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Parte It: Introduccidén

1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL PANCREAS

El pancreas, siuado en la cavidad abdominal y delimitado por el marco duodenal y
el bazo, presenta dos funciones claramente diferenciadas, una exocring v otrz endocrina. Su
porcion acinar de funcion excering segrega al ducdeno enzimas dipestivas e iones, misntras
su funcion endoctina es Ilevada a cabo por los pequedos acumulos celulares que constituyen
lus islotes de Langechans. Estos estin formados por cuatro tipos celulares distintos: células
o, B, b y células PP, productoras respectivamente de glucagdn, insuling, somatostating y
polipéptido pancredtico. Presentan una distribucidn caracteristica. Las células o ocupan la
periferia, las 8, mayoritarias, la panie central del islote, y entre las dos se epcuentran algunas
células & v PP, Las hormonas que producen son liberadas directaments 2 los capilares
sanguinecs y 2 través de la vena porta son teanspornadas hasta el higado ¥ al resto del
orgamsmo {Esquema I).

Células o -+ Glucagdn
Células 1 @ = [nsulina

Células & e - Somatostating

Células PP — Polipéptido
pancredtico

Esguema I. Distribucisn de los 4 tipos celulares en el islate de Laoperhans. El islote pancredtico
cstd formado por céhilas ce, que ocupan la periferia del islote, cclulas B, situadas en la parte central,

¥ céhubas 8 y PP, distribuidas én 13 2ona intermedia.
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1.1. FISIOLOGIA DE LA CELULA S DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

La secrecidn de insuling por las célalas 3 de los islotes de Langerhans ¢s fundamental
¢n la regulacion de la homeostasia cnergérica ¥ en ¢l control de la glucemia. UTn aumento en
la secrecidén de insulina evita la hiperglucemia, mientras que el glucagdn y la adrenalina se
liberan £n caso de hipoglucemia. Las alteraciones funcionales de las células [ pancreiticas
desencadenan graves problemas metabdlicos como la diabetes mellims,

Se conocen muchos factores reguladores de la biosintesis y secrecidn de insulina.
Entre ellos: lps nutrientes {ademds de la glucosa, azicarcs distintos de la glucosa,
amincdcidos, cuerpos cetdnicos v dcidos grasos), mediadores del sistema nervioso
(noradrenalina, galanina, acetilcolina, pepiido intestinzl vasoactive (VIP)), eucosanoides
(PGE;), senales hormonales (plucapdn, péptido inhibitoric géstrico (GIF), GLP-1
{zlucagon-like peplide}, colecistoquinina) ¥ agentes farmacoldgicos (sulfonilureas). Asi pues,
los mveles de insulina sérica estin controlados en cada momento por las variaciones de las
concentracienes extracelulares de nutrientes, honmonas ¥ neurctrasmisores. La respuesta
insulinosecretora de la célula 8 a todos los reguladores fisiologicos ¢ ripida, produciéndose
scpundos después de la exposicitn a los estimules. Por otra pante, cambios en la situacién
fisinldgica del ammal (modificaciones debidas a factores ontogénicos, nutricionales o
endoctines) conducen a regulaciones adaptativas mas lentas de la célula @ (regulacion a largoe
Plazo}. Esias estdn representadas por vaniaciones en la cantidad de mRNA de 1a insulina. De
este modo, establecen el contenido de insulina de la céluia 3 que la capacita para responder
a [os cambios de glucosa sérica a lo largo del dia o periodos mis prolongados (Portha, 1991;
Docherty y Clark, 1994). Actualmente s& ha empezado a comprender come [0S nutrientes,
10s neurotrasmisores © las hormonas provocan variacionts ¢n ¢ierins factores intracelularcs
que pueden tener ¢l papel de mensajeros {cAMP, tones Ca*, fosfoinositoles) en estos
procesos (Portha, 1991, Liang y Matchinsky, 1994,

L1.1. Repulacitn de la biesintesis de insnlina

La insulina s sinlctizada a partir de un precursor, la preproinsuling, qué és procesada
Par proteolisis post-traduccional. Los 25 primeros aminodcidos de la molécula, que
Constitgyen el péplido sefial, permiten su entrada a la luz del reticula ¢ndoplasmatico mientras
5¢ estd sintetizando. Una ver dentro del teticulo, esta secucncia es eliminada, formindose l1a
Proinselina, En el aparato de Golgi, la proinsulina parcce estar asociada a un receptor
especifico presente en Ja cara intema de la membrana, La proinsuling abandona la parte trans
del Golgi incluida en vesiculas revestidas deo clatrina. Estas vesiculas ¢ grinulos inmaduros
suftivdn wpa acidificacidn de su contenido v la prodinsoling serd convertida en insulina
{Halhan, 1990}, Tres enzimas presentes en el grinulo inmaduro son responsables de esta
tonversion, Las cndopeptidasas BC 1y PC 2 cortan [os residuos bisicos entre el péptido ©
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y las cadenas A y B. La carboxipeptidasa H ¢limina 105 restduos terminales (Hatton, 1989).
El granulo pierde el revestimicento de clatrina y la vesicula madura que resnliz es un granulo
liso que contiene la insulina cristalizada {en forma de heximeros ¢on dtomos de Zn’*), una
cantidad equimolecular de pépiido C soluble ¥ un poco de proinsulina residual no procesada.
La vesicula madura puede almacenarse, secrelarse por exocitosis o degradarse por fusin con
lisosomas (Schnell ¥ col., 1988).

La plucosa es el principal regulador de la binsintesis de insulina, Los efectos de 1z
plucosa son esenclatmente: 1) A concentraciones de 3,3 mM o superiores, estitnula &) inicie
de traduccion mediante un incremento de la transferencia de mRNA citosélico a la fraccidn
ribosomal. 2) Incrementa la transferencia de mRNA de ]a insulina, una vez iniciada la
traduccidn, de ribosomas libres a ribosomas unidos a 1a membrana del reticule endopldsmico,
¥ 3) Incrementa lza elonpacion del mBENA de la prepreinsulina {Welsh y col., 1986}, Esta
estimulacidn de la waduccién de los mRNA de la preproinsulina se detecta 2 los pocos
minutes de la elevacidn doe la concentracion de glucosa (Welsh, 1989,

El control de la produccion de insulina a larpo plazo viene mediado por cambios de
expresidn del gen de la insulina, Asi, se observa una disminucién del mensajere de la
hommonza en situactones de ayvuno prolongade {Giddings y col., 1982}, Mientras una
exposicidn prolongada a Ta glucosa (varias horas) conduce a Ia mixima estimulacion de lz
ranscripeion del gen de la insulina y estabilizacion de 1os mRNA {Welsh y col., 1585). Los
mensajeros intracelulares implicados en el efecto de 1a glucosa sobre la sintesis de fa insulina
son poweo conocidos. La glucosa debe ser metabolizada en Ta cétula § pam ciercer su efecto
(Goodison y col., 1992: German, 1993). La lcucina y su producto metabdlico, el 2-
cefoisocaproato, incrementan la cantidad de mRNA de la insulina. Sefialan, por tanto, un
rapel del metabolismo mitocondrial en el control de la expresidn de oste gen (Welsh y col,,
1987). E1 glucapon a través de un incremento en 10§ niveles de cAMP estimula la expresién
de preproinsuling en presencia de plucosa. La somalostating v a dexametasona condugen a
ung disminucion de la cantidad de mBNA de la insulina a través de mecanismos que
mveducran al cAMP (Philippe, 1993 Knight y Docherty, 1992). Por otro lado, el papel del
calcio es controvertido. En alpunos estudios 12 induccidn de la wanscripeion de insuling ¢
inhibida por agentes bloquenntes de canales de Ca*r {Cfrat v col., 1991), mientras en otros
o oeurre (Goodison y cel., 1992) (Esquema 10
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Esquema I1. Mecanismos que regulan la hiosintesis de insulina,

1 mesabolismn de 1a glucosa v de 1a leucina a través de la glucolisis v i ciclo de Krebs genera una
O varias sefiales que afectan la produccion de insuling a varios niveles. Incrementa (2 (ranscripcicn del
gen, la vida media del mBRA de la iosuling, mediante una reduccitn de su degradacién, ¥ aumenta
la eficiencia de su traduccidn a proteina. Las hormonas afectan fa biosintesis de la insulina mediante
variaciones oo los miveles de cAMP. Un incrememo de cAMP activa la PKA, quec aumenta la
lranseripeion del gen de la insulina ¥ reduce la degradacion de su mRNA. E papel del Ca** en [a
mduccion de k iranseripoion de insuling no es claro (Decheny y Clark, 13594).

1.1.2. El promator de fa insulina

El conirol de la transcripcicn del gen de la insulina se lleva a cabo mediante la
mleraceién de factores de transcripcidnl con elementos i Presenies en ¢l promotor del gen.
El promotor de los genes de rale [ ¥ 1l ¥ ¢l promotor del gen de la insulina humana son los
Premotores de la insulina mejor caracicrizados, Los primeros elementos que se describieron
Un &l promoter de insulina de rata 1 (RIP 1) fueron los de espeeificidad de tejido (Edlung v
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col., 1985). Estedios de transfeccidn de células con diversas perciones del promotor RIP I
fusionadas al gen marcador CAT permitieron identificar varias secuencias ¢is y factores de
transcripeidn, unos con caracter ubicuo ¥ otros especificos de célula b. Mediante mutagénesis
del fragmento d¢ -333 2 431 se han determinado tres regiones que al ser modificadas afectan
de forma marcada la transcripeion del gen marcador. Una de ellas se ha identificade como
la caja TATA v las otcas dos coinciden con dos secuencias idénticas de 8 pb (GCCATCTG)
a -105 vy -231. Estos motives se denominaron caja IBE1 (o NIR) e IBE2 (o FAR),
respectivamente, y perienecen a un grupo mayor de secuencias cegutadoras de la especificidad
de tejide (Docherty y Clark, 1994),

Diras secuencias de interds son las cajas TAAT, una proximal a -77 y otras cuatro
alrededor de la posicion -198. Estas ltirnas se agrepan en ¢l denominado elemento FLAT,
muy proximo al elemento FAR, con el que funciona sinérgicamente. Esia regién de -198 a -
247, también denominada miri-enhancer FF, confiere 1a capacidad de respuesta a la glucosa
{(Meltoul, D. y Cerasi, 1994}, Por el momemnte s ha identificado on dnmice factor de
transeripeion implicado en la sefial de la glucesz, el Cl1, que se asocia al elemento FLAT
{Melloull ¥ col., 1993). También se ha podido identificar un elemento de respuesta a cAMP
{3"TGACGTCC3") entre Yas posiciones -184 y -177 {(Phillipe y col., 1990, Se ha postulado
que tanta el glucagon como la glucosa y algunos aminpdeidos pueden regular la transcripcion
a través de este elemento de respuesta incrementando Jos niveles intracelulares de cAMF. En
el esquema I1T s regumen los elementos de respuesta en ¢l promotor de insuling de raia |
identificados hasta el momento.

minienhancar FF

leB2 o FAR FLATGEZ THE IEB1 &M'A P TATA
——O-& -, o—
| W Lr
- [ ] - [ ] [ ] [ ]
300 250 200 -150 -1a0 =50

Esquema 111 Regidn promotora/reguladora del gen de la insulina de rata .

