende para su actividad de fosfato de piridoxal. Se
encuentra en niveles bajos en las células en estados fisioldgicos de latencia. Su actividad
puede elevarse varias veces, como respuesta a diversos estimulos troficos, tales como
hormonas, drogas, regeneracion de tejidos y factores de crecimiento (Pegg v col,, 1994)
Aun asi, se ha observado que en el nifon de ratones (6rgano en el cual la concentracion de
ODC se eleva mas de 20 veces mediante estimulacion con androgenos), la ODC sélo
constituye 0.01% de la proteina citoplasmica total y 0.00012% en el higado de ratas
estimuladas con tioacetamida.

Para convertir a la putrescina en espermidina debe adicionarse un grupo
propilamina. Este grupo se deriva de la metionina, la cual primero es convertida en S-

adenosilmetionina y luego descarboxilada enzimaticamente por la S-adenosilmetionina



descarboxilasa (SAMD) (Medina y col, 2003). El producto de la descarboxitacion, S-
adenosithomocisteamina, se mantiene bajo y constituye el factor limitante en la formacion
de espermidina.

En esta reaccidon se produce metiltioadenosina, que se hidroliza por accion de la
enzima metiltioadenosina fosforilasa. La adenina que resulta de esta reaccion se recupera
como nucledsido. La metil tiorrbosa-1-fosfato es reconvertida a metionina. Este proceso
ocurre a través de una serie de reacciones, todavia no bien caracterizadas, pero que
involucran la produccion secuencial de -fosfato-5-S-metiltionbofuranésido, 1-fosfo-5-S-
metltiorribulosa y  2-ceto-4-S-metiltiobutirato  como intermediarios. Las células de
mamifero contienen todas las enzimas para la biosintesis de poliaminas, pero algunas lineas
de células tumorales carecen de metiltioadenosina fosforilasa y excretan la
metiltioadenosina producida en la biosintesis de poliaminas (Pegg, 1986, Medina y col.,
2003).

La SAMD de los mamiferos es activada por putrescina e inhibida por espermidina,
esta enzima, que depende del piruvato como cofactor, estd presente en los tejidos en muy
bajas concentraciones, equivalentes a 0.015 % de la proteina soluble en la prostata ventral y
a 0.0007% en el higado. Su actividad es también regulada por muchas hormonas y por otros
estimulos que promueven el crecimiento.

Es importante mencionar que la incorporacion de los grupos propilamina para la
sintesis de espermidina y espermina se llevan a cabo por la accion de [as enzimas
espermidina sintasa y espermina sintasa, respectivamente (Ackerman y col., 2003, Medina
y col., 2003).

A pesar de la similitud entre estas dqs reacciones, cada enzima tiene cierta

especificidad por su propio sustrato. Las amunopropiltransferasas estan presentes en



diversas células en cantidades mayores que las descarboxilasas. Se ha pensado que son
reguladas por la disponibilidad de sus sustratos, particularmente la  S-
adenosilhomocisteamina. Sin embargo, en el caso de la espermidina sintasa se ha observado
que también se eleva en respuesta a hormonas, regeneracion tisular y factores de
crecimiento celulares (Seiler, 2003).

Por otra parte, se ha demostrado que las reacciones catalizadas por las dos sintasas
son irreversibles, y que la conversién de la espermina en espermidina y de la espermidina
en putrescina ocurre /77 vivo, Esta interconversion tiene lugar por la accion de las enzimas
espermidina-N'-acetiltransferasa y propilamina oxidasa.

La primera enzima utiliza acetil-CoA para convertir a la espermidina en N'-
acetilespermidina y también acetila espermina, formando N'-acetilespermina. Estos
derivados acetilados son buenos sustratos para la poliamina oxidasa, que los utiliza de
manera eficiente, hidrolizando a nivel del hidrégeno interno para dar N'-
acetilpropionaldehido y putrescina o espermidina, en funcion del sustrato. En virtud de que
en condiciones fisiologicas los derivados acetilados son metabolizados rapidamente, se ha
propuesto que la acetilacidn es el paso limitante de esta interconversion y se ha demostrado
que la espermidina-N'-acetiltransferasa es inducida rapidamente y se incrementa
marcadamente después de la exposicion a agentes toxicos, que resaltan la conversion de
espermidina en putrescina y de espermina en espermidina.

En los tejidos de la rata se encuentran solamente pequedas cantidades de los
derivados acetilados, ain en el pico de induccidn, ya que la actividad de la poliamina
oxidasa es mayor.

En el ratén pueden encontrarse grandes cantidades de N'-acetilespermidina y de N'-

acetilespermina, ya que los tejidos de este animal tienen niveles veinte veces mas bajos de
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poliamina oxidasa. Sin embargo, ain en esta especie, los derivados acetilados son
degradados en unas cuantas horas.

Por otra parte, la putrescina puede ser oxidada por la diamina oxidasa, produciendo
v-amincbutiraldehide en lugar de convertirse a espermidina; este aldehido puede
posteriormente ser oxidado a y-aminobutirato (GABA), o dar crigen a compuestos ciclicos
(Thomas y Thomas, 2003). Pero la putrescina puede también ser acetilada por una enzima
microsomal y la monoacetilputrescina ser oxidada por una monoamina oxidasa, para
producir GABA, lo que podria ocurrir en tejidos como el cerebro, que tienen baja actividad
de diamina oxidasa.

La acetilacidon de las poltaminas puede llevarse a cabo también por una enzima
nuclear que, con espermidina como sustrato, forma preferentemente N¥-acetil espermidina.

Las poliaminas acetiladas han sido encontradas en sangre y orina, pero en
cantidades pequenas y no es clara la importancia de la acetilacion que permite la excrecion

de las pohiaminas (Wallace y col., 2003).

Poliaminas y diabetes experimental

Existe abundante evidencia que indica que las poliaminas juegan un papel
importante en la divisidn celular en muy diversos tejidos y que son constituyentes celulares
esenciales en el crecimiento normal (Pegg, 1986, 1988, Marton y Pegg, 1995). La actividad
de las enzimas que participan en su biosintesis aumenta durante las fases G y S del ciclo
celular, de manera que la concentracién de poliaminas se encuentra elevada al inicio de la

mitosis (Sjoholm, 1993).
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Recientemente Jurkowska y col. (1997) reportaron que en ratas a las que se les
indujo pancreatitis mediante cerulina, la administracion de un inhibidor de la ODC
disminuyd el indice de regeneracion de los acinos pancreaticos. Ademas, en islotes de
Langerhans aislados de ratas fetales cultivados in vifro y expuestos a glucosa, hormona del
crecimiento o factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) mas factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-I), se observa un aumento significativo en la
division de las células B, lo que se correlaciond con un aumento en la concentracion de
poliaminas (Sjéholm y col, 1990). El efecto de la L-arginina ha sido estudiado en el
pancreas de ratas diabéticas, en las que su administracidon causa un aumento en la
concentracion de putrescina, que se ha asociado con la recuperacion de l'a funcion
pancreatica (Méndez y Arreola, 1992). Se ha observado también que la administracion de
L-arginina causa una disminucion en los niveles de glucosa sanguinea y hay una clara
tendencia a la normalizacion del perfil de lipidos en ratas tratadas con aloxana y en menor
tiempo en ratas tratadas con L-arginina (Méndez y Balderas, 2001). Por estas razones,
consideramos importante estudiar el efecto de estas sustancias en la regeneracion de las
células [3 pancreaticas.

En estudios conducidos en este laboratorio se ha observado que en ratas Sprague-
Dawley tratadas con aloxana (120 mg/peso corporal) los niveles de glucosa, triglicéridos y
colesterol se elevan y revierten totalmente en un lapso de doce dias. Otros parametros
bioquimicos que se utilizaron fueron las concentraciones séricas de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y Apo B-100, cuyos niveles aumentan en pocas horas después del
tratamiento con aloxana, mientras que la lipoproteina de alta densidad (HDL) y la Apo A-I

disminuyen (Méndez y Balderas, 2001).
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Regeneracion de células 3

Es importante mencionar que las células de diferentes tejidos pueden depender de
sustancias diferentes que estimulen el proceso de division celular, por lo que una sustancia
que es mitogena en un tejido, puede no tener el mismo efecto en otro. Por ejemplo, el factor
de crecimiento neural estimula la division del tejido nervioso, mientras que el epitelio
uterino responde a los efectos mitogénicos de los estrogenos y los mitdogenos clasicos de los
fibroblastos son el factor de crecimiento epidérmico (EGEF), el factor de crecimiento
transformante o (TGF-o) o el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. En islotes
cultivados ir vifro y en estudios in vivo llevados a cabo en animales, se ha encontrado que
varias sustancias exégenas actuan en las células § estimulando su divisidn, mientras que
otras se elevan dentro de las células y dicho aumento es esencial para ello (Bonner-Weir,
1994; Bonner-Weir y Smith, 1994). Estas sustancias son la glucosa, aminoacidos,
poliaminas y proteina reg, entre otras {Okamoto, 1997, Sjoholm, 1993, 1996, 1997), asi
como también la participacion de sustancias que inhiben la replicacién de las células (8
como la pancreastatina, la proteina inhibidora del diazepam, la ciclosporina A y la

interleucina 10.

Neogénesis

Durante el desarrollo embrionario y después de que el pancreas se ha formado a
partir de dos evaginaciones del intestino anterior, los islotes de Langerhans se desarrolian a
partir del epitelio de pequefios conductos (Pictet y Rutter, 1972; Rosenberg, 1998) y de
novo a partir del mesénquima pancreatico (Debas, 1997). Parece ser que después de las

primeras semanas posteriores al nacimiento, en los mamiferos en condiciones normaies ya
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no existe formacion de nuevos islotes. Sin embargo, en estudios llevados a cabo in vivo en
animales adultos, se ha demostrado mediante microscopia de luz y electronica que la
recuperacion de la funcion pancreatica se debe, en algunos modelos de experimentacion, no
solamente a la division de las células [ residuales o preexistentes, sino tambien a la
formacion de nuevos islotes (Logothetopoulos, 1972; Gu y Sarvetnik, 1993) a partir de
conductos pancreaticos a través del proceso de neogénesis, evento durante el cual, celulas
del epitelio ductal se dividen y se diferencian a células endocrinas de los islotes
(Rosenberg, 1998). Un modeio en el que ocurre neogénesis, desarrollado en el criceto por
Rosemberg y Vinik en 1992 consiste en envolver la cabeza del pancreas con cinta de
celofan, en este caso ocurre obstruccidon parcial de los conductos y formacidn de nuevos
islotes a partir de ellos. Otro ejemplo es el modelo desarrollado en el ratén por Nora
Sarvetnick y su grupo en 1993 (Gu v Sarvetnik, 1993), en cuyo caso, ratones transgénicos
expresan el INF-y en las células 3, lo cual desencadena una serie de procesos que incluye la
infiltracion de linfocitos en los islotes, la destruccion de las células productoras de insulina
y la formacion de islotes nuevos a partir de los conductos pancreaticos. Cabe mencionar
que en pacientes con diabetes tipo 1 ¢ 2 no se han encontrado indicios de neogénesis.

En la formacion de istotes de Langerhans durante el desarrollo embrionario
participan varios genes. De ellos, los mas estudiados han sido el Pax 4, Pax 6, Pdx 1, islote
1 (isl-1) y el factor nuclear de hepatocitos-3f3 (Sander y Germans, 1997). Se ha demostrado
que el Pax 4 es indispensable para que las células B y & se diferencien a partir de células
precursoras y que cuando se inactiva dicho gene, las células B y & no se observan en los
islotes y hay un aumento en el numero de células a (Sosa-Pineda y col., 1997). Por otra

parte, en la neogénesis de islotes en el ratdon transgénico que expresa INF-y, se ha
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demostrado mediante técnicas inmunohistoquimicas que fos productos de la expresion de
dichos genes estan presentes en las células que daran origen a las células endocrinas de los
nuevos islotes (Kritzik y col., 2000). Asimismo, trabajando con el modelo de obstruccion
parcial de conductos pancreaticos, Rosenberg (1998) aisld una sustancia de origen
proteinico de los conductos en diferenciacion, a la que han llamado ilotropina, cuya
administracion a cricetos con diabetes experimental ha revertido el estado diabético hasta

en 60% de los ammales, comparado con 10% del grupo control.

Evaluacion de la proliferacion celular

Existen varias formas de evaluar la proliferacion celular, desde el registro de la
diferencia en peso del 6rgano o tejido, hasta el uso de anticuerpos. El registro del peso del
6rgano como indice de proliferacion celular puede conducir a errores, puesto que la
ganancia en peso puede deberse a la entrada de liquido o a la infiltracidon de otras células,
como ocurre en la inflamacion (Defazio y col., 1987). Por razones similares, la medicion de
la cantidad de DNA, como factor representativo de proliferacion celular puede no ser tan
exacto como se desea, de manera que resulte mas conveniente evaluar la sintesis del DNA o
el indice mitésico. El indice mitosico se determina contando 1000 células y de estas, las
que estan en divisidén . El namero de células que se encuentran replicandose se divide entre
1000 y se multiplica por 100, con lo que se obtiene el porcentaje de células que estan en
division. Es comun evaluar la proliferacion celular mediante la administracion de
colchicina, en cuyo caso se cuentan las figuras mitosicas detenidas en la metafase del ciclo
celular También se ha utilizado la administracién de timidina tritiada (*H-timidina),

evaluandose mediante autoradiografia. Actualmente se prefiere el uso de S-bromo-2'-



desoxiuridina (BrdU) (Davidson y col,, 1989, Defazio y col., 1987; latropoulos y Williams
1996) Esta sustancia, al igual que la H- timidina, se incorpora al material genético en la
fase S del ciclo celular, y a diferencia de la *H-timidina, puede hacerse evidente mediante el
empleo de un anticuerpo contra la sustancia, ademas de que el investigador no se expone a

radiacion y la técnica es mas rapida (latropoulos y Williams, 1996).

Modelos experimentales para estudiar la regeneracion pancredtica

Auln cuando el indice de regeneracion de las células productoras de insulina es de
solamente 3% por dia, éste ha podido ser aumentado considerablemente utilizando modelos
experimentales. La disminucion en el numero de células 3 es una estrategia que ha
permitido comprender algunos factores que intervienen en su regeneracion. Entre los
procedimientos mas comunes para disminuir el numero de células [ estan: a)
pancreatectomia subtotal (Tanigawa y col., 1997), en la que se retira un 90% del pancreas y
se genera un estado diabético en los animales intervenidos; b) pancreatectomia parcial
(Hardikar y col., 1999), en ia cual entre un 50% a un 60% del tejido pancreatico es
extirpado, y tiene {a ventaja sobre la anterior de que no se presenta un estado diabetico, por
Jo que no hay hiperglucemia, lo que permite estudiar el proceso de regeneracion en
condiciones mas semejantes a la normal; ¢) administracidn de sustancias que destruyen las
céiulas pancreaticas selectivamente, como la aloxana (Davidson y col, 1989) y la
estreptozotocina (Hardikar y col., 1989); d) destruccion inmune en animales transgénicos
cuyas células 3 producen el interferén y (Gu y Sarvetnik, 1993). En estos casos, ocurre

formacion de nuevas células 3 productoras de insulina.
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Por otra parte, en estudios in vitro se cultivan islotes en condiciones apropiadas,
teniéndose ta ventaja de que no hay interaccion con otros tipos celulares externos a los
islotes. En este modelo de investigacion se ha preferido el uso de islotes fetales, en los
cuales hasta un 95% de las células presentes son células (3, y la division celular que se
observa es mayor que en islotes aislados de animales adultos (Sjoholm, 1997) En algunos
trabajos (Otonkoski y col., 1994) se han utilizado también islotes de humane. Asimismo,
las lineas celulares han arrojado resultados importantes no solamente en el estudic de la
regeneracion, sino también en multiples aspectos de la regulacion del metabolismo de las

células 3 (Tanabe y col., 1997).