SHios de unitn a faclores de transcripeidn. Elementos involucrados en la transeripcidn del gen: Caja
TATA, IEB] (o pIR), IER2 (o FAR). Elementos que confieren especificidad de tejido: IEB1, IEB2
¥ FLAT. Elemenio de respuesta a cAMP; CRE. Elemento de respuesta a glucosa: mini-enfiancer FF.
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Diversos trabajos con animales transgénicos describen que los promotores de los dos
genes de insulina de rata y el promotor humano dirigen la expresion de genes de forma
especifica a las células 1§ del pancreas (Hanahan, 1985; Selden v col., 1986a; Adams y col.,
1987; Dandoy-Dvon y col., 1991}, Selden y col, {1986a) han demostrado que la estricta
tegulacidn gue se conoce de la expresidn de la insuling endégena por glucoss, aminodcidos
o agentes hipoglucemiantes como la tolbutamida se mantiene en €] transgén.

1.1.3. Repulacitn de Ia sccrecién de insuling

Los mecanismos pot los cuvales la glucosa conduce a un aumeeto de mensajeros
secundarios ¥ a la secrecidn de insulina no son bien conocidos, aengue probablemente lo hace
a través de miltiples vias. Gran nimerp de evidencias parecen indicar gue el trasportador de
gluepsa GLUT-2, especifico de pincreas e higadn, y la glucoquinasa estén involucrados en
el control del metabolisma de 1z glucosa en las células # de los islotes. Se ha propuesto que
estas profeinas achuarian conjuniamente come un glucosigio que modula la secrecidn de
insulina en respuesta a cambios en la concentracién de glucosa ciranlante (Meglasson v
Malschinsky, 1986; Newgard y col., 1990; JIohnson y col., 1990). Sin embarpo, la piucosa
debe ser metabolizada para producir las seiiales que conducen a la secrecion de insulina, La
nzfuizleza de estas sefzles es desconocida. Se requiere la metabolizacién de la glecosa-b-
fosfato a través de la glucolisis ¥ el ciclo de Krebs para obscrvar una eespuesta Secretora
adecuada, Sin embargo, una sensl de secrecién se puede producir durante la glucolisis pues
¢l gliceraldehido, que entra en esta via como triosa fosfato, es un potente estimulador de la
secrecién, Por e1 contratic, ¢l pinuvato, que se metaboliza en |2 mitocondria, sélo cs capaz
de amplificar 1a respuesta secretora a la glucosa. Diferentes hexosas (D-glucosa, D-galactosa,
D-manosa o D-fructosa) estimulan 1a secrecion de insulina de forma paralela a la velocidad
de su wilizacion en lz célula B. Por otro lado, el efecto estimmulador de 12 leucing o8 mediado
Por la metabelizacion mitocondrial del producte de st desaminacidn, el 2-cetoisocaproato.
Ademis de la leucina, otro secretagoge eficaz en ausencia de glucosa es la arginina. Sin
embargp, la argining no achiz a fraves de su metabolizacion, sino mediante despolarizacidn
de la membrana plasmética. La glutamina, por otro lado, poteneia lz estimulacién producida
PO la leucina, Maciligando 1a desaminacidn del glutamatoe por la glulamato deshidrogenasa
(Asherofl y Ashcroft, 1992},

La metabolizacion de la glucosa conduce a un aumento Je la relacion ATP/ADP,
Cambios en ¢l estado redox (conversion de NAID{PY® 2 NAD(PIH), cambios ¢n ¢ pH
intra:clular, un meremento de malonil CoA v un incremento del metabolismo de [osfolipidos
(Ducherty y Clark, 19943, La estimulacion por glucosa conduce, 1ambign, a una reduccion
Fipida y sostenida de la salida de X*. Esta sc produce por ¢f cicrre de los canales de K*
dependienies de ATP cuando azmenta la relacion ATPADP al metabolizarse e} azficar. Este
fendmeno conduce a la aberiuma de los canales de Ca?* por despolarizacion de la membrana
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plastdtica con entrada masiva de este ién y ¢n ¢consecuencia, estimula la secrecin de insulina
(Ashcroft ¥ col., 1984). En la célela §, el idn calcio juega vn papel crucial en el
acoplarmento estimulacidm-secrecidn. Un aumento en los niveles de Ca** citosélico en la
célula § es un prerequisitc para la liberacidn de los grinulos secretores (Wollheim y Sharp,
1981; Herchuelz y Malaisse, 1981; Hellman, 1986; Henquin, 1987) (Esquema IV},

Glucesa

Acelilcoling
Bombesing
COo¥

Kd-
Canal K--|

Adrenaling (o2} Glucagin ¥ Adrenalinal[al}
Somatostating GLP1  Insulina Snmatu;tailna
Galanina GIP Galanina

Esquema TV. Mecanismos de regulacién de |z secrecidn de insulina,

Inicio de 13 secrecicn de insulina por glucosa y sulfonilureas implica el cierre de los canales de K*-
ATP y entrada de Ca®* a través de canales de Ca®* dJe tipo L. La proteina quinasa dependiente de
Ca™ fealmodulina de tipo 11 {CaMKIL juega presumibiemente vn papel impontante en |a mediacion
de la secrecicn de insuling por Cz'*, Hormonas ¥ neurciransmisores actiian a diferentes nivelesen la
ctlula . Potencian |z secrccién mediapte activacidn de las protelna quinasas A y C, por cAMP y
DAG, respectivamente. Fsios mediadores sc producen en tespucsta a fa activacion de la adenilato
Cielasa (AC) @ la faskolipasa C (PLC) por la unidn de efcctores a receplores de membrana asociados
‘? Proteings G,y Gq' 1.2 activacion de PLC también produce 1P, que Hbera Ca’*de almacenes
Miracelulares, También se producen efecios inibidores de la secreciin, mediante inhibicién da la
adenilato ciclasa, por unién de cfectores a receplores asociados @ G; (Astcroft, 1994),
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Ademds, la amplitwd de Ja respuesta inselinica a la glucosa ne depende sdlo de la
comeentracion del metabolito en cada instante, sino también de la velocidad con que varian
¢stac concentraciones {Wollheim y Sharp, 1981). As{, un aumento brusco de la tasa de
plucosa provoca una respuesta secretora répida y transitoria, denominada fase precoz o 14
fase, la cual se corresponde con uns aberiara <e los canales de Ca’ v una liberacion de los
grannlos secretores adyacentes a la membrana. La fase tardiz, por el contrario, se desarrolla
lentamente ¥ persiste varias horas mientras la tasa de glucosa permanece elevada, Esta fase
implica Ja secrecidn de los grinulos maduros, pero en exposiciones cronicas al azmicar, se
liberan preferentemente aquellos que estin en cerso de sintesis (Esquemas VA, B).

8 A
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Esquema v, Respuesta insolinosecretora a la ghicosa,

A) Curva de respuesta insulinosecretora a concentraciones crecientes de glucosa, Mediante un
CXPETimento de incubacidn estitica de islates alslados, se observa un incremente de la secrecidn de
”I'IEUJ'II'I.a frenie a concentraciones creciemes de glucosa, que prificametie adguiere forma de curva
$igmoidal, B) Curva de respuesta insulinosecretora a la estimulacidn con elevada concentricién de
Elucosa. Mediante un experimento de perifusion de islotes aislados, en gue s¢ determing la cantidad
de insulina secretada minuio 2 minula, s& ohserva una curva secrelora bifasica caracteristica. Durame
lug Primeras minutos se produce una respuesta aguda, seguida de un coro periodo refraclario, que
Precede a un incremento sostenido de secreci6n de Ja hormona. Esta alcanza un estado de meseta que
*¢ Mantiene durante ol ticmpo de exposicion 3 elevada concentracién de glucosa.
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La secrecién de insulina inducida por glucosa también esta sujeta a modnlacién por
hormonas ¥ neurottansmisores. Entre los factores hormonales se conog¢en agentes tanio
estimeladores como inhibidores de la secrecién de insulina. Estimuladores potentes son el
glucagdn y las incretinas GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1-(7-37)), GIP (Glucase-dependent
Insulinotropic Polypeptide) vy VIP (Vaseactive Infestinal Pepride). Estos efcctores actian
mediante activacidn de 1a adenilato ciclasa provocando un incremento en los niveles de cAMP
{Lu v col., 1993; Wheeler v col., 1993). Distintos inhibidores de la secrecidn de Insulina,
como la adrenalina, somatostatina, prostaglanding E, ¥ galandna, también llevan a cabo su
accton mediante régulacion de los niveles de cAMP. Estas hormonas conducen a irn descenso
del nuclediido ciclice medante activacién de proteinas G inhibidoras {Sjéholm, 1991; Goke
y col., 1989, Seaquist ¥ col., 1989, Cormot y col., 1991). El Ca®* eitd infimamente
relacionade con los niveles de cAMP. Estos se regulan a través del complejo Ca®*-
calmoduling, que potencia la actividad de la adenilato ciclasa. Ademeas estd involiecrado en
el propio mecgnismo pov el enal €l cAMP estimula la secrecion de insulina, puesto que un
incremento de cAMP conduce a on incremento de entrada de Ca* a través de canales de
Ca’ dependientes de voltaje. Sin embargo, este mecanismo, que viens mediado por una
activacién de la proteina quinasa A, sélo es responsable de un 20% de la accidn del cAMP
sobre Ta secrecion de insulina (Ammild ¥ col., 1993) (Esquema [V},