Planteamiento del problema

Recientemente fue publicado por este laboratorio que las ratas Sprague-Dawley
tratadas con una dosis de aloxana subumbral para inducir diabetes, recuperan su funcion
endocrina pancreatica espontaneamente (Méndez y Balderas, 2001) en un plazo corto de
doce dias. Este constituye un modelo en que el efecto téxico de la aloxana no es muy fuerte
y permite la recuperacion del mecanismo que regula la glucemia. Es importante determinar
si esta recuperacion de la funcidn endocrina es el resultado de un aumento en la
regeneracion de células B intrainsulares preexistentes y/o neogénesis. Asimismo, es
importante determinar si el tratamiento con L-arginina o sustancias derivadas de ésta, como
son las poliaminas, son capaces de acelerar estos procesos, favoreciendo la recuperacion

mas rapida de la poblacion celular productora de insulina en ratas tratadas con aloxana.
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Justificacion

Debido a que la diabetes tipo | es un sindrome que se presenta cada vez con mas
frecuencia en el ser humano y que el unico tratamiento farmacologico, fuera de los cuadros
de investigacién es la administracion de insulina, es urgente encontrar alternativas de
tratamiento y una posible cura. Es importante, por lo tanto, continuar la busqueda de
sustancias que favorezcan el restablecimiento de la poblacidn de células § en situaciones en
donde la poblacion pancreatica de éstas esta reducida, tal como en la diabetes meliitus. A
este respecto, la arginina y las poliaminas podrian favorecer la formacion de nuevas células
B, va que en ellas se ha demostrado la participacion de estas sustancias en el proceso de
replicacidén (Smith, 1992; Sjoholm, 1992, 1993).

St la L-arginina o las poliaminas estimulan la regeneracion de las células B
pancreaticas, podrian utilizarse con fines terapéuticos, lo que ofreceria nuevas opciones de
tratamiento para los pacientes diabéticos, considerando ademas, que son compuestos no

toxicos, que pueden ser utilizados a dosis relativamene altas.
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Hipotesis

La recuperacion del dafio inducido por la aloxana en condiciones que alteran el
control de la glucemia depende del aumento en la proliferacion de las células § y en su
neoformacion a partir de células ductales.

La L-arginina y las poliaminas promueven la divistén de las células (3 de los islotes
pancreaticos en las ratas tratadas con aloxana, facilitando asi su regeneracion y neogénesis,

asi como la normalizacion de la glucemia, trigliceridemia y colesterolemia.

Objetivo general

Estudiar la participacion de la proliferacion de las células B y de su neogénesis a
partir de otros tipos celulares en la recuperacion de la funcion pancreatica después del dafio
inducido por aloxana y si estos procesos son estimulados por la administracion de L-

arginina y poliaminas.

Objetivos particulares

a) Determinar en qué grado los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol se

alteran después de una inyeccion de aloxana (dosis subdiabetogénica).

b) Determinar s1 la alteracion producida en la glucemia, triglicendemia vy

colesterolemia de ratas tratadas con aloxana se correlaciona con el indice de

incorperacion de BrdU por las células 3.
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¢) Determinar si la alteracion temporal producida en los parametros bioquimicos de
ratas tratadas con aloxana puede corregirse con la administracidon de arginina v
poliaminas, mediante la promocién de la division de las células 3 pancreaticas en

ratas tratadas con aloxana.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo Experimental

Se utilizaron 147 ratas Sprague-Dawley, machos, de 300 + 10 g de peso. Un grupo
de siete ratas no recibid tratamiento alguno (grupo control sano). Al resto de los animales se
les indujo hiperglucemia temporal mediante la administracion de aloxana. Se mantuvieron
bajo un fotoperiodo de luz y oscuridad de 12 horas (la luz se prendid diariamente a las
06:00 horas) y suplementadas con agua y alimento ad /ibitum. Un grupo control de 28 ratas
recibio solamente aloxana al inicio del experimento {control con hiperglucemia temporal).
Los otros grupos, con 28 ratas cada uno, recibieron, ademas de aloxana en dosis unica, L-
arginina, putrescina, espermidina o espermina diariamente durante 3, 6, 9 0 12 dias

(Esquema 1)

Induccion de hiperglucemia

A 140 ratas se les administrd 120 mg de aloxana’kg de peso corperal por via
intraperitoneal en una sola ocasion. La aloxana se preparo disolviendo 0.5 g de aloxana en
2.5 ml de NaCl 0.154 M. A tal concentracidn, una rata de 300 g de peso recibid 180 pl dela
solucion preparada. Las ratas se distribuyeron al azar en 21 grupos de 7 animales cada uno,

sc alojaron por separado y se registro su peso corporal diariamente (Esquema 1).



1 Ratas Sprague-Dawley

machos
Grupo control | Administracion
(solucion salina) | I.p. de aloxana

| |
[ l

| Administracion
diaria de:
v v l i i
| Grupo control | Control  con | L-arginina Putrescina Espermidina | Espermina
'sano hiperglucemia
n=7 temporal n=28 n=28 n=28 n=28
n=28

|

. o

Administracion 1.p. de BrdU 4 horas antes de ser sacrificadas

Sacrificio en | Sacrificio a los dias 3,6, 9y 12

| eldiacero | en grupos de 7 animales B ]

Determinacion de las concentraciones séricas de glucosa,
triglicéridos y colesterol total.
Evaluacion del indice de incorporacion de BrdU por células (3

y células acinares pancreaticas. Observacion de la neoformacion
de células 3. "

Esquema 1. Diseflo experimental.
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Administracion de L-arginina y poliaminas

La L-arginina se prepard a una concentracion de 10 mM vy las poliaminas
putrescina, espermidina y espermina fueron preparadas a una concentracion de 10 uM,
puesto que estas concentraciones han resultado efectivas en estudios previos conducidos en
este laboratorio (Corona de la Pefa y col,, 2000). Todas las sustancias se administraron
diartamente en un volumen de 1 ml por via intraperitoneal entre las 8 y 9 de la mafiana,

iniciando inmediatamente después de la aloxana.

Evaluacion inmunohistoquimica y determinacion de la glucemia,

trigliceridemia y colesterolemia

Considerando que la deficiencia en la produccion de insulina ocasiona una serie de
trastornos metabolicos, como es la hiperglucemia, se evaluaron las concentraciones de
glucosa, colesterol total y triglicéridos séricos tanto en el grupo control sano como en los
animales con hiperglucemia temporal. En estos ultimos, las determinaciones se hicieron
después de la administracion de aloxana, entre 8 y 9 A.M., cada 72 horas, por 12 dias,
mediante procedimientos ampliamente utilizados en estudios previos (Méndez y Arreola,
1992, Méndez y Balderas, 2001). Brevemente, estos procedimientos se llevaron a cabo de
la siguiente manera:

En los dias 0 (grupo control sano), 3, 6, 9 y 12 de tratamiento {grupo control con
hiperglucemia temporal y grupos experimentales), las ratas fueron anestesiadas con 0.6 mi
de una solucion de ketamina S0 mg/ml (Ketalar) por via intramuscular y 0.3 ml de una
solucion de xilacina 20 mg/mi (Rompun) por la misma via; se extrajo sangre de la aorta

abdominal v se retird el pancreas, el cual se fijo en formalina al 10% para llevar a cabo la



técnica inmunohistoquimica, que se realizd en el Departamento de Patologia Anatomica del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Sigio XXI1.

Glucemia. Se determino por el método de Trinder (1969), el cual consiste en la
oxidacion de la glucosa a 4cido glucénico y peroxido de hidrogeno por la glucosa oxidasa,
con la subsiguiente cuantificacion del peroxido de hidrogeno liberado, usando 4-
aminofenazona y fenol, que por medio de la fenol oxidasa produce un complejo colorido
que absorbe a 540 nm. La concentracion de este complejo es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa.

Trigliceridemia. Se midieron mediante el métodeo de Wahlefeld (1974). Este método
se basa en la hidrolisis de triglicéridos por la lipasa, y el glicerol liberado es utilizado por la
glicerol cinasa y la fosfoglicerol oxidasa para formar peroxido de hidrogeno, el cual
reacciona con 4-aminofenazona y 4 clorofenol, produciendo un complejo colorido que se
mide a 620 nm.

Colesteroemia. Fue medido enzimaticamente, utilizando la colesterol oxidasa
(Siedel y col., 1983). La concentracion de colesterol total es proporcional al producto
colorido formado por la reaccion del peroxide de hidrogeno formado con la aminofenazona

y el reactivo de fenol y se midio la absorbancia a 540 nm.

Técnica inmuncohistoquimica

Se evaluaron también la regeneracion de las células (3 intrainsulares y neogénesis
mediante la técnica inmunohistoquimica de doble marcaje (Davidson y col., 1989; Gu y
Sarvetnik, 1993) A continuacién se describe brevemente esta técnica y una descripcidn mas

completa aparece en los apéndices A y B.
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Para identificar las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular, a los
animales de todos los grupos se les administré 1p. una dosis Gnica de 50 mg/kg de 5-
bromo-2'-desoxiuridina (BrdU), disueita en solucion salina 0.154 M (Defazio y col., 1987,
Gu y Sarvetnik, 1993), a las 05:00 horas + 5 minutos y se sacrificaron entre las 09:00 y las
09:30 horas

Se extrajo el pancreas y se coloco en formaldehido amortiguado al 10% durante 2
horas, se deshidrato en soluciones con concentraciones decrecientes de etanol, se incluyd en
parafina colocando el érgano en las unidades de inclusion de manera que todo el organo
estuviera representado (cabeza, cuerpo y cola) y se hicieron cortes de 4 6 S um con un
microtomo (apéndice A), colocandolos en portaobjetos.

LLa técnica inmunchistoquimica se llevo a cabo en una camara humeda, se aplico el
anticuerpo primano contra BrdU (anticuerpo monoclonal de raton; dilucion 1:100), después
se adiciond el anticuerpo secundario biotinilado contra el anticuerpo primario (anticuerpo
poticlonal de cabra contra raton; dilucidon 1:50), se agregd el complejo estreptavidina
peroxidasa y se reveld la presencia de BrdU con diaminobenzidina. Para detectar la
presencia de insulina citosélica se aplico el anticuerpo primario contra insulina (anticuerpo
peliclonal de cobayo; dilucion 1:50) y el anticuerpo secundario biotinilado contra el
anticuerpo primario (anticuerpo policlonal de conejo contra cobayo; dilucién 1:50) se
adiciond el complejo estreptavidina peroxidasa y se revelo la presencia de insulina con

Nueva Fuchsina. Para mayor detalle, ver el apéndice B.
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Determinacion del indice de incorporacion de BrdU

El indice de incorporacidon de BrdU por células (3 intrainsulares y células acinares se
determind contando por lo menos 1000 células y calculando el porcentaje de células que lo
incorporaron. Este es similar al indice mitdsico, solo que se reporta como indice de
incorporacion de BrdU y no como indice mitdsico, porque lo que se cuenta no son celulas
en mitosis, sino células que llevan a cabo la incorporacion nuclear de BrdU, lo que ocurre
en la fase S del ciclo celular. Las células se seleccionaron al azar, orbervando cabeza,
cuerpo y cola del pancreas con aumento de 40X.

El conteo de células que incorporaron BrdU se efectud en cortes separados por 10
cortes, empleando campos distribuidos al azar en cortes en que estuvieron representadas
cabeza, cuerpo y cola del pancreas. Se contaron por lo menos 1000 células por cada tipo

celular de cada animal.
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Analisis estadistico

Las medias de los datos obtenidos en cada grupo se analizaron estadisticamente
mediante la prueba de ANOVA (analisis de varianza) para un disefio experimental con dos
factores mediante el programa SPSS para Windows. La tecnica estadistica de ANOVA
permite la comparacion entre medias y sus respectivas desviaciones estandar e indica si hay
o no diferencia entre ellas. En cada uno de los casos nos interesd comparar las medias de la
incorporacién de BrdU va sea por las células B intrainsulares o por las células acinares, o
bien los parametros bioquimicos evaluados en el mismo dia, para lo cual, despues de
determinar la existencia de diferencias entre grupos mediante la ANOVA, se realizo la
pruba post. hoc de Tukey. Los valores se consideraron estadisticamente significativos a p

<005
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RESULTADOS
Peso corporal y pardametros bioquimicos

Se midieron el peso corporal, glucosa, triglicéridos y colesterol total séricos a los 3,
6, 9 vy 12 dias en ratas hiperglucémicas sin tratamiento y ratas hiperglucémicas tratadas con
L-arginina, putrescina, espermidina o espermina. Hubo una pérdida significativa en el peso
corporal final de ratas con hiperglucemia temporal sin tatamiento con respecto al grupo
control sano (p < 0.05). Los pesos inicial y final fueron de 303.1 + 12 8 contra 344 5 + 7.8
y 3037 £ 132 contra 289.2 + 21 4 g (media + D.E.) para los grupos control sano y grupo
control con hiperglucemia temporal, respectivamente. No se observaron diferencias
significaivas en el peso entre las ratas con hiperglucemia temporal tratadas con L-arginina o
poliaminas y el grupo control sano, pero si con el tratado tnicamente con aloxana. Las
concentraciones séricas de glucosa, trighcéridos y colesterol total para los grupos control
normal e hiperglucémico se muestran en las Tablas 1-3. El tratamiento con aloxana indujo
la elevacion transitoria en la glucosa, trigliceridos y colesterol séricos, encontrandose sus
valores maximos al dia tres postratamiento. Posteriormente, sus valores regresaron a
aquellos del grupo control normal entre los nueve y doce dias después de la administracion
de aloxana. La concentracion de glucosa sérica fue de 128.6 + 6.4 mg/dl en el grupo control
sano, mientras que esta fue de 542.4 + 63.1 mg/dl en el dia 3 en el grupo tratado con
aloxana (p < 0.05) y posteriormente disminuyo, regresando a valores normales en el dia 12
La concentracion de triglicéridos y colesterol séricos mostraron un patron similar a la
glucosa, alcanzando niveles de 907.6 + 1549 y 106.0 + 114 mg/dl (media £+ D. E)),
respectivamente, en el dia 3 y disminuyendo de ahi en adelante (Tablas 2 y 3). En estos dos

parametros se regreso a los valores normales en el dia nueve.
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Tabla 1 Glucemia (mg/dl) en ratas con hiperglucema temporal tratadas con l.-arginina,
putrescina, espermidina ¢ espermina,

Tiempo (Control [.-arginina Putrescina ~ Espermidina  Espermina
(en dias)  con hiperglucemia
temporal)

0 (Control 128.6 6.4

sano)
3 542 +£63.1* 2352+ 13.6% 34790 £254* 3552 x274* 19921 145*
6 2475+ 12.8% 1741 £9.4* 221.2+£228 2218x241 1473 £16.9%
G 1547+ 11.5% 1579+ 142 144 .3 +13.7 14091123 1374=x55
12 1360278 1341 £8.6 131.5£97 1374105 1296 £57

Cada valor es la media + D E. de siete determinaciones.
“Diferencias significativas a p< 0.05 comparado con el grupo control sano.

*Diferencias significativas a p< 0.05 comparado con el grupo control con hiperglucemia
temporal,



Tabla 2. Trigliceridemia (mg/dl) en ratas con hiperglucemia temporal tratadas con L-
arginina, putrescina, espermidina o espermina.

Tiempo (Control L-arginina Putrescina Espermidina  Espermina
(en dias)  con hiperglucemia
temporal)

0 (Control 65375

sano)
3 907.6 + 154.9* 102.2 £ 9.3* 1554 £174* 1689+ 183* 88.1+83*
6 2344 +9.0* 90.7+88* [363+x147* 1421+168% 80 7+8.1*
9 774+£39 749+ 82 71.8+95 72582 70175
12 681151 74287 679+93 674179 654+£66

Cada valor es la media £ D E. de siete determinaciones.
*Diferencias significativas a p< 0.05 comparado con el grupo control sano

*Diferencias significativas a p<0.05 comparado con el grupo control con hiperglucemia
temporal.
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Tabla 3. Colesterolemia (mg/dl) en ratas con hiperglucemia temporal tratadas con L-

arginina, putrescina, espermidina o espermina.

Tiempo {Control L-arginina Putrescina ~ Espermidina  Espermina
(en dias)  con hiperglucemia
temporat)
0 (Control 654163
sano)
3 106.0 £ 11.4* 70.8 £54* 74T T 1* T1.4x75% 687168*
6 95 1+58* 733 +6.1* TL3£73% 709+74* 69.3+£69*
9 68.7+32 69.7+£52 681165 659+42 64761
12 69.7+45 664 £49 684 £73 665+49 64953

Cada valor es la media £ D.E. de siete determinaciones.

*Diferencias significativas a p< 0.05 comparado con el grupo control sano

*Diferencias significativas a p <0.05 comparado con el grupo control con hiperglucemia

temporal
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El tratamiento con L-arginina y poliaminas, en general, impidid la elevacion
drastica de los niveles de glucosa en el dia tres de tratamiento (Tabla 1) siendo dicha accion
estadisticamente significativa con respecto al grupo control con hiperglucemia temporal (p
< 0.05) El mismo comportamiento se observa con triglicéridos (Tabla 2) y colesterol total
(Tabla 3). Los valores que mas tienden a la normalidad son aquélios obtenidos con
espermina, aunque la arginina fue mas eficiente que la putrescina y espermidina en evitar la

elevacion transitoria en estos parametros bioquimicos.

Cambios histologicos inducidos por la aloxana

La aplicacién de la técnica imnumohistoquimica en el pancreas de animales sanos
mostro células 3 normales tefiidas para insulina (Figura 1a), mientras que tes dias después
de la administracion de aloxana se encontraron cambios degenerativos en los islotes de
Langerhans, que indican la accion toxica de é€ste compuesto. Las céluas [ se encuentran
dispersas y se localizan zonas en que estas son sustituidas por tejido conectivo y
posiblemente infiltrados por linfocitos (Figura 1b). En estos animales se observa una
regresion progresiva del dafio durante los siguientes dias y para el dia doce la morfologia de

los 1slotes de ratas tratadas con aloxana es casi similar a la de islotes de ratas sanas

Cambios regenerativos

Simultaneamente a la degeneracion de los islotes de Langerhans aparecen diversos
cambios histologicos que llevan al aumento o recuperacion de la poblacion de céiulas B
Primero se discutiran los cambios morfologicos y posteriormente el andlisis cuantitativo de

las células B y células acinares.
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Figura 1 Alteracion de la morlologia de! isloie de Langerhans inducida por aloxana. a)
[slote de una rata normal b) Islote de una rata hiperglucémica 72 horas después de la
administracion de aloxana (120 mg/kg, ip ) En esta figura se aprecia un nimero reducido
de celulas [. La msulina v la BrdU fueron detectados mediante la técnica
mmonohistoequimica de doble tincidon con nueva fuchsma v diaminobencidina,
respectivamente (20X).



Neogénesis de células  a partir de células ductales

Aunque en varios animales observamos la proliferacion de celulas ductales o la
presencia de insulina en éstas, como ocurrio en ratas con hiperglucemia temporal tratadas
con putrescina en el dia doce (Figura 2}, con espermidina en el dia tres y con espermina en
los dias tres y nueve, fue en un animal del grupo control con hiperglucemia temporal, en el
dia tres, donde observamos imagenes que muestran claramente el proceso completo de la
neogenesis de células 3 a partir de células ductales, es decir, replicacién y presencia
citoplasmica de insulina en células ductales, separacion de estas fuera del conducto y su
agregacion, lo que se interpreta como parte del proceso por el que ocurre la formacion de
nuevos islotes (Figura 3). También se observé una region focal, estructura que puede dar
origen a numerosos islotes, en una rata en el dia seis posterior a la administracion de
aloxana, (Gu y Sarvetnik 1993) (Figura 4). La region focal presenté un nimerc aumentado
de conductos, una caracteristica propia de dicha estructura, asi como también un numero
aumentado de células ductales tefiidas para BrdU y un islote completo bien formado,
caracteristica que comparten las regiones focales. No se encontrd ninguna otra region focal

en ninguna ctra rata en este estudio

Neogénesis de células B a partir de células acinares

En este estudio se observaron células {3 fuera de los islotes pancreaticos, las que en
adelante se denominaran celufas 3 extrainsulares. Estas comunmente no se encuentran
cerca de conductos y parecen surgir por transdiferenciacion de células acinares. La

posibilidad de que sean parte de islotes pancredticos es poco probable dada su distribucion
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Figura 2. Efecto de putrescina sobre la incorporacion de BrdU vy expresion de insulina por
c€lulas ductales. a) Se aprecia una célula ductal que incorpora BrdU (flecha, 40X) b)
Celulas ductales que expresan insulina (flecha, 40X) Ambas preparaciones corresponden at
dia doce de tratamiento con putrescina
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Figura 3. Neogénesis de células 3 a partir de células acinares y células ductales. Células 3 surgiendo
por neogeénesis a partir de células ductales en el dia tres después de la dosis de aloxana Las células
que tiien para BrdU pueden observarse en ambos conductos (flechas grandes). Se observa
claramenie una celula ductal que expresa insulina (cabeza de flecha) y células 3 dentro de un islote
que muestra incorporacion de BrdU(flechas gruesas). Ademas, se oserva replicacion de células B en
el islote adyaeente al conducto desento (20X)
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Irgura 4. Cambios mostrados seis dias despues de la administracion de aloxana. Se aprecia
una region focal en la que multiples conductos presentan un ntmero elevado de células
tefitdas para BrdU (flechas) Se puede observar claramente un islote en la region focal.
(20X)

LAy
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Se observaron células B extrainsulares dispersas entre el tejido acinar pancreatico en
el tercer dia posterior a la administracion de aloxana (Figura 5), asi como en el dia seis, dia
en que también se aprecian islotes pequefios. No se apreciaron células extrainsulares en
ratas tratadas con putrescina y estas no fueron abundantes en ratas tratadas con espermidina
y se encontraron islotes de tamafio moderado en el dia nueve, los que probablemente
surgieron a partir de células acinares. En ratas tratadas con espermina en el dia tres de
tratamiento se observaron pocas células B extrainsulares, sin embargo, se aprecian

conjuntos de células muy cerca uno de otro, los que parecen estar formados unicamente por

células B.

Regeneracion de células [ intrainsulares

Las celulas B de ratas sacrificadas 3 dias después de la administracion de aloxana
mostraron un indice de marcaje de BrdU aumentado (Tabla 4 vy Figura 3). Sin embargo,
esto no siempre significd un mayor namero de células B en regeneracion por islote, sino un
mayor numero de islotes mostrando regeneracion, para el dia 6 el indice de marcaje de
BrdU en los islotes aumentd aun mas que en el dia tres (Tabla 4) y disinuyo en el dia nueve
Finalmente, doce dias después de la administracion de aloxana el indice de marcaje de las
celulas B fue similar al grupo control sano.

El tratamiento con L-arginina durante todo el periodo de estudio no aumentd
significativamente el indice de marcaje de BrdU en las células B intrainsulares con respecto

al grupo tratado con aloxana (Tabla 4), e incluso fue inferior en el dia 6 (p <0 001).
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Figura 6. Cambios en la acrividad celular ocasionados por el tratamiento con L-arginina a)
Presencia de células extrainsulares e islotes pequefios en el dia seis de tratamiento con L-
arginina 20X, b} Células acinares gue muestran un indice de marcaje para BrdU elevado en
el dia tres de tratamiento con L-arginina. 20X
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Tabla 4. Indice de incorporaciéon de BrdU (media £ D.E.) de células  en ratas con
hiperglucemia temporal tratadas con L-arginina, putrescina, espermidina ¢ espermina.

Tiempo (Control L-arginina Putrescina ~ Esperrmidina  Espermina
(en dias)  con hiperglucemia
temporal)

0 (Control 0.34 +0.15
sano)

0.62 +0.25* 0.57x0.17 0.43 +0.21 0.45£0.23 0381016

)

6 0.96+0.19* 0.79+0.723 0.48£0.18% 049x0.21* 047 x0Q15*
8 0.49 £0.14* 0.41 £0.19 0.52+022 043017 074+£0.24

12 030014 0.37+£0.039 0.57+£020* 040 +0.18 0412016

Para obtener el indice de incorporacion (o marcaje) de BrdU se contaron 1000 celutas (3. Se
calculo de esta manera: celulas que tifien/numero total de células contadas (1000) X 100

“Diferencias significativas a p< 0.05 comparado con el grupo control sano.

*Diferencias significativas a p<0.05 comparado con el grupo control con hiperglucemia
temporal
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Las células 3 intrainsulares de ratas tratadas con putrescina mostraron un indice de
marcaje de BrdU inferior al encontrado en ratas del grupo control con hiperglucemia
temporal en el dia seis (p = 0. 001) y una elevacion en el dia doce (p <0.001) (Tabla 5).

Los animales tratados con espermidina mosiraron un indice de marcaje de células [3
inferior al grupo control con hiperglucemia temporal en el dia seis de tratanuento (p =
0.001) (Tabla 4), en los demas dias estudiados no hubo diferencias estadisticamente
sigruficativas.

El tratamiento con espermina en el dia tres de estudio no se relaciono con un
aumento en el indice de marcaje de BrdU de células 3 intrainsulares (Tabla 4) En el dia

seis se observd una disminucion significativa con respecto al control con hiperglucemia

temporal.

Replicacion de células acinares

El indice de incorporacion de BrdU de células acinares en ratas tratadas con aloxana
aumento a un nivel maximo en el dia tres (Tabla 5) y permanecid elevado en el dia seis con
respecto al control sano, mientras que en ratas tratadas con L-arginina en el dia tres el
aumento fue superior al mostrado por las células acinares de ratas tratadas con aloxana en
el mismo dia (p < 0.001) {Figura 6b; Tabla 5) y disminuy6 progresivamente hasta niveles
similares al control sano en el dia doce.

En ratas tratadas con putrescina el indice de incorporacion de BrdU de las células
acinares fue inferior al grupo controf con hiperglucemia temporal en los dias tres (p < 0.05),

seis {(p =0.001) y nueve (p < 0.001) (Tabla 5).



Tabla 5. Indice de incorporacion de BrdU (media = D E.) de células acinares en ratas con
hiperglucemia temporal tratadas con L-arginina, putrescina, espermidina o espermina.

Tiempo (Control L-arginina Putrescina Espermidina  Espermina
(en dias} con hiperglucemia
temporal)

0 (Control 0.17 £0.06

sano)
3 1.07 £ 040* 335+£061* 036+£0.03* 038+0.05* 021zx0.02*%
6 0.63+0.15* 1.14 £026* 027+004*% 045+0.04 026+003*
G 074 +0.15* 027+002* 031zx004* 024£005*% 032+£004*
12 012 £0.045 017+£002 018003 020003 035+0.05%

*Para obtener el indice de incorporacion (o marcaje) de BrdU se contaron 1000 células
acinares. Se calculd de esta manera: células que tifien/numero total de células contadas
(1000) X 100.

*Diferencias significativas a p< 0.05 comparado con el grupo control sano.
*Diferencias sigmficativas a p<0.05 comparado con el grupo control hiperglucémico.
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En ratas tratadas con spermidina el indice de incorporacién de BrdU por las células
acinares se comporto de manera similar a los grupos de ratas tratadas con putrescina (Tabla
5) y se observd una disminucion significativa en los dias seis y nueve (p <0.001) con
respecto al control con hiperglucemia temporal.

Finalmente, se observo un aumento en el indice de incorporacion de BrdU por las
células acinares en el dia doce, con respecto al grupo control con hiperglucemia temporal,
difinendo de la putrescina y espermidina en que el aumento es gradual desde el tercer dia

de estudio.
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DISCUSION

En este estudio evaluamos la capacidad de regeneracion de las células B
preexistentes mediante la incorporacion de BrdU en relacion a la alteracion y recuperacion
de parametros bioquimicos indicadores de la funcidén pancreatica, que incluyd las
concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos y colesterol total.  Asimismo,
determinamos si ocurre o no neogénesis de células B a partir de células acinares y ductales
en las ratas tratadas con aloxana y si el tratamiento con L-arginina o con las poliaminas
putrescina, espermidina o espermina tiene un efecto adicional.

La aloxana induce dafio a las células [} debido a la generacion de especies reactivas
de oxigeno, las que ocasionan dafio a los constituyentes celulares. En un intento por reparar
el DNA, usando para ello el NAD | las reservas de esta coenzima se agotan, por lo que la
célula no puede llevar a cabo su metabolismo normal y muere (Okamoto, 1997).

Como se ha reportado por este laboratorio (Méndez y Balderas, 2001), la arginina
promovio la recuperacion de la funcion endocrina del pancreas después de la
administracion de una sola dosis t.p. de 120 mg de aloxana’kg de peso corporal Los
resultados de este estudio concuerdan con los de Lazarow, quien en 1952 reporto que la
glucosa sérica recuper¢d sus niveles normales en una rata que recibio (l.p.) cuatro dosis
subumbrales de aloxana (30 mg/Kg de peso corporal). Estos hallazgos, sin embargo, estan
en desacuerdo con aquellos publicados por otros investigadores, quienes afirman que el
estado diabético en animales tratados con aloxana permance por meses o incluso por anos.
Tales diferencias podrian quiza ser explicadas por el hecho de que en el presente trabajo se
administro la dosis de aloxana intraperitonealmente, en lugar de utilizar la via intravenosa vy

que la aloxana fue disuelta en solucion salina, en lugar de solucion acida, siendo ésta uitima

35



la mas empleada. Algo que tambien ilama la atencidn es el empleo de altas dosis de aloxana
que rebasan los 200 mg/kg de peso. En nuestra experiencia, la hiperglucemia es severa
cuando se utilizan dosis de aloxana no oxidada superiores a 120 mg/kg, por ejemplo,. se han
alcanzado niveles de glucosa sérica superiores a 500 mg/dl cuando se administra una dosis
de aloxana de 180 mg/kg de peso corporal y hasta por arriba de 800 mg/dl con una dosis de
200 mg /kg en 24 horas, sin embargo, el numero de animales que muere se incrementa
considerablemente.