El tercer elemenio a tener en cuenta en !a transmision de la sefial que conduce a la
secrecion de insulina es la hidrdlisis de los fosfatidilinositoles por 1a fosfolipasa €. El inositod
trifosfato generado mobiliza el Ca?* desde & reticulo endoplésmico, mientras el diacilglicero!
estimula la proteina quinasa C (PKC). Un incremento del flujo de fesfatidil inositoles conduce
a una ligera estimulzcion de la secrecién. Este ¢s ¢l mecanismo por el ceal achia la incretina
colecistoquinina (CCK). Sin embargo, en presencia de niveles elevades de cAMP 1la CCK
produce una dramdtica respuesta seeretora, inchuso con niveles moderados de glucosa. Esta
respucsta es mas pronunciada en la fase apuda de la seerceidn (Zavalich y col., 1988). Es
clare que las tres vias de sefializacién cstdn intimamente relacionadas entre 81 y gue (odas
ellas actdar a iravés de las proteina guinasas. La respuesla exoeitica se incrementa en gran
medida en condiciones que promueven la fosforilacién de proteinas, como activacion de las
Proteinas quinasas A, C y proteina quinasa dependiente de Ca**-calinodulina, o inhibicidn de
las proteina fosFatasas (Ammals y col., 1994). En ¢l esquema [V se resumen las distintas vias
de transduceidn de sehal, asi como los principales factores reguladores de la secrecidn de
insuling que se conocen en 1 actualidad. Finalmente, queda igdavia por establecer cueales son
los mecanismos moleculares, la naturaleza exacta de los substratos de Jas proteing quinasas,
Que conducen a 14 exocitosis del granulo de insulina.
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2. DIABETES MELLITUS

La alteracitn de 1a homeostasia de la glucosa sanguinea por disfuncién en [a secrecion
yfo accién de la insulina, conduce a diabetes mellitus. Esta es una de las enfermedades
metabdlicas més frecuentes en medicina humana, aunque afecta a muchas otras especies.
Incluye un amplio abanico de sindromes con diferentes etiologias que afectan de un 1 a un
6% de la poblacidn mundial. St manifiesta fundamentalmente por transtormos en el
melaholismo hidrocarbonade, pero también altera el de lipidos ¥ proteinas {Unger y Foster,
1985; Taylor y Agius, 1[988). Estas aleraciones metabdhicas son causa de graves
complicaciones a nivel vascular, ocular, repal y neural. Se distinguen difercntes tipos de
diabetes sepin el origen y tipo de alterzciones metabdlicas. De un 10 a un 25% de los
pacientes se agrupan en la categoria de diabetas mellinss dependiente de insulina (IDDM) o
diabetes tipo 1. La IDDM se manifiesta peneralmente antes de los 40 afos, frecuentemente
durante la adolescencia, y es debida 3 una destruccidn autoinmune de las células B. El
resultade &5 wna carencia insulinica que conduce a hiperglucemia ¥ cetonemia (Champsaur
¥ col., 1880). Los sintomas mds caracteristicos son poliuria, polidipsia y pérdida de peso. La
tetapia sustimtorna con insuling &5 imprescindible, no sélo para control de 1a hiperglucemia,
50 para evitar el coma diabético debido a cetosis espontinea y la muerte del paciente,

Mucho mis comiin es la diabetes no dependiente de insulina (NIDDM) o diabetes tipo
II. 8¢ manifiesta ¢n individuos adultes y, al menos en los estadios iniciales, no se caracteriza
por una deficiencia de imsulina, Por el contrario, se produte incapacidad de fa hormorsa de
actuar eficientemente en los tejidos diana. Esta resistencia 2 la insulina se evidencia al
observarse hiperinsulinemia acompafiada de¢ hiperglucemia. A diferencia de la IDDM, el
componente hereditario es clave en el desarrollo de NIDDM. La obesidad #5 vno de Ios
problemas mas imporamcs asociados a esta enfermedad. En estadios iniciales los pacientes
de NIDDM no requieren tratamiento con insulina para sobrevivir. La mayor parte recibe
tratamientos de dieta restringida con o sin hipoplucemianies orales. Algunos pacientes
Progresan a un estado de deficrencia en insulina y sc deben tratar con esta hormona,

La NIDDM no se define como una entidad paloldgica concreta, sing como un
sindrome que abarca una serie de patologias con caracleristicas comunes. Las causas de la
NIDDM son, por tanto, diversas, ¥ en la mayor parte de los casos, desconocidas. Desde un
Primer momente, se hz intentado buscar una caesa Gnica para esta mayoria de casos
desconacidos. Se han barajado diferentes hipétesis, unas basadas en la disfuncidn de las
Celulas B y otras en 1a resistencia 2 la insuling en los tejidos periféricos. El estudio de las
alteraciones de los principales gencs implicados en la regulacidn de Ja seerccidn de insaling
¥ de su accién en los tejidos ha de ser fundamental para comprender el origen y el desarrallo
de la enfermedad.

Dadg que la aparwion de NIDDM se produce en forma de una pérdida paulatina de
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la woleranciz a la glucosa, es posible que ¢l origen de esta alteracidn sea un fallo de la
funcionalidad de 1a célulz B (Hales, 1994). La insulinemnia basal de Ios pacientes con NIDDM
25 normal o elevada {DeFronzo y col., 1983). Sin embargo, en sitraciones de inctememo de
la glucemia, como en un test de toleranciz, se observa en 10s pacientes con NIDDM un nivel
anormalmente bajo de insulina sérica. Este defecto se observa tanto en la primera comeo en
la segunda fase de la seerecidn de la hormona. Por el contrario, no se observa alteracidn en
la respuesia insulinosecretora bajo un estimulo de mfusién endovenosa de arginina (Ward ¥
col., 1984}, Se han barajado diversas causas de esta falta de sensibilidad de la célula B a la
ghicosa, Estas podrian situarse en diferentes niveles de la via de captacionfuiilizacién del
agicar, Por un lado, 5¢ ha descrito ¢n varios modelos animales de NIDDM una disminucidn
de 13 expresidn del twansporiador de glucosa GLUT-2 ¥ se ha postulado como posible caunsa
de la enfermedad (Ohneda y col, 1993). Sin embargo, no es claro que éste sea un defecto
primans, ni fampoco que la reduccion observada sea suficiente para el desatzollo de la
NIDDM. En cambio, se ha confumade un case de NIDDM en humanos debido a una
mutzcién del GLUT-2 (Mueckler y col., 1994). Por otre lado, una disminueion de la
fosforilacidn de fa glucosa por la plucoquinasa en la célula B podria ser otra causa de
diabetes, Se ha podido establecer que las familias que desarrollan un tipo de NIDDM
denominado MODY (Marurity-Onser Digbetes af the Young) presentan diferentes mutaciones
£n este enrimg {Vionnet y col., 1992). También s& ha propuesto que una deficiente actividad
de la enzima micondnal glicerolosfato deshidrogenasa ligada 2 FAD puede ser causa del
desartollo de NIDDM. Se¢ ha observado disminnida su actividad en diversos modelos animales
como las ratas GK v Zucker fasfa, o los ratones db/db (Malaisse, 1994). Sin embargo,
basindose en el mismo modelo de rata GK, otros autores consideran que este defecto no es
causa primaria, sino consecuencia de la diabetes de cstos animales (Hughes y col., 19943,

La resistencia a la insulina puede definirse como una disminucidn del efecto bioldgico
de 13 hormona en los tejidos diana. En los pacientcs con NIDDM se aprecia tanto un
impedimento cn la captacién y utilizacion de 1a glueosa por los tejides sensibles a insulina
{misculo, higado y tejido adiposg), come un aumente de la produccion hepatica del azicar.
En un primer momento, la disminucidn del mimero de receprores de insulina en los tejidos
5 considerd como 1a causa principal de la falta de respuesta a la hormona. Sin embargo,
estudios posteriores sefialaron que probablemente éste era un efeclo secundario a la
hiperglucemia ¢ hiperinsulinemia y no causa primaria de esta anomalia. Ademds, muchos
atros factores contribuyen a 1a insensibilidad a la plucosa, come son la obesidad, la edad, la
talta de ejercicio, la dieta v factores genélicos (DeFronzo, 1987). Podrian ser causa de
NIDDM alteraciones moleculares que afectasen la funcionalidad del eecepior de insulina,
Coma defectos en la unidn hormona-recepior o en el sistema de ransduccion de sefial. Se ha
descrito que la aclividad lirosina guinasa de la subunidad f del receptor esta disminuida en
algunos modelos animales (Caro y col., 1986, Freidenberg y col., 1987). En pacientes con
NIDDM se han detectada mutaciones en el dominio guinasa del receptor (Grunberger y col.,
1584; Odawara y cal., 1989; Tairz y col., 1989}, asi como unos pocos casos de mutaciones
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que conducen a deficiencias en el procesamiento ¥ transporie del prorecepior o de reciclaje
del receptor (Yoshimasa y col., 1988; Kadowaki y col., 1988; Kobayashi v cal., 198%).
Tampoea s¢ deben descartar posibles anormalidades postreceptor en pacientes diabétices que
afecten a elementos de la cascada de ransduccién de sefial, o finalmente, a enzimas
mvolucrados en el mezbelisme de la glucosa (Kahn, 1978; Hiring y Mehnert, 1993). En
resumen, €l ongen de la resistencia a la insulina es ain desconocido. Los animales
transgénicos modelos de diabetes pueden ser de ayuda para conoeer los origenes de esta
enfermedad.