La espermina, a una dosis considerablemente menor, resultoé igualmente eficaz o
incluso superior que fa L-arginina en atenuar el aumento en los valores de los parametros
séricos en el dia tres de tratamiento, mientras que con la putrescina y la espermidina hubo
resultados menores pero igualmente significativos. Se ha reportado que la aminoguanidina,
una sustancia similar a la arginina, previene la apoptosis causada por especies reactivas de
oxigeno en células del ojo de rata, siendo mas eficiente mientras mayor es el tiempo de
incubacion de las células en presencia de esta sustancia previo a la administracion del H;04
(Giardino, 1998). Por otra parte, las poliaminas inhiben la peroxidacidén de microsomas de
higado de rata, debido a su interaccion con fosfolipidos de membrana (Tadolini y col,
1984), siendo mds efectiva la espermidina que la espermina. Es probable que la L-arginina
y las poliaminas, por la semejanza que comparten con la aminoguanidina, impidan la
elevacion de especies reactivas de oxigeno dentro de las células 3, lo que permitiria reducir
el dafio ocasionado por aloxana a estas células.

Por otra parte, las poliaminas pueden afectar significativamente a las membranas
bicldgicas (Schuber, 1989) y de esta manera modular la transduccion y la transmision de

sefiales mediadas por receptores (Koenig y cols, 1983). Debido a sus propiedades
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quimicas, estas moléculas pueden cambiar la fluidez de las membranas por
entrecruzamiento electrostatico con diversos componentes membranales, modificando
indirectamente diversas actividades membranales de manera simultanea. Hay evidencia de
que las poliaminas pueden estabilizar enzimas asociadas con las membranas del reticulo
endoplasmico y que inteactian con los ribosomas el reticulo endoplasmico rugoso (Raina y
Telaranta, 1967). De manera similar, las poliaminas interactuan con estructuras en la
superficie celular implicadas en diversas funciones de la insulina, modulando de esta
manera el transporte y el metabolismo intracelular de varias sustancias.

Se ha reportado que la administracion de difluorometilornitina (DFMO), un
inhibidor de la ornitina descarboxilasa (ODC), inhibe la sintesis de DNA por las celulas
acinares {(Logsdon y col. 1992A), e impide su replicacion en animales en que se ha llevado
a cabo la destrucciéon de acinos mediante la administracidon de cerulina (Jurkowska y col.,
1997), interfiriendo asi con el proceso de regeneracion pancreatica que ocurriria en los
siguientes catorce dias. Ademas, al estudiar la linea celular AR42), proveniente de celulas
acinares, se encontrd que éstas incorporan poliaminas (Nicolet y col,, 1991) y que la
administracion de DFMO inhibe la expresion del gene que codifica para la amulasa
pancreatica (Logsdon y col., 1992B), sustancia que comunmente se utiliza como marcador
de células acinares. Por otro lado, se sabe que la administracion de L-arginina puede activar
la sintesis de poliaminas en las células (Tapiero y col, 2002; Bansal y Ochoa, 2003).

Ei analisis morfologico indica que la aloxana causd dafo a las celuas [ de
los islotes pancreaticos, mismo que desencadend una serie de eventos que buscaron
restaurar su morfologia inicial. Las células acinares de las ratas tratadas con argmina

durante tres dias mostraron un indice de incorporacion de BrdU muy elevado con respecto
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al grupo control con hiperglucemia temporal (el que solamente recibido aloxana) Sin
embargo, éste no aumentd en las células [ intramnsulares. Es probable, aunque nuestro
trabajo no ofrece ia respuesta, que la L-arginina estimule la liberacion de insulina por las
celulas B no dafiadas, o que éstas la metabolicen para formar NO, que se sabe participa en
la secrecion de insulina, también, debido a que la dosis de L-arginina es superior a la dosis
empleada de poliaminas, podria ser que la céluia 3 produjera poliaminas a partir de €sta, en
dosis superiores a las que se emplearon, o que tanto el efecto observado con L-arginina y
con poliaminas se deba mas a un efecto protector contra la accion dafiina inicial de la
aloxana, puesto que la administracién de las sustancias estudiadas se llevo a cabo desde el
momento en que se administro la aloxana, y se sabe que existen sustancias que protegen a
las células 3 del dafio que la aloxana puede causarles. De esta manera, fa L-arginina y las
poliaminas evitarian que un gran numero de células 3 fueran dafiadas por la aloxana, y por
tanto, cuando se aplicaron, la replicacion total de la masa de células 3 inducida por aloxana
fue mucho menor, lo que concuerda con un menor grado de hiperglucemia al tercer dia de
tratamiento, cuando estas sustancias se administran adicionalmente a la aloxana. Si este
resuitara ser el mecanismo por el cual la L-arginina y las poliaminas reducen el grado de
aumento en la glucemia, trigliceridemia y colesterolemia causados por la aloxana, esto
explicaria, al menos parcialmente, la falta de estimulacion de las poliaminas scbre la
regeneracion de las células [ intrainsulares.

En ratas tratadas con aloxana encontramos un aumentc en la regeneracion de células
[} preexistentes y su neogénesis principalmente a partir de las células acinares en los dias
tres y seis después de una dosis unica de aloxana de 120 mg/kg de peso corporal en ratas

machos Sprague-Dawley. Esto explica parte de los resultados obtenidos previamente en

n
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este laboratorio, que indican que las ratas tratadas con la misma dosis de aloxana y sin
ningln tratamiento adicional se recuperan del estado hiperglucémico, restableciendo la
funcion pancreatica endocrina después de doce dias.

Wagun vy col. (1997) encontraron que en el modelo de ratén diabético inducido por
la perfusion selectiva de aloxana después de presionar la arteria mesentérica, la region
pancreatica dafiada muestra neogénesis, mientras que la region no afectada muestra
regeneracion, alcanzando una recuperacion completa después de un afio. Interesantemente,
ellos notaron que la incorporacion maxima de BrdU por las células B ocurrid en el dia cinco
después de la induccion de diabetes,

Los resultados de este estudio, en el que también utilizamos BrdU, indican que la
mayor incorporacion de este marcador en la célula B ocurrid en el dia seis después de la
induccion de Ja hiperglucemia transitoria (Tabla 4), v que en las células acinares se presenta
en el dia tres. Esta incorporacion fue mayor en los dias tres y seis (Tabla S) en presencia de
L-arginina, vy en ¢! dia doce en presencia de espermina, lo que podria explicarse como un
efecto de esta poliamina sobre el proceso de replicacion de las células acinares.

El aumento en la regeneraciéon que se observo en las células B dentro de los islotes
en ratas sacrificadas en el dia tres (Figura 2a), podria explicar por qué la concentracion de
glucosa sérica disminuye desde el dia seis en ratas tratadas con aloxana. La neogénesis de
las ceélulas B a partir de las células acinares ha sido ampliamente documentada (Gu vy
Sarvetnik, 1993), e incluso se ha propuesto que las células acinares sean precursoras de las
célutas ductales en las regiones focales, las que pueden diferenciarse a células §.

El marcado aumento en las células acinares que incorporaron BrdU en el dia tres

podria explicarse si consideramos a las células acinares como precursoras de las células que



habran de diferenciarse a células B, aunque no podemos descartar que la aloxana también
las dafe directa o indirectamente y que su replicacion sea con el fin de remplazar a las
células muertas, ya que se sabe que las células acinares también incorporan aloxana Por
otra parte, en ratones tratados con estreptozotocina se ha reportado que las células B surgen
de células precursoras que se encuentran dentro de los islotes, aumentando
considerablemente en numero en tan solo una semana (Zulewski y col.,, 2001). Estudios
similares se encontraron en islotes de rata y de humano cultivados in vitro (Guz y col,,
2001). Nuestro estudio no descarta la posibilidad de que las células que incorporan BrdU
provengan de celulas precursoras similares, lo cual podria ser posible.

Todos los procesos que intentan restablecer la cantidad normal de células 3 después
de un estimulo diabetogénico estan presentes, en menor o mayor grado, en la rata tratada
con aloxana, es decir, replicacion de células [ intrainsulares, asi como neogénesis de
células B a partir de células ductales y muy probabemente de células acinares. Como prueba
de ello esta el hecho de que tuvimos la suerte de capturar el proceso de neogenesis
completo a traveés de la diferenciacion de células ductales, ademas del proceso de
regeneracion, en una sola fotomicrografia tomada de una rata tratada con aloxana.

Aun cuando en este estudio solamente observamos el proceso de neogenesis
completo de las células 3 a partir de conductos pequefios en una rata, y que por lo tanto
resulta insuficiente para concluir que este tenga una participacion importante en la
recuperacion de la funcion pancredtica endocrina, estos resultados sugieren que puede
ocurrir neogenesis de islotes a partir de células ductales en la rata tratada con aloxana.

Los mecanismos moleculares que controlan los procesos de regeneracion y

neogenesis de la poblacion de células B no se conocen completamente, sin embargo, esté
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claro que ciertas sustancias tales como la proteina reg (Okamoto, 1997) y otras estan
involucradas (Bonner-Weir, 1994; Bonner-Weir y Smith, 1994). Este modelo podria ser
utiizado para estudiar la expresion de sustancias especificas durante la regeneracion y
neogénesis de las células [} pancreaticas, procesos que permiten la recuperacion de la
funcidon endocrina normal de este organo después de un insulto toxico (diabetogénico).

Estos resultados muestran la gran adaptabilidad del pancreas endocrino para tolerar
el dafo y la capacidad potencial que permanece en el pancreas exocrino para participar en
el restablecimiento de 1a homeostasis después de que la funcion endocrina de esta glandula
ha sido afectada. Aun asi, es interesante notar que las regiones focales no son abundantes
en las ratas tratadas con aloxana a la concentracion que nosotros utilizamos, puesto que
solamente una regién focal pudo ser observada en un unico animal en el dia seis posterior a
la administracion de aloxana. Esto no es suficiente para establecer diferencias cuantitativas
entre la region focal y el resto del pancreas.

A excepcion del tratamiento con espermina en el dia doce, el tratamiento con esta
sustancia, asi como con las demas poliaminas no promueve la incorporacién de BrdU por
células B y células acinares mas alla de lo que ocurre con L-arginina, aunque hay un mayor
numero de células ductales que se dividen en diferentes tiempos con el tratamiento con
espermina. En el grupo control con hiperglucemia temporal la presencia de células §
extrainsulares se asocia con un mayor indice de marcaje de BrdU de células acinares. Es
probable que esto haya ocurrido en los dias uno y dos en ratas tratadas con espermina, que
no se evaluaron, puesto que en el dia tres se presentan numerosos islotes pequefios. Que la
espermina haya promovido la incorporacion de BrdU por células ductales en Jos dias tres y

nueve de tratamiento, podria indicar que es posible que de alguna manera esté impedida la
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sintesis de espermina en ratas tratadas con aloxana, puesto que se sabe que la aloxana dana
al DNA vy {a célula invierte sus reservas energéticas en su reparacion. Ademas, aungue los
indices de incorporacion de BrdU por células acinares son inferiores a los del tratamiento
con L-arginina, se aprecia la tendencia a estimular la division de las células acinares en 0s
dias seis, nueve y doce por parte de la espermina, aunque solo el ultimo valor representa un
aumento con respecto al control con hiperglucemia temporal y es estadisticamente
significativo (p <0.05). La division de las células acinares podria deberse a una accion de
reacomodo celular después de que se han producido nuevos islotes, puesto que no se
observa formacion de nuevas células B extrainsulares. El hecho de que las ratas tratadas con
L-arginina presenten un indice de marcaje de BrdU de células acinares mayor que el
observado en las ratas tratadas con poliaminas pudo deberse a la diferente dosis utilizada,
puesto que mientras que la dosis de L-arginina fue [0 mM, la de poliaminas fue '0 uM.
Podria ser que el hecho de que la L-arginina esté presente en concentracion superior, les
permitiera a las células acinares sintetizar la o las poliaminas cuando estas se requieren, en
una concentracion mayor.

Al considerar la semejanza o diferencia de los datos aqui reportados con las de otras
fuentes debe considerarse que en este trabajo se evaluo la capacidad de incorporacion de
BrdU a las cuatro horas después de su inyeccion, siendo que en la mayoria de los estudios
utilizan 6, 12, o hasta 24 horas, por lo que en este estudio unicamente se marcan las céiulas
que en ese momento se encuentran en la fase S del ciclo celular y no arroja un valor
acumulativo, como ocurre en estudios que reportan mayor incorporacion de BrdU por

cé€lulas B3, acinares y ductales.
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La relevancia del presente trabajo radica en que se establece que tanto la L-arginina
como las poliaminas impiden de manera eficacaz la elevacion de los niveles sericos de
glucosa, trighcéridos y colesterol total a la vez que permite emprender otros estudios para
saber por qué mecanismos el pancreas endocrino responde a L-arginina y poliaminas, es
decir, quée otras moléculas o procesos bioquimicos estan implicados en la respuesta
pancredtica a dichas sustancias, y deja claro que aun pueden encontrarse otras sustancias
que ofrezcan proteccion a las células B pancreaticas o que induzcan la recuperacion
pancreatica endocrina después de un insulto diabetogénico. Asimismo, una idea mas clara
de como las poliaminas disminuyen el aumento en glucemia, trigliceridemia y
colesterolemia en el dia tres podria obtenerse si se estudia la posibilidad de que la
administracion de L-arginina o poliaminas en el momento de la administracion de la
aloxana o previo a ella bastara para observar tal efecto. Por otra parte, podria evaluarse el
grado de dafio a las células B ocasionado por la aloxana en presencia de L.-arginina y
poliaminas en tiempos mas cortos, asi como evaluar su masa y su volumen, lo que
permitiria obtener datos mas cuantitativos, finalmente, podria emprenderse un estudio con
pacientes diabéticos para determinar en qué grado estos resultados son extrapolables al ser

humano.
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CONCLUSIONES

El dafio inducido por aloxana en los islotes pancreaticos de ratas Sprague-Dawley
tratadas con 120 mg/kg de aloxana (i.p.) es reveriido espontaneamente, observandose la
proliferacion de las céluals (3 intrainsulares y la neogénesis de este tipo de células a partir
de células acinares y ductales. Estos parecen ser los mecanismos por los que los parametros
séricos alterados vuelven a la normalidad doce dias después de la administracion i.p. de

aloxana.

La L-arginina y las poliaminas reducen parcialmente el aumento en la glucemia,
trigliceridemia y colesterolemia que se observa en el dia tres en el grupo tratado con
aloxana. El mecanismo probable por el cual esto ocurre es un efecto protector de dichas
sustancias contra la accion citotoxica de la aloxana sobre las células B, impidiendo fa

muerie de estas células.