2.1. COMPLICACIONES SECUNDARIAS DE LA DIABETES

Pacientes con IDDM o NIDDM desarrollan a largo plazo complicaciones secundarias
de la enfermedad, Estas inchiyen las patologias microvasculares especificas de veting, rifon
¥ complicaciones neurgldgicas (Ruderman y col., 1892}, asi como problemas macrovasculares
de aterosclerosis oclusiva que afectan a corazén, cerebro y extremidades (Scheider y col.,
1993). En NIDDM las complicaciones mds frecuentes son la cetinopatia v la anging, que
afectan cada una de ellas a un 17% o mds de los pacientes (Wadkins y col., 1987}, La
esperanza de vida en enfermos de NIDDM ze reduce de 5 a 10 afios en comparacion con la
poblacidn general.

En pacientes diabéticos &5 muy frecuente el desarrollo de retinopatia preliferativa. Esta
3¢ caracteriza por el crecimento anormal de vasos sangunineos a wravés de la retina,
provocando un pérdida de vision, que en ocasiones, es completa. Los vasos de {a retina no
crecen (ras el nacimiento, Toda neovascularizacion postnaial en esie tejido es, por tanio,
patelogica, Los nuevos vasos son fragiles, permiten {3 extravasacidn de componentes
sanpuineos y, frecuentemente, se rompen, produciende hemorragias en la cavidad vitrea.
Fibroblastos y ciélulas de Ja glia también proliferan en la proximidad de los nuevos vasos, a
medida gue propresa la enfermedad. En casos avanzados, se produce asi mismo
neovascularizacion en la superficie del iris ¥ en el dngule de la cimara anterior. En
Cunsecucencia, se dificulta la filtracion del humor vitreo y s¢ ingrementa la presion intraccutar,
Todos estos procesns son causa importante de ¢eguera {Kohner y col., 1994).

Las cataratas son también complicaciones importantes de la diabetes mellitus, Se
Producen con una frecuencia 12 veces supetior en individuos diabéticos gque en la poblacidn
Eeneral (Harding y col., 1993). El tratamicnto definitivo de las cataratas es siempre
quirirgico, Aproximadamente, ¢l 105% de los pacientes opgrados por catarafas cortesponde
2 diabétices, 12 mayoria de los cuales son enfermos de NIDDM (Smith, 1991} Existe
tarrelacién entre la aparicion de cataratas, la edad de los pacicntes ¥ la duraciin de la
enfermedad. Asf mismo, algunns estudios describen una incidencia ligeramente superior en
Mujeres que ¢n hombres (Harding ¥ col., 1993). La operacion de calaratas estd indicada en
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los casos de pérdida importante de visidn y para facilitar el diagndsiico ¥ tratamiento de la

retinopatia. Sin embargo, los pacienies con retinopatia tienen peor prognosis (Pollack y col.,
1991).

Estudios epidemicldgicos y en modelos animales de diabetes implican la hiperglucemia
en el desarrollo de [as complicaciones secundarias de la enfermedad. Durante décadas se ha
postelado que la plucosa tiene up efecta toxico en los tejidos. Diversos estudios que comparan
la terapia wntensiva con insulina en diabéricos de tipo I con €l tmtamiento estdndar, muesiran
que en el primer caso, en que el paciente estd expuesto e menar grade a la hiperglucemia,
3¢ produce un retraso de la aparicion de complicaciones secundarias. Ademds, 1a progresion
de 1a retinppatia, neftopatia v neuropatia s& ralentiza. Otros factores que se han implicado en
el desarrolle de estas alteraciones secundanas, son la hiperinsulinemia, [a resistencia a la
insulina, asociadas a la hipertensidn y la hipoxia tisular {Ruderman ¥ col., 1992).

2.2. ANIMALES TRANSGENICOS Y DIABETES

Los primeros estudios de diabetes que se llevaron a cabo utilizando animales
transgénicos so centraron fundamentalmente en ¢rear modelos en ratén de diabetes
insulinodependiente, El principal objetive de estas investigaciones era el de dilucidar tos
diferentes mecanismos que dan origen a esta enfermedad, interesindose especialmente en los
fendmenos de auloinmunidad y respuesta antivirica. En este campo se han realizado
numerosos estudios sobreexpresando en las células B del pincreas los complejos mayores de
histocompatibitidad, MHC I y II, interferon gamma o proteinas virales. En la mayoria de los
c2505 los animales desarrollan wna diabetes (ipo 1 por destruccion de las células 3, aungue 13
Clipatogenia varia en cada caso. Estos modelos son una muestra del componenie no genético
de la etiologia de la enfermedad ¥ una herramienta valiosa para estudiar fos mecanismos
implicados de Iy respuesta inmunitaria {Lipes, ¥ Lisenbarth, 1950; Sarveinick, 1990}

Sin embargo, hasta hace muy poco practicamente no se habian realizado eswudios con
anitales transpénicos que se interesaran por [a fistopatologia de 1a célula B. En 1989 Epsiein
¥ vol, desarrollaron un modelo animal de sobreexpresién de calmoduiina en estas células.
Estos animates, con niveles de calimodulina cineo veces superiores a lo nosmal, desarrollaban
una diabetes severa peco tiempo despucs del nacimiento, Acmualmente se ha incrementado el
interés de aplicar la tecnologia de animales transgénicos al estudio del complejo comjunta de
Patologias que confurman la NIDDM. Basandose en las distimas alteraciones de la célula i3
que s¢ han hipotetizado como causa de diabetes, se han desarmollade diversos modelos de
MMmales transgénicos. Fn nuestro laboratorio se ha obtenido un animal que sobreexpresa un
MRNA antisentido para ¢l transponador de plucosa GLUT-2 en las células [I pancreaticas.
La disminucidn del transportc de glucosa en estas células conduce a la reduccidn de la
Crecion de insulina y como resubtado wstos animales son hiperglucémicos ¥ resistentes a la
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hormona (Valera y col., 1994b). Una disminucidn de la actividad glucogeinasa de las células
B también conduce a una menor secrecidn de insulina €n animales transpénicos. Sin embargo,
en es0s animales a 1os tres meses de edad no se observan variaciones cn 10s niveles de
insulina y glucosa sérica {Efrat y col., 1994).

Lz amilina es una hormona secretada en pequenas cantidades en [a célela B que se ha
implicado en ¢l desammolle de 1a cnfermedad. Es el componente mayoritagio de 1os acdmulos
dc amilpide que se encuentran en los islotes de pacientes con NIDDM. Esta alteracion se
asocia a destruccitn de célula B y se ie atribuye un posible papel de deterioro de la funcidn
del islote. Diferentes grupos han cbtenido animales transpénicos que sobreexpresan amilina
¢n ¢£lulas B, En estos animales no se observa hiperglucemia oi hiperinsulinemia (Fox v col.,
1993, Hoppener y col., 1993). De Koning y col. obtienen resultados similares, si bien,
demuestran la formacién de deposilos de fibras de amiloide humano cuando los islotes son
incubados a elevadas concentraciones de glucosa. En estas condiciones los islotes de animales
transgénicos que sobreexpresan amilina (humana o de rata) no presentan alteracidn de
secrecion de imsuling {De Konimg y col., 1994).

For otra parte, diversos grupos han obtenido animales transgénicos que expresan el
gen de la insulina humana en células 8 del pincreas. Sin embargo, los niveles de insuiina
S€1iCA N0 8¢ Incrementan ya que disminuye la expresion deé la hormona enddgena (Buchind v
col., 1986; Selden v col., 1986a). Por cl contrario, Marban y col. han gencrado una linea de
ralones lransgeénicos que al haber incorporado 30 copias del gen de la insulina humana,
presentan una elevacion de 12 insulingoma de dos a cuatro veces, Estos animales desarrollan
con I edad intolerancia a ta glucosa e hiperlipidemia (Marban y col., 1989),

Recientemente se han obtenido animales modelos de resistencia a la insulina mediznte
l2 sobreexpresion de cenes en misculo e hipado, Un imeremento del transporte basal de
Elucosa por sobresxpresion del transportador GLUT-1 en misculo esquelético conduce a la
ausencia de respuesta de GLUTH4 a la insuling ¥ otras sefiales activadomas de este
ransportador {Gulve y col., 1994). Mientras, que la expresion de un receptor mutado de ly
insuling deficiente en actividad tirosina guinasa en este tejido produce un incremento de dos
veces de la insulina sérica y una lipera hiperglucemnia en animales ransgénicos (Chang ¥ ¢ol.,
1994). Por otro lado, un aumento de ]a produccién hepativa de glucosa por sobreexpresicn
de un minigen de la PEFCK 1ambién es causa de hiperinsulinemia (Valéra ¥ col., 15994).
Estos estudios indican gue tanto a nivel de islotes pancrédticos como en tejidos periféricos,
una alieracicn de los mecanismos implicados en ¢l control de 1a homeostasis de la glucosa
Puede conducir a diabetes mellitus.
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3. FACTORES DE CRECIMIENTO SEMEJANTES A LA INSULINA

Los factores de crecimiento semejantes a 1a insulina {IGFs) pertenecen a una familia
de péptidos que comprende 14 insulina, el IGF-I, el IGF-II ¥ la relaxina. A todos ellos se les
atribuye un antecesor comtn a partir del cual han evolucionado separadamente, 1o que ha
dado origen a diferencias en los patrenes de regulacidn v a 1a adguisicién de nuevas acciones
biolégicas. La variedad de patrones de regulacién parece ser consecuencia directa de
alieraciones genéticas de los elementos reguladores, mienras las aceiones bioldgicas se
relacionan con 1a distimia afinidad por diferentes receptores d¢ mermbrana. A nivel molecular,
la semejanzy entre 105 pépridos, y a su vez entre 105 receptores de insulina e IGF-I, permite
que muestren reactividad cruzada. De esta forma, altas concentraciones de jnsuling inhiben
{a interaccitn de los IGFs con el receptor de IGF-1 ¥ viceversa. A nivel de acciones
bioldgicas, se ban descnite efectos de tipe insulinico sobre metabolismo de carbohidratos,
sintesis de lipidos ¥ proteinas, producidos por los IGFs. Asl como efectos de proliferacion
cejular propips de los IGFs llevados a cabo por ]2 insulina en determinados tipos celelares.

Los animales presentan tras el nacimiento unos oiveles sénicos de (GF-I que son
deperdientes de hormona de crecimiento (GH). Su mncremento en Ia etapa del crecimiento es
imprescindible para que éste s¢ produzca con nommalidad. Por lo contrario, el IGF-II tiene
una regulacion independiente de GH. El KGF-II parece mis bien jugar un papel destacado ¢n
el crecimiento y diferenciacion de los tejidos en la ctapa fetal.

El higado es el principal drgano productor de los IGFs en ¢l adulto. Secreta los
factores al torrente circulatorio, desde donde son distribuidos al resto del organismo para
Nevar a cabo su acciones endocrinas. Sin cmbargo, estos factores [ambién se producen en
otros ejidos donde desarrollan acciones autoctinas ¥ paracrinas. ACCiones que se asemeajan
i las de otens faciores de crecimicnio € incluyen prohferacidn celular e induccidn ¥
mantenimicnto de la diferepciacidn. Por tano, los 1GFs ticnen un doble comporiamients. Por
un lado, acKian como promotores de crecimiento especifico de drgano y regencracion local,
Por otro, contribuyen al mantenimiento de un crecimiento cquilibrado ¥ de una homeostasis
CRCrgélica, No se conocen, sin embargo, en profundidad los mecanismos maoleculares que
explican esila dualidad de acciones (Bsquuma V1)
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Ezquema VE. Regulacitn y accidn del IGE-I. Bl IGF-1 endocrine es preducido en higado y secretado
al (orrente circulatorio para ser distribuido a los tejidos. Ed principal estimulador hormonal de la
sintesis de IGEs es 12 hormona de crecimieto {(GH). Las preteinas de unidn 2 1GFs (IGFBPs) alargan
la vida media de los factores séricos y regulan su accese a los tejidos. Los [GFs son producidoes en
gran nimero de tejides distintes al higado, donde flevan a cabo acciones autocrings ¥ paracrings.

3.1. ESTRUCTURA DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO SEMEJANTES A LA
INSULINA

La estructura de ia insulina fue determinada por Frederick Samper en 1953, Esta
formada #or dos cadenas, la cadena A de 21 aminodcides v la cadena B de 30 residuos.
Ambas estin unidas covalentemente mediante dos enlaces disulfuro (HBrown y col., 1955). La
esinictura de Ios IGFs ¢s muy similar, aungue cstin formados por una dnica cadena que
Conserva el péptido C de unidn que se picrde en el procesamiento de la msulina. Poseen,
ademds, un dominio D en la region carbpxiterminal que no presenta l2 insulin2. La ala
hnmﬂlngia QUE COMPATIEN PEOMIte SUPCNET UnA eSUrucea terciaria muy praxima a la insuiina
Manteniendo el miclee hideofdbico y los puentes disulfure (Blundell y col., 1978, 1983;
Hanegeer, 1955).

El IGF-1 estd formade por 1 aminodcidos con un peso molecular de 7.0 kDa,

Mientras el IGF-11 posee 63 residuos y un peso molecular de 7,4 kDa (Van den Brande y
ol 199(}, Sus secuencias muestran alia homalopia entre especies, especialmente entre los
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mamiferos. Asi, ¢l JGF-I huimang e idéntico al porcino, vacune y ovine y sélo difiere en 4
residuos del murine (Shimatsu y Rotwein, 1987, Francis v col., 1989, Tavakkel ¥ col., 1988;
Tamura ¥ col.; 1989). La secuencia génica del IGF-1 también presenta vn alto grado de
conservacidn entre especies, especialmente para la region que se corresponde ¢on el dominio
B de la proteina. En la regidn 5° no traducida se observa asi mismo homologia {Ward y Ellis,
1952).

La expresién génica de los IGFs ¥ su regelacidn son muy complejas. Los esudios se
han centrado hasta el momento en €l gen humane ¥ de rata de ambos IGFs. La transcripcion
dc estos genes da lupar en estas especies a una serie de mRNAs, que a su vez se traducen a
diversas proteinas. Debido a la multiplicidad de promotores y sefiales de paliadenilacidn, se
producen varios transerives con diferentes regiones 5° ¥ 3° no raducidas. Ademds, se obtienen
diversas proteinas por procesamiente alternativo de los transeritos. Estas proteinas son, sin
embargo, pre-prohormonas y sofren un procese de maducacion posterior para dar lugar a un
unico factor active. El gen del IGF-I de rata, por ejemnplo, abarca 80 kb v contiene 4 exones.
Los dos primeros codifican para secuencias ' no traducidas ¥ sccuencias aminoterminales
del IGF-I alternativas {Hall ¥ cot., 1992} Ademis 1a transcripcitn del gen se inicia en dos
¢lemnentes distintos del promotor en una regidn anterior 2 los exones 1 y 2 (Adamo ¥ col.,
19%3). Una mayor heterogeneidad se obtiene del procesamiento aliernativo del dliimo exén
que da lugar a dos mRNAs precursores de diferente longitud denominados IGF-1a e IGF-Ib
{(hombre: Jansen y col., 1983; Rotwein, 1536; rata: Lowe y col., 1988 y radn; Bell y col.,
1986). Asi como, del uso de sehales alternativas de poliadenilacion tras el exdn 6 (Hall ¥
col., 19923,

Se¢ ha detectado mBEN A de IGF-I en embriones después de la implantacion ¥ ¢n teidos
fetales de oripen mesenquimatose (Lund y col., 1986, Beck ¥ col., 1987). Pero son los
tejidos de animales adultos los que mis expresan, obs¢rvindose la mayor concentracion de
transcrito especifico de IGF-T en el higado. En este tejido la expresidn estd regulada por Ia
hormona de crecimicate (Mathews v col., 1986), mientras ¢n atros tejidos se regula, al
menos ¢n parte, de forma independiente (D'Ercole y col., 1984; Beck y col., 1988; Hynes
¥ col., 1987 y Roberts y col., 1987). Por tanto, los patrones de expresidn tisular observados
para ¢l IGF-T concuerdan con el papel gue se le airibuye, su doble funcion endocrina y
aMecring/paracrina.

3.2. RECEPTORES DE LOS IGFS Y MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE
SENAL

Los 1GFs se caracierizan por tener acciones sermnejamtes a la insulina. Los primeros
Ssudios de unidn competitiva demostraron que, si bien, el IGF-I y el IGF-1I se¢ unen
dhilmenta g teceptor de esta hormona, ambos poscen sus propios receptores de alta afinidad
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{Hintz ¥ col., 1972; Marshal ¥ col., 1974 y Zapf ¥ col., 1978).

El receptor de la insulina penenece a una familia de receptores con actividad tirosing
quinasa y presenta una estruciera de cuatro subunidades unidas por puentes disulfuro. La
estructura del receptor del IGF-1, también dencminade de tipo 1, es muy similar (Massagué
y Czech, 1982). Este consta de dos subunidades o de 135.000 v dos suburnidades § de 95.000
kDa, urudas todas ellas por puentes disulfurc. La subunidad o estd situada en su totalidad en
¢l espacio extracelular, mientras la subunidad B estd anclada en la membrana. Los eceptores
de 1GF-1 e insulina son los ¥nicos de se familta con vna estructura en forma de dimeros. Fl
resto de receptores de este grupe lienen estructura monomeérica y, por regla general,
dimerizan cpando son activados por el ligando (Van Obberghen, 1994). Por otro lada, los
receptores de tipo 2, gue se unen al IGF-1I con alta afinidad, no estin estructuralmente
relacionados con el receptor de la insulina, i presentan actividad tirosina quinasa. Su funcién
ne es clara, pero se ba demostradoe que este receptor es idéntice al receptor de la manosa-6-
fosfato {Roth v col., 1988).

La similitud entre XF-1, IGF-II y la insulipa permite que st produzéa reactividad
cruzada con los tres receptores. El IGE-I se une al receptor de tipo | con una afinidad de 2
a 3 veces mayor que el IGE-II y unas 100 veces mayor que la insulina. Ambos [GFs se unen
al receptor dc la insulina, si bien, con mecha menor afinidad que la propia insuling. Sin
embarge, el [GF-II se une con mayor afinidad que ¢l IGF-I 2 este receptor. Finalmente, el
IGF-11 ¢s5 el que se une con mayor afinidad al receplor de tipo 2, el IGF-I se une con 100
veces menos afinidad ¥ no s¢ detecta unidén de Ja insulina. Los estudios realizados hasta el
momento indican que este receptor no estd involucrado en la mediacion de las acciones
propiamenic conocidas de los IGTs de tipo metabélico ¥ de control de 1a proliferacidn y
diferenciacién, que se atribuyen al receptor de tipo 1 {Massagué v Czech, 1982).

Dc este ltimg receptor $¢ ha descrito que €5 sintetizado como ona sola molécula
precursora de 180 kDa que contiene una subunidad e ¥ una 8, ¥ que posteriormente sufre
modificaciones postraduccionales que incluyen glicosilacién, dimertzacidn, formacidn de
puentes disulfure v proteolisis (Jacobs ¥ col., 1983; Durenie y col., 1986, 1288}, Esta
erganizaciin se ratifica a partir de la secuencia nuclzotidica del cDINA y del DNA gendmico
humano (IMrich, 1986: Abbot y col., 1992) y commobom la similitud observada con el
Teceptor de la tnsulina, La semcjanza en la organizacion de ambos genes sugiere un origen
evolutive proxime. La subunidad o contiens upa Gnica regién rica en cisteings, que es
Cdracleristica de los dos receptores. Gustafson y Butter, han demostrade mediante la
oblencion de receptores quiméricos de IGE-1 e insulina, que esta regidn es la que determina
14 especificidad de union de los lipandos al receptor. Sin embargo, 13 unida de alta afinidad
de 13 insplina per su receplor involucra regiones adicionales en los extremos amino ¥
Carboxiterminal {Gustafzon ¥ Rutter, 1950}, En la subunidad 8, los receptores de IGF-1
insuling presentan los dominios leansmembrana y trosina quinasa. Entre cstos dos dominios
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se sitlia el motive NPXY, elemento esencial para la eficiente internalizacidn de ambos
receplores (Hsu ¥ col., 1924). En el dominic quinasa es donde presentan mayor homologia,
con un 84% de identidad. Por ¢l contrario, en la potcidn carboxi-terminal de la subunidad
B la homologia disminuye dristicamente. Se sugierc que, al menos en parte, e5 cansa de las
diferencias de actividad biclogica de ambos receptores {Tartare y col., 1994, Por otro lado,
se ha demostrado a existencia de dos formas del receptor de IGF-I humano, obtenidas por
pro¢esamiento alternativo de la regign 3° del exon 14, que presentan claras diferencias en la
cinética de intemalizacion y en la actividad biolégica (Condorelli ¥ enl., 1554).