Finalmente, establecimos un modelo de dafio a las células B que permite la
recuperacion rapida de éstas células. Modelo que si bien no es apropiado para estudiar los
efectos cronicos de la diabetes, permite entender los mecanismos de regeneracion
pancreatica y abre nuevas posibilidades de investigacion sobre la funcion de las poliaminas

y su precursor, la L-arginina, en la bioquimica y fisiologia del pancreas.
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APENDICE A

Procesamiento del tejido para microscopia de luz

El procesamiento del tejido para microscopia de luz implica, primero, el preparar el
tejido para el corte en el microtomo. Esto se logra incluyendo el tejido en parafina, sin
embargo, para que la parafina penetre al tejido, es necesario extraer el agua tisular y aclarar
¢l tejido con xilol. El proceso completo se realizo como se indica a cntinuacion.
1.- Se sacrifico la rata, se extrajo el pancreas y se coloco en solucién fijadora de formalina
al 10% por 2 horas
2.- Se sacd el tejido y se coloco en alcohol al 96% durante | hora
3.~ Se repitio el paso anterior
4.- Se retird ef tejido y se coloco en alcohol absoluto durante [ hora
5.- Se repitio el paso anterior
6 - Se retird el tejido y se coloco en xilol durante | hora
7.- Se repitid el paso anterior
8 - Seretird el tejido y se coloco en parafina liquida
9. Se retird el tejido y se incluyo en una unidad de inclusion.
J0.- Se dejo el tejido en la umidad de inclusion a temperatura ambiente hasta que se formé
el bloque con la parafina liquida que se virtio al tejido.
I11.- Una vez que los bloques se formaron y se enfriaron completamente, se colocod la
unidad de inclusion en el refrigerador para ayudar a la mejor compactacion de la parafina

del bloque.
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12.- Se retiraron los bloques de la unidad de inclusion y se guardaron a temperatura
ambiente.

13 - Cuando se utilizo el bloque, éste fue colocado previamente en el refrigerador.

14) Se corto en el microtomoa 46 5 um.

15 - La serie de cortes se colocod en un portaobjetos y se les adiciond alcohol al 50% (en
agua), para que los cortes de tejido se estiraran, evitando asi su plegamiento.

16.- Los cortes se colocaron en agua ligeramente caliente (a una temperatura por arriba del
punto de fusién de la parafina) conteniendo una cantidad pequefia de gelatina v se
vuelvieron a estirar para evitar su plegamiento.

17.- Se separ¢ la serie de cortes individualmente y se recuperaron colocando uno en cada
laminilia.

& - Las lamnillas conteniendo las muestras de tejido se colocaron en la estufa de

laboratorio a desparafinar durante | hora.
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APENDICE B

Técnica inmunohistoquimica

El procesamiento de las muestras de tejido para inmunohistoquimica indirecta,
técnica que consiste en detectar una sustancia en el tejido, en nuestro casc insulina,
mediante la aplicacion de dos anticuerpos, se describe mas adelante. En dicha técnica, se
aplica un anticuerpo primario, el cual va dirigido contra la sustancia que deseamos detectar
en la muestra de tejido y, posteriormente, un anticuerpo secundario, el cual va dirigido
contra la inmunoglobulina que constituye al anticuerpo primaric. El anticuerpo secundario
se administra como un complejo que contiene peroxidasa, después se administra un agente
revelador del anticuerpo secundario y esto nos indicara la presencia de la sustancia de
Interes

La técnica inmunohistoquimica debe llevarse a cabo cuidadosamente, respetando
los tiempos establecidos para que la inmunotincion se lleve a cabo eficientemente. Por la
importancia que ha recibido en los Ultimos afios, en esta tesis hemos decidido separarla en
varias fases e incluir todos los detalles que tuvimos que cuidar para su repeticion exacta €n

cada una de [as muestras que se trabajaron Los reactivos utilizados fueron de la empresa

Biogenex.

Fases de la inmunohistoquimica
a) Trabajo general previo.
b) Recuperacion del antigeno BrdU.

c) Inmunotincion del antigeno Brdl),
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d) Cubrir la biotina libre del antigeno secundario.

e) Inmunotincion del antigeno msulina.

1 Coniraste y montaje.

a) Trabajo general previo.

I.- Se contd con un tren de tincion que tenia dos recipientes con cada una de las siguientes
concentraciones de etanol: 100%, 96%, 90%, 80% y 70%, asi como tambi€n un recipiente
para preparar agua amoniacal en el momento requerido v un recipiente con hematoxilina de
Harris.

2 - Se reviso que la temperatura de la estufa que se utilizé fuera constante (70°C).

3- Se colocaron las lamimllas conteniendo el tejido en una canastilla para laminillas, y se
introdujeron en la estufa a 70°C, donde permanecieron durante 20 minutos. En este tiempo
se desprendid la mayor parte de la parafina.

4.- Se retirod la canastilla de la estufa y fue sumergida inmediatamente (sin permitir que las
laminillas se enfriaran} en xilol durante 10 minutos.

5.- Despues se transfirieron las canastillas a otro recipiente con xilol y se sumergieron 20
veces

6.- Se repitid el paso anterior en un tercer recipiente con xilol.

7.- Se sumergid la canastilla 20 veces en alcohol absoluto.

8 - Se repitid el paso anterior en otro recipiente conteniendo alcohol absoluto.

9.- Como en los pasos 7 y 8, se sumergieron las canastillas en etanol al 96%, 90%, 80% vy
70%.

10 - Se virtid solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS. pH 7 4) en un recipiente

Coplin y se colocaron las laminillas en €l
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L1 - Después de 3 minutos se descarto el PBS
12.- Se adiciond mas PBS.

13.- Después de 1 minuto se desecho e! PBS.

b) Recuperacion del antigeno BrdUJ

14 - Se vacio acido clorhidrico 2 N en el recipiente Coplin y se dejd durante 5 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se colocd el recipiente Coplin a 70°C durante 15
minutos

15.- Se desecho el HCL

16.- Se agrego tetraborato de sodio (Na;B,07; borax) 0.1 M al recipiente Coplin.

17.- Se regresd el tetraborato de sodio al recipiente en que se tenia la solucion al 0 | M.

18.- Se llend con PBS

18- Se desechd el PBS.

20 - Se adiciond mas PBS al recipiente Coplin y se dejaron las lamimillas durante 20

minutos.
21 - Cuando transcurrieron 10 minutos, se retiro el peroxido de hidrogeno (H,0,) al 3% del

refrigerador para que alcanzara la temperatura ambiente.

22 - Se desecho el PBS.

c) lincion del antigeno BrdlU

23.- Se vacio peroxido de hidrogeno al 3% (preparado en metanol absoluto) en el recipiente

Copliny se esperd 15 minutos.
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24 - Se regreso el peroxide de hidrogeno a su frasco

25.- Se adiciono PBS

26.- Se desechd el PBS

27 - Se adiciond mas PBS

28.- Sin desechar el PBS, se retiraron las laminillas del recipiente Coplin, se secaron con
gasa un poco mas alla de los bordes del corte histoldgico, se marcaron con un plumén
especial (adquindo con los distribuidores de reactivos para inmunohistoquimica) y se
colocaron en una camara himeda, tenendo el maximo cuidado de que los cortes. no se
secaran

29 .- Se adiciono el reactivo bloqueador de proteinas Power Block (solucion amortiguada de
caseina; dilucion 1:100) y se dejo incubando por 45 minutos.

30.- Se removio el exceso del reactivo bloqueador de proteinas inclinando la laminilla.

31.- Se aplico el anticuerpo primario contra BrdU (anticuerpo monoclonal de raton;
dilucién 1:100) y se incubd durante 3 horas.

32.- Se lavé con PBS (a temperatura ambiente), dirigiendo el chorro de PBS hacia un lado,
donde no estaba el tejido, manteniendo la laminilla lo suficientemente inclinada para que el
PBS fluyera rapidamente.

33 .- Se adicion® el anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal biotinilado de cabra contra
raton, diluciéon 1:50) y se incubd durante 45 minutos.

34 Selavo con PBS.

35 - Se adiciond el complejo estreptavidina-peroxidasa (dilucion 1:20) y se incubo durante
30 minutos.

36.- Se lavo con PBS.

37.- Se adicioné 3,3'-diaminobencidina {DAB) y se dejo durante 3 a 5 minutos.
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38.- Se lavo muy bien con suficiente PBS.

d) Cubrir la biotina libre del anticuerpo secundario

39 - Conforme se detuvo la incorporacion del DAB por las lamunillas tavandolas con PBS,
fueron colocadas en un recipiente Coplin contentendo PBS.

40.- Como en el paso 28, se retiraron las laminillas del recipiente Coplin y fueron colocadas
en una camara humeda.

41 .- Se adiciono estreptavidina para cubrir la biotina del anticuerpo secundario.

42 - Se lavo con PBS.

43 .- Se adiciond biotina para cubrir los sitios fijadores de biotina de la estreptavidina.

44 - Se lavd con PBS.

e) Inmunotincion de la insulina

45 .- Se adiciond el reactivo bloqueador de proteinas (preparado | en 10 con PBS) vy se
incubd durante 45 minutos.

46.- Como en el paso 30, se removio el exceso del agente bloqueador de proteinas, sin
lavar.

47.- Se adiciono el anticuerpo primario contra insulina (anticuerpo policlonal de cobayo;
dilucion 1:50) y se incubd durante una hora.

48 - Se lavo muy bien con PBS.

49.- Se adicieno el anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal biotinilado de conejo
contra cobayo; dilucion 1:50) y se incubo durante 45 minutos.

50.- Se lavo muy bien con PBS.
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S1.- Se adiciono el complejo estreptavidina-fosfatasa alcalina (dilucion 1.20) y se incubo
durante 45 minutos.

52.- Se lavd con PBS.

53.- Se adiciond nueva fucshina y se dejo durante 2 a 5 minutos.

54 .- Se lavo muy bien con PBS.

) Contraste y montaje

55.- Se colocaron las laminillas en una canastilla y fueron sumergirdas en agua de la llave,
moviendo la canastilla.

56 - Se transfiri6 fa canastilla a hematoxilina durante $ segundos, aproximadamente.

57 - Despues en agua de la llave.

58 - Se cambio el agua de la llave y se sumergo la canastilla, permitiendo que el agua
cayera en el recipiente sin que el flujo directo del agua incidiera sobre el tejido, pues podria
desprenderse.

59 - Se transfirieron las laminillas a agua amoniacal.

60 - Luego se enjuagaron nuevamente en agua de la llave.

61.- Se procedid a deshidratar las laminillas, colocandolas en la serie de alcoholes, como en
los pasos 7 a 9, pero en orden inverso, es decir, se comenzd en alcohol al 70% vy se termino
en alcohel absoluto.

62.- Se permitid que las laminillas se secaran.

63 - Se colocd un poco de medio de montaje acuoso en cada una de las laminillas.

64.- Se cubnd con un cubreobjetos.

65.- Se aplhcod barniz en los bordes del cubreobjetos. De esa manera, las laminillas

estuvieron finalmente disponibles para ser observadas.
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APENDICE C

Solucion de formaldehido (formol} amortiguado al 10%

a) Reactivos
Los reactivos para preparar la solucidn amortiguada de formaidehido al {0% son los

siguientes:

s formaldehido (37 a- 40%) (CH,0) 100 ml.
s fosfato de sodioc monobasico  (NaH,PO,) 4g
sfosfato de sodio dibésico (Na;HPO4) 6.5g.

» agua destilada

b) Procedimiento de preparacion
o Se peso tanto el NaH,PO4 como el Na;HPO4 por separado.
o Se Coloco agua caliente (= 90C®) en un recipiente, se adicion¢ el fosfato
monobasico y dibasico por separado y se agito en cada caso.
e Se dejd enfriar y se adiciond el | resto del agua.
e Se virtid el formaldehido y se agitd con una varilla de vidrio.

¢ Se guardo el formol bien tapado.
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APENDICE D

Como preparar el PBS (Phosphate-buffered saline; solucién salina

amortiguada con fosfatos)
Los tejidos presentan iones en solucion. Adicionar agua destilada a una preparacion
tisular puede dafar seriamente a las ceélulas, por ello, existen varios sistemas

amortiguadores, uno de ellos es el PBS.

a) Reactivos

Los reactivos para preparar la solucion amortiguada de fosfatos son los siguientes

s cloruro de sodio (NaCl) 720g
» fosfato de sodio monobasico  (NaH,PO,) 043 g
¢ fosfato de sodio dibasico (Na;HPO.) 148 g

» agua destilada (La suficiente para aforar a | itro).

b) Procedimiento de preparacion
¢ Se virtio agua destilada en un matraz Erlenmeyer y se coloco en una parrilla de
faboratorio para que se calentara. Una vez que aumento considerablemente la
temperatura, pero que no estd muy caliente, se virtieron las sustancias y se agito
hasta que se disuelvan.

» Se dejo enfriar (el volumen de los liquidos esta en proporcion directa con la
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temperatura), se transfirid a un matraz aforado y se llevo a | litro con agua

destilada.
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ARTICULOS DE REVISION

Neogénesis y regeneracion de las células [ pancreaticas

Roberto de Haro-Hernandez,* José D. Méndez”

Recepcion version modificada: 18 de junic del 2001

Resumen

Objetivo; Revisar la literatura biomédica acerca de la
neogénesis y regeneracion de las células [ pancredticas
con énfasis en la regulacion de estos procesos.

Diseno: Se localizaron los articulos mds relevantes sobre
el tema mediante una bisqueda en la base de datos
MEDLINE que comprendid de 1990 a 2000.

Resuliados: Los datos reporiados en la literatura demues-
rran que la diferenciacion de los islores de Langerhans a
partir de conductos pancredticos pequeitos durante la
formacién del pdncreas, en condiciones nonnales no
conrinda. Sin embargo, se ha determinado que en cierlos
modelos experimeniales in vivo la formnacidn de nuevas
células 8 puede ocurrir por neogénesis, para esto es muy
importante la expresion del gen Pax 4. El proceso de
regeneracion de células f3 es inducido por varias sustan-
cias, entre ellas glucosa, varias hormonas y ciertos facro-
res de crecimiento.

Conclusiones: Los mejores resultados observados con las
sustancias que estimulan el proceso de regeneracion de
las células [ se han obtenide empleando concentraciones
que rebasan los niveles fisioldgicos, por lo que su posible
importancia rerapéutica no es muy clara. Sin embargo,
existen posibilidades reales de que la proreina Reg pudie-
ra, en el futuro, tener aplicacién clinica.

Palabras clave: Pdncreas. islotes de Langerhans, célula 3,

neogénesis, regeneracion, Pax 4, proteina Reg, glicosa,
poliaminus.

‘Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Metabdlicas.

aceptacion: 5 de diciembre del 2001

Summary

Objective: To review the literature on Fcell neogenesis
and regeneration, with special interest in substances that
regulate such processes.

Design. Representative papers were selected through a
computer MEDLINE search from J990 to 2000.

Results: Several studies showed tharonce islets of Langer-
hans developed from small pancrearic ducts, this process
did not continue in normal adult individuals. However, i
has been published that new f-cell formation can occur in
VIVO In certain experimental models through neogenesis,
in which gene pax 4 is extremely binportant. On the other
hand, substances that stimulate the regeneraiive process
of Bcells include glucose, several hormones and certain
growth factors.