El estudio de los mecanismos por los que actian los receptores de insulina e IGF-T se
centrd €0 un inicio en el deminio quinasa. El receptor de la insulina e= mejor conocido, pero
los datos que se han ido obleniendo del veceptor de IGF-]1 sugierén que existe un gran
parecido entre ambos. La unidn de IGF-I produce una ripida antofosforilacion del domnie
quinasa (Jacobs y Cuatrecasas, 1986, Rubin y col., 1983} ¥ una activacion del mismo que se
acompana de una respuesta de Gpo insulinico (estimulacion de ia sintesis de giucdgeno ¢
incorporacidn de timidina) {Sasaki v col., 1985; Steele-Perkins, 1988). Ademds, se ha
demostrade en células con los dos tipos de receptores, una intima relacién entre ambos. Los
receplores de insulina estimulados por la hormona son capaces de fosfonlar ¥ activar al
propio ceceptor del IGE-I, ¢ incluso se ha identificado la exislencia de heterodimeros de los
dos receptores (Tartare y col., 1991; Soos y Siddle, 1989}, Los mecanismos del procese de
transduceion de sefial a través de la via de 1a MAP quinasa gue se conocen hasta el momento
de i3 insulina, también son compartidas por el IGF-I aciuando a través del receptor de MGF
de tipo 1. Tras la autofosforilacitn, inducida por la unién del ligando, del receptor, otras
proteinas celulaves pueden ser fosforiladas en tirosing por los receptores de Ia insulina o el
IGF-1. El IRS-1 {fnsufin Receptor Substrate-f) es el principal sustrate de ambos receptores
Y 5u fosforilacion activa proteinas con dominios SH2, La fosfatidihnositol 3-quinasa se activa
POT este mecanismo y puede mediar los efectos del 1GF-T a través de 1a fosforilacion de
fasfatidilinositoles (Ruderman y col,, 19900 La viz de p2I™ tambifn se activa por
fosforilacion de IRS-1 (Than y col., 1994), iniciandose una cascada de fosforilaciones en
Serima y treonina. En esta cascada participan In Map2 quinasa y la 86 quinasa ribosemal, que
€ 2ctivan en ¢dlolas tratadas con uno u atro efector (Hoshi y col., 1988, Smrgill ¥ col.,
1938}, Por tanio, parece ser gue [GE-1 & insulina comparten esta via de transduccién de sefial,
8¢ ha propuesto que ias dilerencias de accidn de ambos factores son debidas al distinio grado
de aetivacién de la cascada de fosfo-delosforilacion que conduce a la respuesta mitopénica
¥ metabélica (Tartare y col., 1994). Sin embargo, $¢ requieren mds cstudios para poder
tomocer las bases moleculares que dan origen & las distintas acciones de |2 inselina y el IGF-1
{Esquema vI7).

Otra via de accidn de la insulina es la de regulacion de [os niveles de cAMP. Desde
hace casi 30 afios st conoce gue la insulina disminuye la concentracién de este segundo
Mensajero ¢n difercntes tipos celulares. Los mecanismos mediante los que actia son
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aparentemente complejos, perg implican tanto la inhibicin de Ia sintesis del nucledtide por
la adenilato ciclasa, come la activacidn de la degradacion por la fosforodiesterasa (Goldfine,
1981; Fain, 1984). Por este mecanismo la insulina antagoniza la accidn de la adrenalina y el
glucagdn, aparentemente sin mediacidn de la proteina G; (Gawler y col., 1988).
Recientemente, s¢ han relacionado la via del cAMP y Ia de Ras al observarse que en
diferentes tipos celulares el primero inhibe la sefial de los factores de ¢recimiento en un punto
enire Ras y Raf-I mediante accidn de 13 proteina quinasa A (Wuo v col., 1993). Poco se
conoce de la accién del IGF-I a mavés de la via del cAMP. Unicamente se ha descrito el
facior que inhibe la produceidn de cAMP estimulada por |4 parathormona en células Gseas
sin afectar ¢l acoplamiente de G, (Goad v Tashjian, 1993 (Esquema V1I).
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Esquema VII, Mecanismes de transduccién de sefial del IGF-1 y la insulina,

La unitn de insulina e G- 2 st rccepor conduce a 1a fosforilacién en tirosina de IRS-1 (insufin
REEEPIDJ‘ S;;f;s;;-ﬂ-m_ﬂ1 Mediante el reconociniente do @sas fosfotirosinas se activa 1a PL 3'-quina.-m
{fosfatidilinosieg) 3'-quinasa), ¥ 1a GTPasa RAS a través de Grb-2 (Growth facior receptor-2) y SOS
t50n of Sevenfess), factar de intercanbio de nuetestidos. Mediante una cascada de fosforilaciones en
Sering y tieonina, se acliva la MAP guinasa {(Mitegen Activared Protein Kinase), ¥ la 36 quinasa [l
{1? REK. Ribosonal 56 Kinase), que acrian a lravés de fartares de transcripeidn y proteinas
tNoplasmdicas produciendo un efecin de tipe insulinico. Por otro lado, &) glucagﬁn prcduc& el efecto
tmjtrar':u mediante activacion de Ja adenilato ciclasa gue incrementa los niveles intracelulares de cAMP
ACtvandn |g proleina quinasa A (PKA), que a su vez, regula Ja accidn de factores de transeripeidn y
F'J'u:teina.s celulares. La insulina conlrarresia estos efectos disminuyendo los niveles de eAMP per
ENvacién de la fosfodicsterasa 111 e inhibicién de 1z adenilato ciclasa.
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3.3, PROTEINAS DE UNION A IGFS ({IGFBPS)

Los IGFs pricticamente siempte se detectan unidos a proleinas de zlta afinidad
(IGFBPs). Este hecho constitiye una diferencia fundamental entre los IGFs y la insulina.
Hasta el momento, se han identificado & proteinas dif¢rentes que van de la IGFBP-1 a la
IGFBP-¢ (Drop ¥ Hintz, 198%). Las primeras en ser descubiertas fueron las principales
proteinas de union séricas. Por cromatoprafia se detectaron dos fracciones que contenian
actividad IGF, una menor de 33.000 kDa y otra mayor de 150.000 kDa (Koumans y
Daughaday, 1563; Barreca ¥y Minute, 1989). A diferencia de los receprares de KGFs, pinguno
de estos complejos se unia 2 insulina (Rechler v col_, 1980).

En cuanto a la caracterizacion de estas proteinas, han sido purificadas y se han
clonado ¥ secuenciado sus genes. La mds abundante es la IGFBP-3 (150 kDa), que se
corresponde ¢on ¢! complejo mayor del suero. Le sigue la IGFBP-1 {50 kDa), que s
cormesponde con ¢ complejo menor, con una concentracion sérica 100 veces menor. El
complejo de 150 kDa es ¢l dmico que contiene dos subunidades (Baxter y Martin, 1986;
Baxter, 1988). De las 4 1GFBPs mas «studiadas (1, 2, 3 ¥ 6), cabe destacar la conservacién
de 18 cistelnas que se suponen fundamentales para establecer su estructura terciaria. En
cuanto a su afinidad por los IGFs. la més afin es 1a BP-3 (K = 2,1 nM MGF-1), scpuida a
continuacion por la BP-1 (K, = 6,5 oM IGF-T}. Ambas se wnen casi por igual a IGF-1& IGF-
I, mientras BP-2 y BP-6 s vnen principalmente al IGF-TI (Forbes y col., 1983).

A las IGFBPs se les atribuyen funciones de alargar la vida media d¢ los factores en
el torrente circulatorio, u otros compartimentes, limitar el acceso a los receptores de
membrana, y/o dirigirlos a los lugares de accidn. En cieno modo, la simesis de IGFBP-3 se
campotta de forma paralela a la de los 1GFs. Por un fado, se sintetiza en gran cantidad a
nivel hepitivo, para ser posteriommente excretada al wmemie cireulatorio y prolongar de esia
forma la vida media de los IGFs en suero. For otro, se produce 2 nivel tisular regulando la
funcién autoering y paracrina de los IGFs. Se ha observado que précticamente rodas las
células de mamifero sintetizan al menos un tipo, si no mds, de las 6 IGFBPs que se han
identificado (McCusker ¥ col,, 1992)

4. REGULACION HORMONAL DE LOS IGFS

La concentracion sérica de IGE-T ¢s dependiente de la edad tanto en hombre como en
animales. El nivel de 1GE-T sérico o5 bajo en €l periodo anterior al nacimiento y va en
Amento durantc €] crecimignia hasta aleanzar un pico en la pubertad. En los adultos los
Niveles se estabilizan v disminuyen en los ancianos (Hall y 3ara, 1984). Fsle pardn se
Larresponde con la produccion de hormona de crecimiente en las distintas etapas de la vida.
12 estimulacion de la sintesis del factor por GH se asocia a un incremente de la (ranscripeion
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del gen de IGF-I (Bichell y col., 1992). En animales hipofisectomizados la administracién de
GH conduce a un incremento de mRNA de IGF-I distinto para cada érgano (musculo
esquelético, higado y riidn), que se correlaciona con el aumento de peso de cada uno de ellos
iMurphy y col., 1987},

Por otre lado, los niveles mas elevados de IGF-I sérico, de dos a diez veces los
valores normezles, se han observado en pacienws que padecen acromepalia, enfermedad en
que se produce un exceso de hormona de crecimiente {Clemmaons y ¢ol., 1979; Hall y Sara,
19%4). Por el contrarico, las deficiencias de GH se asocian a bajos niveles de IGF-I, si bien,
nunca se observa una carencia total del factor (Underwood v col., 1980; Hall y Sara, 1984},
Los niveles mds bajos de IGF-I se han descrilo en Ios casos de cnanismea de Laron, en los que
st describe un defecto de receptores de GH (Zapf y col., 1981a),

En la diabetes mellitus dependiente de insuling también se produce unz disminucién
del IGF-I sérico, que se restablece con €l tratamiento con insulina {Lanes y ¢ol., 1985; Hall
y col., 1989). En animales diabéticos por estreptozotocing se observa una disminucién de la
expresitn de IGF-1 en diversos tejidos (Murphy, 1988; Leaman y ¢ol., 1990). Ademds, se
ha descrito que muchos casos de diabetes tipe 11 presentan niveles reducidos de este factor
en suerd (Mercado y col., 1992). En experimentos en hepatocitos en cultive primario la
adicién de insulina y/o hormona de crecimiento conduce 2 un incremento en la expresion de
IGF-I. Ambas hormonas estimolan la expresidn de] factor de forma independiente,
produciendo ¢fectos aditivos (Boni-Schnetzler v col_, 19917

El estada nutricional también es un importante factor de regelacidn de Ia sintesis de
IGE-I. En estados de desnutricisn sus niveles estin disminuidos {(Grant vy col., 1973; Hintz
¥ col., 1978; Hall y Sara, 1984). El ayuno produce una disminucidn del IGF-I sérico que se
restableve con una dieta equilibrada. Una dieta isocaldrica baja ¢n proteinas retrasa la
Tecuperacidn, micntras que una dicta baja en proleinas ¢ hipocaldrica conduce 2 una reduccidn
ain mayar. Por anto, los niveles séricos de 1GF-]1 se correlacionan positivamente con el
balance nitrogenado (Isley y col., 1983; Clemmens, 1985). Los mecanismos que producen
CSta regulaciin no son bien conocides, pero es clare que son independientes de la hormona
de crecimiento v de |a insulina. Fo el ayuno, al izual que en IDDM, la administracion de GH
o restaura los niveles de IGE-T (Merimée v col., 1982). En rafas diabéticas alimentadas con

dietg baja en proteinas la infusion de insutina no recupera los niveles de IGE-] {Maiter v col.
1930,

Ademnids de la hormona de erecimients y 13 insulina, otras hormonas regulan la sinwesis
de IGF-I. En esta repulacién de la produccion de IGFs sc difercncian las dos facetas
endocripa ¥ paracrina, represemiaclas respectivamente  por la produccidn hepitica o
SXlraheparica del factor. Los estrdgenos tienen un efecto supresor de la sintesis hepdtica de
IGF.I (Han v Sara, 1984), mientras la prolactina tiene wn cfecto estimulador en este drgano
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(Murphy y col., 1988). Los glucocorticoides parcoen disminuir los niveles de mENA de IGF-
I en diversos tejidos y arenuar la induceidn por GH {Lue y Murphy, 1989). Muchos otros
factores se han descrito como regeladeres de |a sintesis de IGFs de funcién parscrina. En
primer iugar, Clemmons y Shaw demostraron, que ademds de la GH, el PDGF y €] FGF
estimulan: la produccidn de 1GF-] en fibroblastos en cultivg (Clemmons v Shaw, 1983). La
parathormona incrementa notablemente el IGE-I producido en osteablastos en cultive
{McCarthy ¥ col., 1%89). En las gonadas, la sintesis de IGF-I en las células de la granulosa
y de Sertoli es estimulada por FSH y LH (Manuo y col., 1988, Tres ¥ col., 19856). Por tanto,
en Jos tgjidos donde el IGF-I (iens una funcién paracrina especifica, la megulacién de su
biosintesis tambidn se produce de forma acorde con su fancido. El incremente de IGF-I
inmenorgactive gque se detecla en tgjidos en regeneracién (tejido mervioso, miscolo
esquelético, rindn, céhilas endateliales), también es consecueneia de una respuesta a una sefial
incal (Sara ¥ Hall, 1990).

3.5. ACCIONES BIOLOQGICAS DBE LOS IGFS

El estudio de las acciones bioldgicas de los IGFs ha estado siempre ligado a las de
hormonz de crecimiento & insalina, con la dificultad de discernit qué efectos eran producidos
proptamente por cada hormona y a través de qué receptor. En estos Gitimos afios, las técoicas
de DNA recombinante han permitide obtener las hormonas altamente punificadas y en
cantidad suficiente para llevar a cabo estos estudios tanto in vitre como it vive. En gl primer
Caso se han empleado cultivos celulares de diversas lineas para conocer sues efectos sabre la
prohiferacién/diferenciacién o sobre el metabolismo basindose en: {a) determinacidn de los
Teceplores presentes en cada tipo celular, (b} obtencidn de la curva dosis-respuesta ¥ (c)
bloqueo selectivo del receptor con anticuerpos especificos para conoeer cudl es el mediador
de la respuesta (Rechler y Missley, 1085}, Por otro lado, 1os estudios i vive se han realizado
mediante la administracion de los factores, de forma punteal o a large plazo, a hombre o
animales (Frecsch, 1994). Finalmente, gracias a la obtencidn de animales transgénicos se han
Podido crear modelos vivos con alwraciones del patron hormonal y consecuentemente de sus
efectos fisiolopicos (Quaife y col., 1989).

3.5.1. Acciones semejantes a Ja insulina

La actividad de tipo insulinico presente ¢n ¢l suero estimadz por bicensayo es mucho
Tayor de 1z explicable por los niveles circulantes de insulina detemminados por INmMOnNgensaya.
Ademds, es silo ligeramente suprimida por suerc hiperinmune antimnsuling (Froesch y col.,
1963). Lz eontribueidn de los [GEs a 1a actividad total semejante a la insulina en suero o
Comparable 2 la de Ia propia insulina {Phillips ¥ Vassilopoulou-Sellin, 1980). La
administeacion de una carga intravenosa de IGF-1 en individuos ayunades conduce a
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hipoglucemia (Guler y col,, 1587}, Ei 1GF-I produce este efecto mimetizando a 1a insulina
en los tejidos diana de la hormona. Jncrementa el tanspore de glucosa y la oxidacién del
azacar, intube la lipolisis ¥ estimula la sintesis de gluelpeno, iipidos ¥ proteinas (Zapf y col.,
1981b; Froesch ¥ col., 1985). También, disminuye la produccién hepéiica de giucosa., Sin
embargo, eslos efectos no se llevan a cabo con la misma potencia que la insulina (Widmer
y col., 1985; Moxley vy col., 1990). El IGF-II produce efectas apudos similares a los del IGE-
L. Estimula la captacidn ¥ metabolizacién de la glucesa e inhibe, con mayor potencia que el
1GE-1, la Jiberacidn de glicerol de las células adiposas (Zapf y col., 1978). Los cstudios i
vifro con diferentes tipos ceiulares indican que estos cfectos no son s0lo mediados por el
receptor de IGF-1. En el wejide adiposo se considera que estas acciones ticnen Jugar a través
del propic receptor de insulina (Zapf y col., 1%81b). Mientras en corazdén y milsculo
esquelérico, en gue los IGFS son tan potentes como 1a insuling, $& supone que achian a través
del receptor de IGF de tipo 1 {Frocsch y col., 1983). En muscule esquelético el receptor de
[GF-I se encuentra en propotcidn de un tercio de los de insulina (Zorzano ¥ col., 1988},

Cuando el IGE-T se administra a sujetos normales de forma sostenida, en una dosis
inferior a 10 pg/Kg P.V . -h., no conduce 2 hipoglucemia. En cambio, coando s¢ administra
a pacientes con NIDDM disminuye los niveles de glucosa, triglicéridos v colesterol (Zenobi
ycol., 1992, 1993}, Por estas acciones se le ha atribuide un valor terapeitica en condiciones
de resistencia 2 la insulina como la diabetes tipo 2 (Froesch y Hussain, 1994).

3.5.2. Acciones promutoras del crecimiento y de proliferacidn celular

Ademias de actuar los [GFs como mediadores de la accion de la hormona de
crecimiento, pueden desarrollar su actividad independientements de fTa hormona, En
€XDETIMERtOs i vitre en los que s¢ mide la incorporacion de timiding tritiada en ausencia de
UH, se ha demostrado Ia capacidad del IGF-I y ¢l IGE-11 de inducir proliferacion celular y
rephicacion del DNA de diferentes tipos celulares. Esta accidn es llevada a cabo a travis drl
receptor de IGF de tipo 1 {Czech y col., 1984; YVan Wyk y col., 1985). La insulina también
Puede mimetizar estos efectos, pero a concentraciones mucho mayores, compitiendsa ¢on ¢l
1G] par el mismo receptor (Conover y wol., 1986). En conjuncién con otros factores como
€l FGF o PD(GF, iniciadores del ciclo celular, la accion mitética de los IGFs es muy elevada.
S€ b propuesto gue los IGFs actian como factores de progresion del cicle celular a nivel de
la fase de sintesis de DNA (Sara y Hall, 19907,

Por oiro lxle, Jos [GFs son potentes estimuoladores de 1a diferenciacion celular. Sc ha
deseritn este ofecto en numerosas lineas celulares, como micblasios, osteablastos, adipocitas
¥ oligodendrocits, También son mductores de 1a entropoyesis ¥ la granulopoyesis {Sara ¥
Hal, 1990). En contraposicién, se ha delectado la secrecitn de cstos factoves en numerosas
lineas celulares tumorales (Sthoficld y Engstrom, 1992), y existen evidencias de que el IGF-1
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estd implicade e el crecimiento de las células transformadas (Massagué y col., 1985).
Aunque no s¢ puede afirmar que el 1GF-1 es causa de la progresidn de estos mumores, al
menos en el ¢caso de las células de glioblastoma de rata se ha podido demostrar que el blogueo
de la expresidn del factor conduce a regresién del wmor (Trojan y col., 1593).