Conclusions: Substances that stimulate the regenerarive
process commonly express this effect in elevated, non-
physiologic concentrations; thus, their possible therapeu-
tic importance is not yet clear. Nevertheless, the Reg
protein, present in regenerative pancreas and implied in
neogenesis process, has actual possibilities of becoming
therapeuticallv important.

Key words: Pancreas, islets of Langerhans, B-cell, neogen-
esis, regeneration, pax 4, Reg protein, glucose, polyamines.
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Nepgénesis y regeneracion de las ¢élulas P pancredlicas

Introduccion

El pancreas es una glandula gque presenta funcion tanto
exocrina como endocrina. La secrecion exociina consta
de enzimas que son secretadas por los &cinos pancrea-
ticos y vertidas al duodeno. Estas cumplen ta funcién de
facilitar la digestion de los alimentos. La secrecién
endocrina, por otra pane, la constituyen varias hormo-
nas que participan en la regulacion del metabolismo de
carbohidratos, lipidos y protefnas. Dichas hormonas son
producidas y secretadas por las células de los islotes de
Langerhans, pequefios grupos celulares dispersos entre
los acinos pancredticos, cada uno formado por un grupo
de celulas B, rodeado de otros tipos celulares endocri-
nos.' Las células o secretan glucagon, las células f
secretaninsuling, las célulasysecretan somatostatinay
las células pp secretan el polipeptido pancreatico. Los
islotes de Langerhans presentan ademas otros tipos
celulares no endocrinos, como fibroblastos y macréfa-
gos. El volumen de los islotes comprende del 1 a 2% del
tejido pancreéatico, mientras que [as células [ constitu-
yende un60a 70% de lapoblacidn celular de los islotes
de Langerhans,

La insulina es sintetizada exclusivamente por las
células p pancreaticas y cumple la tuncidn de regular de
manera muy precisa fos niveles de glucosa sanguinea,
actuando principalmente sobre hepatocitos, adipocitos
y células del masculo estriado, para favorecer la capta-
cién de glucosa.? Ademas, posee actividad anabadlica,
favoreciendo la sintesis de glucdgeno, lipidos y protei-
nas.? Cuando por alguna razon disminuye o cesa su
produccion y liberacion al sistema circulatorio o bien no
cumple la funcién esperada, el individuo presenta sinto-
mas caracteristicos de diabetes,** como son: altas
concentraciones de glucosa en el plasma sanguineo,
polidipsia y polifagia. El funcionamiento de las célutas 3
pancreaticas suele afectarse en elhumano. Existenmas
de 100 millones de personas diabéticas en el mundo.

En condiciones normales las células 3 tienen un
indice de regeneracién de solamentie 3% por dia en el
individuo adulto y disminuye con la edad.® Aunque esta
es una cifra muy baja, resuita suticiente para sostener
una poblacién celular que produzca y secreteinsulinaen
cantidad apropiada para satisfacer su demanda en
individuos sanos. Sin embargo, en pacientes con diabe-
tes tipo 1, la insulina liberada es insuficiente y esto se
debe, principalmente, a que almomento de su diagnos-
tico, entre 80 y 0% de las células [ han sido destruidas.’
Ademdas, ef o los factores que desencadenan dicha
disminucion continuan danando a las células restantes,
hasta su desaparicion.*” La administracién parenteral
deinsulina ha sido la terapia empleada por mas de siete
décadas para el tratamiento de la diabetes tipo 1 y para
los pacientes con diabetes tipo 2, cuando en estos
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dltimos las sulfonilureas ya no son efectivas para esti-
mular la liberacion de insulina. Sin embargo, debido a
que la clencia médica no ha padido imitar la forma tan
precisa en que el pancreas secreta dicha hormona,
comunmente se presentan alteraciones a largo plazo
que danan a otros organos, lo que ha propiciado la
busqueda de nuevas opciones de tratamiento. Resuita
evidente que si se encontrara la forma de estimular la
proliferacion de las células productoras de insulina, de
manera que se lograra la regeneracién de la masa
celular inicial a partir de !a pobtacidn disminuida, o al
menos hacer posible la recuperacion parcial de la fun-
cidn pancrealica en e! paciente con diabetes, su trata-
miento seria mas prometedor, puesto que se evitarian
las complicaciones a largo plazo que la administracion
de insulina exagena no es capaz de prevenir.®?

Modelos experimentales para estudiar
la regeneracion pancredtica

Aun cuando el indice de regeneracion de las céelulas
productoras de insulina es muy bajo, este ha podido ser
aumentado considerablemente utilizando modelos ex-
perimentales, La disminucion en el nimero de células
es una estrategia que ha permitido comprender algunos
factores que intervienen en su regeneracion. Entre los
procedimientos mas comunes para disminuir el niumero
de células B estdn: a) pancreatectomia subtotal,'en la
que se retira 90% del pancreas y se genera un estado
diabético enlos animales intervenidos; b) pancreatecto-
mia parcial,' en la cual se extirpa entre 50 y 60% del
tejido pancreatico, tiene la ventaja sobre la anterior de
que no se presenta un estado diabético, por 1o que no
hay hiperglucemia, lo que permite estudiar el proceso de
regeneracion en condiciones mas semejantes a [0 nor-
mal; ¢) administracidn de sustancias que destruyen
selectivamente las células pancreaticas, como la aloxa-
na'?y la estreptozotocina; " y d) destruccidn inmune en
animales transgénicos cuyas células § producen el
interferén gamma.'? En esios casos, ocurre formacion
de nuevas celulas B productoras de insulina.

Par otra parte, el cultivo de islotes en condicionas
apropiadas, ofrece la ventaja de que la interaccion con
otros tipos celulares es reducida. En este modelo de
investigacion se ha preferido el uso de islotes fetales, en
los cuales hasta 95% de las células presentes son
células By la division celular que se observa es mayor
que en islotes aislados de animales adultos." En algu-
nos trabajos'® se han utilizado lambién islotes de huma-
no. Asimismo, las lineas celulares'® han arrojado resul-
tados importantes no solamente en el estudio de la
regeneracion, sing también en multiples aspectos de la
regulaciéon dei metabolismo de las células 3.
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Proliferacion celular en la regeneracion

Existen varias formas de evaluar la proliferacion celular,
éstas van desde el registro de la diterencia en peso del
organo otejido, hasta el usode anticuerpos. El registro del
peso del organo como indice de proliferacién celular
puede conduciraerrores, puesto quelagananciaen peso
puede deberse a la entrada de liquido o a lainfiltracion de
otras células, como ccurre en la inflamacion.'” Por razo-
nes similares, la medicién de la cantidad de DNA, como
factorrepresentativo de proliferacion celular puede noser
tan exacto como se desea, de manera que resulta mas
conveniente evaluar el indice mitdsico. E! indice mitésico
se determina contando las células en divisién, el numero
resultante se divide entre 1,000 y se multiplica por 100. Es
comun evaluar la proliferacion celular mediante la agmi-
nistracién de colchicina, en cuyo caso se cuentan las
figuras mitésicas detenidas en la metafase del cicio
celular. También se ha utilizado la administracién de
timidina tritiada (*H-timidina), que se evalua mediante
autorradiografia. Actualmente se prefiere el uso de 5-
bromo-2-desoxiuridina (BrdU}.'#*"'8 Esta sustancia, al
igual que ia *H-timidina, se incorpora ai material genético
en la fase S del ciclo celular, y a diferencia de la *H-
timidina, puede hacerse evidente mediante el empleo de
un anticuerpo contra la sustancia, la técnica es mas
rapida y no expone al investigador a radiacion.'™®

Neogénesis

Durante la formacion del pancreas en el desarrollo
embrionario, 10s islotes de Langerhans se desarrollan a
partir del epitelio de conductos pequenos,y de novoa
partir del mesénquima pancrealico.® Parece serque en
los mamifaros después de las primeras semanas poste-
riores al nacimiento ya no existe formacion de nuevos
islotes; sin embargo, en estudios llevados a cabo in vivo
en animales adultos, se ha demostrado, mediante mi-
croscopiade luz y electrénica, que la recuperacion de la
funcién pancredtica se debe, no solamente a la division
delas células Bresiduales o preexistentss, sino también
a la formacion de islotes nuevos (necgenesis)®'>'? a
partir de conductos pancredticos através delproceso de
transdiferenciacian. Durante este evento las células del
epitelio ductal se dividen y se diferencian a celulas
endocrinas deios islotes. Para inducir neogeénesis en el
namster, Bosenberg y Vinik®' (1982), envoivieron la
cabeza del pancreas con cinta de celofan, con esto hay
obstruccion parcial de fos conductos y formacion de
nuevos islotes a partir de ellos. Otro gjemplo es el
modelo desarrollado en el ratén por Nora Sarvetnicky su
grupo en 1988, en este caso, ratones transgénicos

expresan el interferén gamma (INFy) en las células 3, lo
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cual desencadena una serie de procesos que incluyen la
infiltracion de linfocitos enlos islotes, la destruccién de las
células productoras de insulina y la formacion de islotes
nuevos a partir de los conductos pancreaticos.'>!9.2
Cabe mencionar que en pacientes con diabetes tipo t &
2 no se han encontrado indicios de neogénesis.

Sustancias involucradas en la neogénesis

En la formacion de islotes de Langerhans durante el
desarrollo embrionario participan varios genes. De ellos,
los masestudiadoshansidoelPax4,Pax6, Pdx 1, islote
1 (isl-) y el factor nuclear de hepatocitos-33.2* Se ha
demostrado que el Pax 4 es indispensable para que las
células 3y & se diferencien a partir de células precurso-
ras, y que cuando se inactiva dicho gen, las células 3y
d no se observan en los islotes y hay un aumento en el
numero de celulas .2 Asimismo, en la necgénesis de
islotes en el raton transgenico que expresa INFy, se ha
demostrado, mediante técnicas inmunohistoquimicas,
quelosproductos de la expresion de dichos genes estan
presentes en las células que daran ¢rigen a las celulas
endocrinas de los nuevos islotes.?® Porotra parte, traba-
jando con el modelo de obstruccién parcial de conductos
pancreaticos, Rosenberg y su grupo'?® han aislado una
sustancia (s) de origen proteinico de los conductos en
diferenciacién, a la que han llamado ilotropina, cuya
administracion a hdmsters con diabetes experimental
ha revertido el estado diabético hasta en un 60% de los
anirales, comparado con 10% del grupo control.

Mitégenos de las células 3

Esimporiante mencionar que células dediferentestejidos
pueden depender de sustancias especificas que estimu-
len el proceso de division celular, porlo que una sustancia
que es mitdgena en un tejido, puede no tener el mismo
efecto en células de otro tejido. Por ejemplo, el factor de
crecimiento neural estimula la division celular del tejido
nervioso, el epitelio uterino responde a los efectos mito-
génicos de los estrogenocs, y los mitogenos clasicos delos
fioroblastos son el factor decrecimientoepidérmico (EGF),
el factor a transtormante de crecimiento (TGF-a) o el
factor de crecimiento derivado de plaquetas. En islotes
cultivados in vitroy en estudios in vivollevados acabo en
animales, se haencontrado que varias sustancias exége-
nas actuan en las células 3 estimulando su division;
asimismo, se han observado incrementos en los niveles
dealgunas sustancias endogenas que tambien son esen-
ciales para su division. ®'42%27 Estas sustancias son la
glucosa, proteinas, poliaminas y proteina Regentre otras.
Estas se analizan a continuacién.
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Neogénesis y regeneracién de las eélulas B pancredticas

Glucosa

Laglucosa, ademas de estimular la sintesis y secrecion
de insulina, también promueve la divisién de las células
B.1128281 ginfusion de glucosa durante 96 horas enratas,
da como resuitado un aumento selectivo de 50% en el
numero de células .2 En estudios in vitrola glucosa ha
mostrado un efecto menor pero significativo. Para que
dicho carbohidrato ejerza su efecto mitogénico en las
células productoras deinsulina, debe sermetabolizado,
puesto que se ha demostrado que la L-glucosa, D-
fructosa y 3-o-metilglucosa no son efectivas, y la admi-
nistracion de manohegtulosa, un inhibidor de la fosfori-
laciondelaglucosa, detiene ladivisiéncelular ® Porotra
parte, se sabe que las céluias 3 responden a la sefial
mitogénica de la glucosa aumentando el numero de las
gue entran en proceso de division y no por acelerar [a
duracion de su ciclo celular, el cual esta estimado en
14.9 horas, subdividido en una fase Glde 2.5 horas, una
fase Sde 6.4 horas una fase G2 de 5.5 horas y una fase
de mitosis de 0.5 horas.5¥

Es importante mencionar gue las concentraciones
de glucosa utilizadas en cultivos de islotes de Langer-
hans y las concentracicnes medidas en los animales de
tales experimentas, cominmente sonmayores a 15mm
{270mg/dL) y pueden llegarhasta 33.3mM (600 mg/dL},
siendo que la concentracion normal es de 5.5 mM (100
mg/dL}, y que existen estudios donde se ha demostrado
que la hiperglucemia altera a las células B, lo cual se
evidencia por la disminucion de la insulina secretada y
por el aumento en la secrecidn de proinsulina. Por
ejemplo, el cultivar islotes de humano no diabético con
altas concentraciones de glucosa (20 mM) durante 10 a
13 dias aumenta la cantidad de proinsulina liberada en
respuesta a glucosa o a arginina cuande se comgara
con el grupa cantrol, en el que los islotes son cultivados
conglucosa 6 mM.® Ademas, en pacientes con diabetes
tipo 2, en quienes predomina un estado de hipergluce-
mia, no se ha reportado un aumento, sino una disminu-
cion en la masa de células productoras de insufina.®

Sulfonilureas

Utilizada en el control de pacientes con diabetes tipo 2,
la tolbutamida, una sulfonilurea, estimula la division de
las células productoras de insulina. Esta sustancia sola-
mente ejerce su efecto mitogénico en presencia de altas
concentraciones de glucosa. Sise cultivan las células
con bajas cencentraciones de glucosa antes de su
exposicidn a la tolbutamida, se bloquea su efecto mito-
génico.* Por su parte, la glibenclamida presenta un
efecto mitogénico en células B Unicamente cuando se
administra a animales j6venes y s6lo durante los prime-
ros dias de tratamiento.®
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Leptina

En situaciones fisiopatoldgicas come la obesidad y en
situaciones fisioldgicas como elembarazo, las celulas [
deben aumentar su capacidad de producir insuiina,
puesto que la demanda de esta hormona aumenta
proporcionalmente con la ganancia en el peso corparal,
En dichas situaciones se ha observado un aumento en
eltamafo (hipertrofia) y ntmero (hiperplasia) de células
B. Las personas chesas comunmente presentan resis-
tenciaalainsuling, locuales perseun estimulo para que
dichas células aumenten en tamano y se dividan, Re-
cientemente se encontrd que fa leptina, hormona secre-
tada principalmente por tos adipocitos a fin de suprimir
la ingesta de alimentos via una accidén a nivel del
hipotalamo,® estimula la divisién de la linea celular
RINm5F, derivada de células B.¥ Sin embargo, la con-
centracidn utilizada en dicho estudio fue de 100 a 200
nM, una dosis supra-fisiolégica, siconsideramos que en
pacientes obesos la concentracion plasmatica de lepti-
na es de 1 a 5 nM. Mas significativos han sido los
resultados obtenidos por Tanabe y col.'®, quienes repor-
taron que en células de insulinoma de ratén (MING), la
leptina, en concentraciones de 1 a 5 niM, activa el
sistema de proteina cinasa activada por mitdégenos
{MAPK) y ocasiona un aumento en el nimero de céluias
en division, mientras que el blogueo de la unién de la
leptina a su receptor (ob-R) mediante el inhibidor PD
98059 detienecasiporcompletotantola activacion de la
MAPK como la proliferacidn celular. Si esto ocurriera
también en células f normales, considerando que pre-
sentan receptores a dicha harmona, explicarfa mejor la
divisidn de las celulas productoras de insulina en casos
de ganancia de pesc por cbesidad. Sin embargo, en
individuos obesos, la alta concentracién de acidos gra-
Sos circulantes, sibien es cierto que es un estimulo para
la secrecion de insulina, puede también alterar a las
células 3, y junto cen la resistencia a la insulina, alterar
la secrecidn de insulina y ocasionar un estado diabéti-
co.*® De hecha, la mayoria (80 a 90%) de los pacientes
que desarrollan diabetes tipo 2 son cbesos.*

Hormona del crecimiento

La hormona del crecimiento (GH), ademas de favorecer
el crecimiento y el metabolismo de las células corpora-
les, mediante acciones anabdlicas, lipoliticas y antina-
triuréticas,* actua sobre las célutas 3 para estimular su
divisién,.?? En estudios in vitrose ha demastrado que las
celulas P de islotas de Langernans obtenidos de ratas
fetales, neonatas y aduitas responden positivamente al
astimulo mitogénico de la GH.?*Esto no ocurre con otras
sustancias. Por ejemplo, en la rata, los aminoacidos
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estimulanla division de las céluias § preferentemente en
el estado fetal temprano, mientras que 'a glucosa tiene
su efecto mitogénico preferentemente al final de la
gestacion y durante toda la vida extrauterina.?En otros
tejidos, la GH ejerce sus efectos a traves de los factores
de crecimiento semejantes alainsulina (IGF-1y IGF-l).
Investigaciones llevadas acabo conislotes cultivados in
vitro parecen demostrar que la administracion de la GH
resulta enunaumento en iGF-1, y laadministracion de un
inhibidor del IGF -1 poco antes de la administracién de la
GH impide el aumento en el nimero de mitosis de las
celulas $.*' Aun cuando estos resultados parecen con-
cluyentes, se han publicado estudios que contradicen la
metodologiay que concluyen que enlas células B, el IGF-
1 no es mediador del efecto de [a GH.*2 Sin embargo,
aungue no fuera por estimulacién por la GH, la expresién
geénica del IGF-! estimula la proliferacion de las células
B,**y la administracion concomitante de glucosa mas
GH e IGF-1 provoca una respuesta aun mayor.*

Prolactina y lactégeno placentario

Durante el embarazo, la prolactina {PRL) y el lactégeno
placentario (LP, hormona somatomamotropina} estimu-
lan a las glandulas mamarias. En la mujer, por ejemplo,
el LP, producido por la placenta, se secreta a partirde la
sexta semana del embarazo y alcanza su nivel maximo
2 término, mientras que la PRL, sintetizada por 1a ade-
nohipofisis, es secretada desde la octava semana del
embarazo, alcanza un pico a término y continda secre-
tandose durante el periodo de lactancia. Se ha demos-
trado, en islotes de rata y ratén cultivades in vitro, que
ambas hormonas estimulan la produccion y liberacién
deinsulina, la sintesis de DNA yladivision delas células
B.'#! Sinembargo, mientras que taincorporacionde [*H]
timidina se lleva a cabo en cuestién de horas, la sintesis
de insulina y el aumento en DNA requiere de dias en
cultivo.*® Ademas, en los islotes de Langerhans los
receptores a PRL, LP y GH se encuentran Unicamente
en las células B,*"porlo que dichas hormonas no tienen
el mismo efecto en las células c o §.

Proteina Reg

Como se menciond previaments, la pancreatectomia
parcial o subtotal activa el proceso de regeneracion a
partir de la fraccién restante del 4rgano.'®™ En los
animales en los cuales se extirpa 90% del pancreas se
inicia la regeneracion, pero en aproximadamente 15
dias la divisién de las células §§ se detiene y dichas
celulas degeneran.® Esto puede prevenirse mediantela
administracién de inhibidores de la poli (ADP-ribosa)
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sintetasa, comolanicotinamidayla 3-amincbenzamina,
en cuyo caso la divisién celular continda.*#% |a poli
(ADP-ribosa) sintetasa es una enzima que utiliza el
NAD+ celular parasintetizar poli (ADP-ribosa).® Eneste
modelo de pancreatectomia sublotal, Okamoto vy su
grupo identificaron el gen que llamaron Reg {regenera-
cién) enislotes derata en regeneracién.’' Posteriormen-
te, el gen Reg se aisidé y se fransfirid a una cepa de
Saccharornyces cerevisae, donde se expresd eficiente-
mente como un polipéplide de 16 kilodaltones, y su
administracion in vitro e in vivo dio come resultado el
aumento de figuras mitésicas en las células B de los
islotes pancreaticos.*#325 Estudios recientes implican a
la proteina Reg en el proceso de necgénesis.> Otros
estudios en los que se han utilizado hibridacion in situy
tecnicas inmunochistogquimicas, revelan gue en ratas
normales y en humanos no diabéticos, el producto de
dicho gen, la proteina Reg, se sinletiza en los &cinos
pancreaticos y no en los islotes.** Al parecer, la protei-
na Reg cumple una funcién diferente, no bien conocida,
en la regién exocrina del pancreas. Estos estudios
revelan gue la proteina Reg podria eventualmente ser
utilizada en el tratamiento de la diabetes tipo 1, para
estimular la division de las células 3 restantes y asi
restablecer la funcién pancreatica.

Estudios adicionales sefialan la participacion de la
proteina Reg en la regeneracion de la mucosa intesti-
nal,”” por lo que es posible que la participacidon de la
proteina Regseatambieénimportante en laregeneracién
de otros tejidos aun no estudiados.

Litio

En 1921 Banting y Bestlograron aislar la insulina. Antes
de este acontecimiento tan importante, el litio, uno de los
elementos quimicos formado por los 4tomos mas pe-
quanos que existen naturalments, ya era utilizado como
agente antidiabético.*®Recientemente se ha encontrado
que ademas de sus efectos para disminuir la depresién
y la mania, tiene efectos mitogeénicos scbre las células
B.% aunque se sabe poco del mecanismo por el cual
ejerce 1al efecto.

Poliaminas

Las poliaminas son moleéculas alifaticas, palicatiénicas,
derivadas de la L-arginina, que participan en procesos
de division, crecimiento y diferenciacién celular.® Prac-
ticamente todos los crganismos presentan poliaminas.®
Estas sustancias son la putrescina [NH,(CH ) ,NH,], la
espermidina [NH,(CH,),NH(CH,) ,NH,] v la espermina
[NH,(CH,),NH {(CH,},NHCH,),NH |.%®% | a gintesis de
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putrescina se lleva a cabo porla enzima ornitina descar-
boxilasa {ODC), a partir de la ornilina. La putrescina se
convierte en espermidinay éstada origenalaespermina
por las sintasas correspondientes. Estas enzimas re-
quieren de S-adenosilmetionina como donadora de un
grupe propilamino, por lo cual, en la sintesis de esper-
midina y espermina se requiere de la accién de la S-
adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC).®

A pH fisiolégico las poliaminas presentan cargas
positivas en sus grupos amino, lo que les confiere la
capacidad de interaccionar electrostaticamente. Asi,
la espermina interacciona con los grupos fosfato del
DNA cargados negativamente y participa en su esta-
bilizacién.8s°

Hace ya varias décadas se demostré que la L-
arginina comparte con la glucosa la propiedad de esti-
mular la secrecién de insulina.®# Posteriormente se
encontré que en los islotes pancreaticos las poliaminas
se localizan principalmente enios granuios de secrecion
de las células p.* Sin embargo, se ha demostrado que
la arginina estimula la secrecién de insulina por una
accion a nivel de membrana sin depender de su conver-
sién a poliaminas ¢ a éxido nitrico (NO).5

La glucosa, hormona del crecimiento (GH), factor
de crecimiento derivado de plaquetas {PDGF) mas
factor de crecimiento semejante a ia insulina (IGF-1),
elevan ia concentracién de poliaminas intracelula-
res, 58758 Sg ha reportado que la administracion de o
difluoromstilornitina (DFMO), uninhibidor de la ODC,
més etilglioxal bis(guanithidrazona) (EGBG), un inhi-
bidor de la SAM-DC a islotes cultivados in vitro,
disminuyen la sintesis del mRNA de la insulina y la
concentracién total de proteinas, lo que se relaciona
con una disminucion en la concentracidn de putrescina
y espermidina.® Sin embarge, la concentracion nuclear
de politaminas no disminuye por abajo del grupo con-
trol, porlo que es posible que exista unatranslocacion
preferente hacia tal organelo.®® Se ha demostrado
también que la administracién de inhibidores de la
sintesis de las poliaminas no detieneladivisién delas
células P.™ Es posible gque la enzima caseina cinasa
2 sea la transductora de la accién de las poliaminas,
pues se sabe que dicha enzima depende de poliami-
nas, se eleva en respuesta a mitégenos y uno de sus
substratos, la oncoproteina Myc, se expresa durante
la divisidn celular.57

Actualmente estamos realizando ennuestrolabora-
torio estudios sobre sl efecto que tienen ta L-argininay
las poliaminas sobre la regeneracién de las células p
pancreaticas, puesto que en estudios previos hemos
demostrado que estas sustancias tienden a normalizar
tanto la hiperglucemia como la dislipidemia en anima-
les a los que se les ha inducido diabeles experimental-
mente.”}73
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Conclusiones

La regeneracion de las celulas p ha llamado la atencion
de los investigadores porque podria representar una
allernativa terapéutica en el tratamiento de la diabetes
mellitus, Laformacion de nuevas células productoras de
insulina resulta de la division de células B preexistentes
o bien de diferenciacion a partir de conductos pancrea-
ticos, proceso llamadoneogénesis. Enla neogénesis de
las células P paricipan los productos de genes como el
Pax4, mismoque se expresadurante la formacionde las
células [} durante la vida intrauterina.

En modelos animales experimentales la regenera-
cion de ias células [ ocurre en respuesta a glucosa,
hormona del crecimiento, prolactina y factores de creci-
miento. Sin embargo, el aumento significativo en la
division celular comunmente requiere de concentracio-
nes farmacolégicas, por o que su ulilidad terapéutica
alnno esmuyclara. Los avances de la investigacion en
esta area son considerables y se espera que pronto
pueda contarse con otros recursos terapeuticos que sin
duda ofreceran mejor calidad de vida para los pacientes
diabéticos.
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Background, We previously showed by using biochemical paramelers that male Sprague-
Dawley rats receiving a single intraperitoneai (i.p.) administration of alloxan (120 mg/kg
body weight) with no further treatment recovered endocrine pancreatic function after
12 days.

Meihods. Male Sprague-Dawley rats received an i.p. injection of alloxan (120 mg/kg
body wt), were killed at 3, 6, 9, or 12 days (n = 7). and their capactly o recover
endocrine function was evaluated by means of a) biochemical parameters, which inciuded
glucose, triglyceride. and total chelesterol measurements and b) nuclear incorperation of
3 -bromedeaxyuridine (BrdU) by [ and acinar cells as well as presence of neogenesis
from either ductal or acinar cells using double-staining BrdU-insulin immunohis-
tochemical technique.

Resuits. Three davs after receiving a single i.p. administration of altoxan, rats showed
increase in serum glucose. triglyceride, and total cholesterot concentrations. reaching
levels of 5424 £ 63.1, 907.6 = 1549, and 1060 = 2.7 mg/dL (mean * standard
deviation [SD]), respectively. ALthis time, increase in -cell replication was aiso observed,
although this reached maximum by day 6 (p <0.001). Replication was also present
in acinar cells. but these cells showed their maximum at day 3 (p <<0.001) and subsequently
decreased. as did B-cells, almost steadily to normal values by day 12, Neogenesis of (-
cells was observed mainly as transdifferentiation from acinar cells at day 3 and from
ductal cells at day 6, after which it tended 10 be normal.

Conclusions. Male Sprague-Dawley rats receiving a single L.p. alloxan dose tended te
normalize their endocrine function by day 12 after alloxan administration. This process
included both regeneration and neogenesis of pancreatic B-cells from either ductal or
acinar cells. © 2004 IMSS. Published by Elsevier Inc.

Key Words: B-cell. Alloxan, Regeneration, Neogenesis, Ductal cells. Rat.

Introduction tien. and transditferentiation of non-(-cells from either ductal
or acinar cells, called neogenesis (1-3). This latter process
occurred normally during fetal development and gave rise
to islets of Langerhans; in addition, it involved activation
of specific genes and differentiation of eptthelial cells from
- small ducts into endocrine cells (4.5). Once formed, islet f-
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Formation of new pancreatic (-cells is carried out in 1wo
ways: proliferation of preexisting P-cells, called regenera-
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Several anima! rodels were developed to study neogene-
is. which can occur even in adult age, as does wrapping
f pancreas in the hamster (7), transgenic expression of
-imerferon, whose expression 13 controlled by the insulin
romoter (8), and glucose infusion to mildly diabetic rats (9).
Neogenesis in these models appears to occur as follows: first,
livision of ductal epithelial cells occurred and then these
xpressed insulin; aflerward, they began migrating to form
slet-like cell clusters near ducts, which were thought to
ontinue adding newly formed endocrine cells until com-
L?lelely new islets were formed (9.10).

Some substances selectively destroyed pancreatic p-
ells {11,12). Alloxan is a diabetogenic substance used to
[nduce experimental diabetes for >50 years, and it usually
vas accepled thai this type of induced diabetes prevailed
foralong period (13-13). Early reports. however, showed that
lloxan-induced diubetes was not permanent but regressed
teadily in several laboratory amimals including rat and
wuse (16-18). More recently, it was published that, in
iabetic mouse mode) induced by alloxan after clumping
uperior mesenteric artery to achieve selective damage of a
ertain area of pancreas while sparing another, neogenesis
f 3-cells was present in the damaged region and regenera-
on in the spared region during the following days (19),
Ithough total recovery from diabetes lasted much longer.

We previously showed by biochemical parameters that
prague-Dawley rats treated with alloxan dose of 120 mg/
p body weight (BW) recovered from diaberic state during
e following 12 days {20} To what extent recovery of
ndocrine pancreatic function was due 1o regeneration and
eogenesis in this rat model is not yet known; therefore,
onsidering that diabetogenic insults triggered mechanisms
at attempted to reestablish normal pancreatic funcrion,
is study aimed at identifying to what extentregeneration and
eogenesis participated in recovery of endocrine pancreatic
nction in these animals and whether acinar cells also di-
ided during this time period.

Taterials and Methods

hemicals. Alloxan monohydrate and 3-bromo-2"-deoxyur-
dine (BrdU) were purchased from Sigma Chemical Co. (St
ouis, MO, USA). Mouse anti-Brd{J monoclonal antibody,
uinea pig anti-insulin polyclonal antibody, link antibodies,
eroxidase-conjugated streptavidin label, and streptavidin
lkaline phosphate label, as well as kits o delect actvity
f peroxidase and alkaline phosphalase by reaction with
iaminobenzidine and new fuchsin, respectively, were from
10Genex (San Ramon. CA, USA). All other chemicals were
f analytical grade.

nimals. Adult male Sprague-Dawley rals welghing
00 = 10 g were used in this study. Rats were kept in the
nimal facility of the Twentieth Century National Medical
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Center in Mexico City under standard housing conditions
with water and food available ad libitum and with a 12 h:
12 h lighvdark cycle, with lights tumed on at 066:00 h.

Diubetes induction. Altoxan solution (1.25 mol/L) was pre-
pared by dissolving 0.5 g alloxan in 2.5 mL 0.154 M NaCl.
The volume sclution was adjusted according to weight of
rais (36 mg/180 pL alloxan solution per 300 g/rat). Afler a
L 2-h fasting period, animals received intraperitoneally (i.p.)
a single alloxan dose of 120 mg/kg BW in saline solution
between 9 A M. and 10 A.M., considered as day O of treat-
ment and groups of seven rats were killed at days 3, 6, 9, or
12 after alloxan administration. Body weight was registered
duning the study.

Biochemical rests. Rats were anesthetized with 50 mg/kg
BW ketamine and 10 mg/kg BW xylazine injected inoramus-
cularly (i.m.). Blood from abdominal aona was collccted in
1esl tubes and allowed to clot and then centrifuged at 1,500 %
g in a Beckman CS-12R centrifuge to obtain serum, which
was used o determine glucose by method of Trinder (21).
by which glucose is oxidized by glucose-oxidase into glu-
conic acid and hydrogen peroxide, foliowed by the reaction
of hydrogen peroxide with 4-aminophenazone and phenol
catalyzed by phenol oxidase to produce a complex dye regis-
tered at 340 nm. Cholesierol was measured enzymatically
by cholesterol oxidase (22). Total cholesterol concentrations
were proportional to the dye product formed for reaction
of hydrogen peroxide release with 4-aminopheuvazone and
phenol reagent, measured at 540 nm. Trglycerides were
measured using the method of Wahlefeld (23). This method
Is based on triglyceride hydrolysis by lipase, and glycerol
formed is utilized by glycerol kinase, phosphoglycerol oxi-
dase. and peroxidase to form hydrogen peroxide, which
reacts with 4-aminophenazone and 4-chlorephenol to pro-
duce a complex that measured at 620 nm. Pancreas was
excised and placed in 10% buffered formalin.

Immunchistochemical analyses. To determine BrdU-label-
ing index, interpreted as number of B-cells incorporating
BrdU percent, rats received BrdU i.p. at a dose of 50 mg/kg
BW 4 h prior to being killed. BrdU-labeling index was
calculated by counting 1,000 insulin-stained cells from two
tissue sections of pancreas including head, body, and rail
according o the following formula: BrdU-fabeling index =
number of double-stained cells x 100/1.000. Double-stain
immunobhistochemical technique was carried out according
to standard protocols (8,24): briefly, paraffin blocks were
prepared and 4- 1o 5-pum sections were obtained using a
Leika microtome: sections were deparaffinized by placing
them in a laboratory stove at 70°C for 20 min and 10 min
in xylol, after which they were rehydrated in decreasing
concentrations of alcohol and phosphate-buffered saline
(PBS).

The first immunodetected antigen was BrdU, which re-
quired antigen retrieval, for this purpose, sections were

S T e



116 De Huro-Hernande: er al. / Arciuves of Medical Research 35 (2004) 114120

placed in 2 N hydrochloric acid and kept at 70°C for 13
min. Afterward, the reaction was stopped with 0.1 mol/L
sodiom borate and left for 20 min in PBS. Tissue sections
were incubated for 45 min with hydrogen peroxide and the
same time with the blocking agent, 3 h with mouse ant-
BrdU monoclonal antibody, 45 nun with biotinylated goat
anti-mouse anticody (link antibody), and 45 min with strep-
tavidin-peroxidase complex. Finally, peroxidase activity was
visualized with diaminobenzidine under light micrascopy,
and the reaction was stopped by rinsing with PBS. Subse-
guently, avidin and biotin were applied sequentially for 43
min each.

For immunohistochemncal wnsulin detection, tissue sec-
tions were incubated with blocking agent, guinea pig anti-
insulin polyclonal antibody, biotinylated rabbit ant-guinea
pig antibody (link antibody), and streptavidin-alkaline phos-
phatase complex for periods of 45 min each, and alkaline
phosphatase activity was identified using new fuchsin under
licht microscopy. Subsequently, tissue sections were coun-
terstained with Harris hematoxylin, dehydrated in increasing
concentrations of alcchol, and allowed to dry before mount-
ing with glycerin jelly and sealing slide borders with nail
polish.

Staristical analysis. Resulls were analyzed by using
ANOVA test for independent samples.

Results

Bady weight and biochemical puramerers. Body weight,
glucose, triglycerides, and toral cholesterol were measured
at 3, 6, 9, and 12 days in both control and alloxan-treated
animals. There were significant differences in body weight
between alloxan-treated and control groups (p <<0.03). Initial
and final weights were 303.1 = {2.8-3445 = |78 and
3037 £ 13.2-289.2 = 21.4 g (mean = SD) for control and
diabetic groups, respectively. Glucose, iglyceride, and Lotal
cholesterol levels were similar to those previously reported
by our laboratory (20). Briefly, mean serum glucose concen-
tration was 128.6 = 6.4 mg/dL in control group, while it
was 542.4 = 63.1 mg/dL on day 3 in alloxan-treated group
(p <<0.03) and steadily decreased to normaj values on day
12. Serum cholesterol and triglycerides showed 2 similar
pauemn o glucose, reaching levels of 106.0 =27 and
907.6 = 154.9 mg/dL (mean * SD), respectively, on day 3
and decreasing thereafter {Table I).

Table 1. Mean £ SD of glucose, triglycerides. and cholesterol in serum
of normal and alloxan-treated rats”

Time (days) Glucose Triglycendes Towal cholesierol
0 128.6 * 6.4 653 =73 654 = 6.3
3 5424 = 63.17 907.6 + 134.9° 106.0 = 2.7
6 247.5 * 12.8° 2344 + 9.0° 95.] = 53°
9 1547 = 1.5 774 +39 68.7 = 3.2
2 1360 = 7.8 68.1 = 5.1 69.7 = 4.5

*Concentration 15 expressed as mg/dL. Each value is mean = 8D of seven
determinations. Diabeles was induced with alloxan (120 mg/kg i p.); "Sig-
nificant differences at p <0.001 compared 10 the contrel group.

B-Cell regenerativn and necgenesis. Insulin was well de-
tected immunohistochemically in $-cells of normal and allo-
xan-damaged islets (Figures 1a and b). Rats killed 3 days
after alloxan administration showed increascd BrdU-label-
ing index in islet B-cells (Figures 2a and 3) and acinar cells
{Figures 2b and 4). However, this did nol mean that there
was a remarkably higher numnber of f-cells in some islets
but a higher number of islets showing regeneration, although
two BrdU-stained B-cells could rarely be seen in the same
islet. Acinar cells, on the ather hand, showed maximum
increase {p <0.001) at day 3 (Figure 4). This increase
wis in accordance with a higher number of individual extra-
islet B-cells scatiered throughout acinar celis (Figure 2c),
which can be thought of as B-cells arising through transdiffer-
entiation from acinar cells although it could also be due 1o
certain damage of alloxan caused directly on acinar cells.
Alsc noteworthy was the fact that anly in one rat was BrdU-
labeling index of the acinar cells increased (not shown).
This animal. however, showed increased regeneration of islet
B-cells and ductal cells. Surprisingly, in this rat the complete
process of neogenesis through transdifferentianon of ductal
cells could be appreciated (Figure 3), i.e., replication and
insulin expression by ductal cells and B-cell clusters near a
small duct.

At day 6. 1slet BrdU-labeling index increased even more
(p <0.001) (Figure 6a) and acinar BrdU-labeling index
rematned elevated. In addition, a focal region was observed
(Figure 6b}, which showed increased number of ducts. The
focal region presented increased number of BrdU-stained
cells and a well-formed entire islet. Focal regions were not
found at any other ume during this study. On day 9, replica-
ton ot B-cells diminished (p <0.03) as compared 1o day 6
(Figure 3). while that of acinar cells remained high (Figure
4}, and no extra-isler B-cells were found appeaning either
from small ducts or among acinar cells, Finally, {2 days
after alloxan administration, BrdU-labeling indexes of [3-
and acinar-pancreatic cells were similar io the control
group.

Discussion

We showed an increase in regeneration of preexisting B-cells
and neogenesis mainly from acinar cells to form new [-
cells at days 3 and 6 after a single alloxan administration
in male Sprague-Dawley rats. This is in accordance with
results from biochemucal parameters previously reported by
our laboratory in which Sprague-Dawley rats treated with
the same alloxan dose and with no further treatment recov-
ered from diabetic state and completely reestablished pancre-
atic endocrine funcuon after 12 days (20). Resules of this
study agreed with those of Lazarow (17), who reported in
1952 that serum glucose returned to normal levels in a rat
receiving four subthresheld doses v, of alloxan (30 mg/kg
BW). However, Lazarow found that rats receiving i.v. 100
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pire 1. Changes shown in pancreas of rat: 1) islet from a normal raf.
il by islet from a diabene conirol rat 24 h after alloxan injection (120
o/ g i.p.). Insulin and BrdU were detected by double immunohistochemi-
| s1ain techmque with new fuchsin and diamicobenzidine. respectively
().

2/kg BW took =1 year to recover from diabetes. Other
hipers published prior to 1970 also studied recovery from
abetes in several animal species. More recently, Waguri
al. (19) found that in diabetic mouse moedel induced by
lecuive perfusion of alloxan after clamping tbe mesenteric
ery. damaged pancreatic region showed neogenesis and
bndamaged regicn showed regeneration, reaching full re-
bvery from diabetes after | vear. Interestingly. these invesu-
tors noted maximum incorporation of BrdU on day § of
eir study. Apparently. however, our results had a point
disagreement with those repornted by other researchers,
o stated that the diabetic state in alloxan-treated ani-
als extended for several months or even vears. Such differ-
ces are perhaps explained by the fact that we administered

alloxan dose 1.p. rather than intravenously (i.v.); further-
ore. when alloxan was adminjstered i.p., doses as high as
D0 mg/kg BW were used (25). In our experience. when a
bse = 1 20 mefkg of nonoxidized alloxan was used, hyper-
ycemia was severe. For instance, glucose levels =500 mg/

Figure 2. Changes shown at day J afier alloxan administracion and double
immunchisiochemically stained with new fuchsin and diaminobenzidine to
detect insulin and BrdU: a) incorporation of Brdl! into aucieus of a Bcell
(arrows) (40x); b) acinar cells showing incorporaton of BrdU (arrows)
20, and c) neogenic B-cells arising from acinar cells (arrows) (20%).

dL were reached in a 24-h time period when a single alloxan
dose of 180 mg/kg BW was admunistered, but death rate
among treated rats increased considerably.

The increase noted in islet B-cell regeneration in rats
killed on day 3 (Figure 2) could explain why serum glucose

3 —

e
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Figure 3. BrdU-labeling index of B-cells at days 3. 6,9, or 12 after alloxan
adinmistration {120 mg/kg i.p.) {mean = 8D, n = 7).

coneentration diminished after day 6 in alloxan-treated rats,
Neogenesis of B-cells through differentiation of acipar
cells was amply documented (26,27), and acinar cells were
even proposed as precursors of ductal cells in focal regions.
which can differentiate into 3-cells. The marked increase in

Conitrei group

1.50 -] [ID Experimental group

BrdU-Labeling index
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&
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3 Br 9 12
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Figure 4, BrgU-iabeling index of acinar cells at days 3. 6. 9. or 12 after
alloxan administration (mean = SD, n = 7). Acinar cells were counted on
the same preparalions used 10 count islet B-cells.

Figare 3. Neogenic B-cells arising from ductat cells at day 3. BrdL-suined
cells canbe seen inboth ducts (large arrows), an insuliz-expressing ducte! cell
is clearly shown (shon amrow), and three exira-islet B-cells are evident
near the stnaller duct (wrowhead). In addition. a complete isler showing
incorporation of BrdU by P-cells can be observed {gross arows) (20x).

acinar cells we found on day 3 could be explained if we
think of acinar cclls as the ulumate providers of cells thar
will become (3-cells, aithough we cannot rule out that alloxan
also damaged them, causing their replicaton. On the cther
hand, it was recently shown that new B-cells arose from
intra-isler precursor cells in streptozotocin-treated mice, in-
creasing considerably in number inonly 1 week (28). Similar
resujts were obtained in rat and human islets cultured in
virro (29). Our study dees not discard the possibility that
intra-islet, BrdU-stained [3-cells proceeded from similar pre-
cursor cells, which could be plausible.

All processes that participated in reeslablishing the
normal amount of B-cells after insult were present in alloxan-
reated rat. Of these, the most prevalent was transdifferentia-
tien, although we were sufficiently fortunate 1o capture the
entire process of neogenesis through transdifferentiation of
ductal cells in addition to the regeneration process in a single
phetomicrograph. Ithas been known that alloxan can be taken
up by other cells in addition to [-cells (30). The possibility
does exist that at least in part, increase in BrdU-labeling
index noted in acinar cells could be due to a certain degree
of damage caused in such cells, hut also as we have already
noted to provide or replace acinar cells that will become
exira-islet f-cells. In this study, although we observed neo-
genesis of B-cells from small ducts in only one ral and
therefore it conld be insufficient to conclude that there was
significant parucipation of this process in overall recovery
of endocrine pancreatic function, these results suggest that
neogenesis in this manner can occur.

Molecular mechanisms that wigger and control regenera-
tion and neogenesis processes are yet 1o be known: however,
it is clear that certain molecules such as the reg protein (31)
and others (1.3,32) are involved. This model could be useful
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Figure 6. Changes shown 6 days after alloxan adminisuration: a) -cells
showing nuclear incorporation of BrdU (wrows) (20x), and b) a focal
region in which multiple ductules present a high number of immunohtsto-
chemically BrdU-swained cells (arrows) (20x). In this focal region, an islet
can be seen.

for studying expression of specific substances during regen-
eration and neogenesis, processes by which the endocrine
pancreas recovers ils normal tunction after diabetogenic
insult.

These results showed the high adaptability of endocrine
pancreas to damage and the potennial capacity that remained
in exocring pancreas 1o reestablish homeostasis after the
endocrine function of this gland was chaltenged. Even so.
1t is interesting to note that focal regions are not abundant in
alloxan-treated rats at the concentration we used, hecause
we noted anly a single focal region in only one animal at
day 6 in this study. This is not sufficient for establishing
quantitative differences between focal region and remainder
of the pancreas.

In conclusion, we found that regeneration of B-cells and
ncogenesis mainly from acinar cells occurred in alloxan-
treated Sprague-Dawley rals. These appeared to be at least
in part mechanisms by which altered biochemical parameters
tummed toward normality within a 12-day pericd of time after
single i.p. alloxan administradon. These biochemical and

immunohistochemical results support our previous observa-
tions with regard to recovery of pancreatic endocrine func-
tion in this experimentat model.
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