Las acciones de estimulacion de la proliferacién y la diferenciacion que se ohservan
in viire concuerdan con €l papel de los IGFEs de estimulacién del crecimiento in vive. En ratas
adultas hipofiscctomizadas, 14 administraciéne de IGE-] incrementa €l peso vive v la
tearporacion de timidina en ¢l cartilago (Schoenle y col., 1982). El IGF-II ticne vn efecto
promotor del crecimiento menor {Schoenle y col., 1985). En el periodo fetal y pocos dias
después del nacimiento, en ausencia de GH, &1 [GF-1 también estimula &l erecimiento {Phillips
¥ col., 1988).

La insulina rambién ticne a altas coocentrzciones un efecto mitogénico. Este se
produce probablemente a través del receptor de IGF-L (Froesch y col., 1985}, A pesar de las
similitudes entre la insulina y el IGF-1, estos tenen a través de sus propios receptores
diferentes papeles fisiclogicos. La primera esti mds involucrada en la regulacidn del
metabolismo y el segundo ¢n ¢l crecimiento y desarrolle. Esto puede ser debido mas a la
distribucion celular de sus receptores, que a diferencias fundamertales de su modo de aceidn.
Aungue muchos iejidos expresan ambos receplores, se observa gque los tejidos metabdlicos
cormo higade y adiposo, presentan pran cantidad de receptores de insulina y muy pocos o
ninguno de IGF-I. Mientras, por el contrario, los fibroblastos y las células B del pincreas
contiencn fundamentalmente receptores de tipe 1 (Flier v col., 1986; Van Schravendijk y
col., 1990).

3.6. ACCIONES DEL IGF-1 SOBRE LA FISIOLOGIA DE LA CELULA g2 DEL
PANCREAS

Aungue los estudios s¢ han centrado hasta el momento cn €1 papel del KGF-1 endocrine
€0 lejidos metabdlicos como higado, nuiscelo y adipose, numerosas evidentias indican que
el IGF-I juega un papel paracrine y awtourino en pincreas. La expresion local de IGF-I en
Pancrezs del apimal adulio es elevada comparindola con otros tejidos. De heche, orderando
los tejidos sepiin niveles decreeicnies de expresion, se sitda en segundo legar 4 comiinuacidn
de! higado (Mathews y col., 1986}, En el periodo de embringénesis son detectados niveles
de expresion del factor muy clevados en pincreas y cerebro, mientras que pricticamente 1o
3 produce franserito en higade (Sermane y col., 1990). Sc demuestra lz presencia de
Feceptores de IGF de tipo 1. no sdlo en el tejido acinar, sino en celulas o ¥ i de los islotes
e Langerhans (Van Schravendijk y col., 1987). Smith ¥ vol. (1991) muestzan, mediante 1a
'$enica de hibridacion in sity, 1a presencia de mRNA de IGF-1 en las célolas endoteliales, asi
“OMD en zonas de repencracicn, cuande el pancreas es somelido @ panciectomia.
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Sin embargo, el papel d¢l [GF-I en células [ es mis controvertido. Los primeros
trabajos realizados con islotes fetales de rata ¢ explantes fetales, descrbian la secrecidn de
IGF-] inmunoreactivo en el medio de celtivg, Incluso se demostrd por mmunohistoquimica
si presencia en las células B del pancreas (Romanes y col., 1985; Hill y col., 1987).
Recientemenie, mediante esnudios de inmunochistequimica Ievados a cabo por el grupo de
Reinecke v Sara en diversas especies mamiferas (hombre, perro ¥ rata), se ha localizado Iz
produccién de IGFs en las células de [os islotes pancrediicos. El IGF-1 52 prodince hmicaments
en las células e productoras de glucagdn, con excepeidn del hombre en que algunas células
productoras de somatostatina también producen el factor, Por el contrario, la localizacién del
IGF-1T estd restringida a las células B pancredticas (Maake and Reinecke, 1993).

No se han realizado estudios, por ¢l momento, que demuestren que el IGF-I
producido en los islotes juega un papel i wve regulando la secrecidon de insulina. Los
estudios se han limitado a desceibic acciones del IGF-T en experimenlos iz wifro. Estas
acciones son lantd a nivel de proliferacion/diferenciacién ¢ome funcionalidad. Asi, s2 ha
vhservade que afadiendo [GF-1 al medio de cultivo de islotes fetales pancredticos, se produce
un enriquecimiento en células # y un aumento de la secrecidn de insulina (Bckhoff ¥ cal.,
1901). En islotes en cultivo de animales adultos, ef IGF-I conduce a un incremento de la
secrecion basal de insulina, asf como de la secrecidn estimulada por glucosa. Este efecto no
se obsérva cuanda se emplea, 2 nucha mayor concentracidn, hormona de crecimiento {(Clark
¥ Chick, 1990). Su presencia también aumenta el porcentaje de supervivencia de las células
endocrinas, A v no-B. Asi comn, inctementa ef contenido de insulina de las poimeras. La GH
preduce este efecto por otra via, puesto que sus cfectos son aditivos (Ling y col., 1994}, Las
toncentraciones de IGF-T1 que conducen a estos efectos son muy bajas, de 2 2 5 ng/ml,

mientras las dosis necesarias de GH son de 1 a 2 pgiml (Clack y Chick, 1990; Ling y col.,
1994,

Estudios realizados en animales s8lo atribuyen al IGF-[ ¢l papel de hormona sérica.
Estos deseriben un efecto claramenie inhibidor de la secrecién de insuling. Cuando se somete
4 hombre y animales a infesiones de 1GFE-T, s¢ observa un descenso de la jnsulina plasmatica
1u¢ €5 independiente de jos miveles de glucemia (De Zegher y col., 1988; Guler ¥ col.,
1989}, Los animales Iransgénicos que sobreexpresan IGF-1 en higado presentan un incremento
de IGF-1 sédrico y ¢n consecuencia, una redaccidn de 1a insulinemia (Quaife y col., 1989). En
Pincreas periyndido de raia Ja infusion de TGF-T a concentraciones fistolégicas produce una
Marcada inhibicion de la seerscitn de insulina inducida por glucosa, mientras que ¢l TGF-I1
Niene un efecto menor. La magnitud de la inhibicidn es dependiente de Iz concentracidn de
Blucoss Ademas, el nivel de insuling revierte cuando finaliza 12 infusién de HGF-1. En estas
“Ondiciones ni vl IGF-I, ni ¢l 1GE-IL, ticnen efecto sobre la secrecion de glucagdn (Leahy y
‘-’andekerkhcvu, 19903

Esta supresion de la secrecidn de insulina viene scguramente mediada por los
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receptores de IGF de tipo 1. La misma insulinz a concentraciones mucho mayores que las del
IGF-1 s capaz de inhibir parcialmente su sectecion en las células B, Van Schravendijk v col.
han detectado la presenciz en c¢stas células de receptores de IGF-I y no de receptores de
insulina. Se ha propueste que la insulita, 2 conceniraciones que sobrepasan los niveles
circulantes normales, puede (ener un mecanismoe de reteoalimentacidn negativa utilizando la
via de accidn det MGF-I (Wan Schravendiik y col., 1990). De este mode, 1 IGF-1, ¥y en menor
grade la propia insulina, ejercerian un papel de control de la homeostasis de carbohidratos
a través de la célula b.
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Parte I1: Hipdtesis y objetivos

Los niveles de glucosa sanguinea $¢ mantienen en mamiferos entre mirgenes muy
estrechos gracias a la accion concertada en los icjidos de las hormonas pancredticas insulina
y glucagon. La alteracion de 1a sintesis y secrecion de insulina conduce a praves problemas
metabdlicas ¥ a diabetes mellines, La diabetes es una enfermedad de gran incidencia y
repercusion a mvel mundial. Por tanto, es de gran imponancia conocer o mecanismos de
regulacion de la respuesta insulinica para podet, én altimo termine, conocer las causas de {a
enfermedad y asi, poder desarrellar aproximaciones terapetiticas,

Ademis de la plucosa y otros nuirientes, numerosos factores hormonales y nerviosos
regulan |3 biosintesis ¥ secrecion de la hormona por las céiulas B del panereas (Docherty y
Clark, 1994). El glucagdm, producido cn las células ¢ pancredticas, estimula la sintesis y
secrecion de insulina mediante 1a activacidn de 1a adenilato ciclasa, que incrementa los niveles
mtracelulares de cAMP (Lu ¥ col., 1993). La somatostatina, producida en las células &,
produce el efecto contrario al inkhibir la adenilato ciclasa {Goke y col., 1989).

Recienternente, se ha descrito la presencia de IGF-I inmunoreaciivo en las células o
{Maake v Reinecke, 1993). Anteriormente, s¢ habia demostrade Ia presencia de receptores
de 1GF-[ en las células § del pincreas {Van Schravendijk y col., 1990). Por otra pante, se
habia observado mediante experimentos ir vitre en pancreas perfundido de rata, que el HGF-I
era un potente inhibidor de la secrecion de insulina (Leahy y Vanderkerkhove, 1990).
Ademis, la infissién del factor provocd una reduccibn de 1a insulinemia en hombre ¥ animales
(De Zegher v col., 1988; Guler y col., 1989; Jacob y cal., 1989). Sin embarpe, otros
estudios indicaban gue ol IGE-I en proislotes pancredticos en cultive producia un
enriquecimiento de células 8 y un incremento de la secrecidn de insnding {Eckhoff y col.,
1991). Las diferentes investipaciones realizadas indican que el IGF-1 puede tener un papel
modulador de la secrecidn de insulina in vive,

Por otra parte, el IGF-1 s¢ ha asaciado con ¢l desarrollo de diversas complicaciones
sccundarias de la diabetes. Se ha descrito una reduccign del IGF-I sérico en pacientes con
IDDM ¥ NIDDM. Sin embargo, s¢ ha observado un aumento de IGF-I en Grganos que
bresentan complicaciones microvasculares come ojo o rifidn (Bach y Rechler, 1002y

Por otro lado, los mecanismos de accidn del IGF-T a wavés del receptor de IGI de
lipo 1 parccen ser muy semejantes a los de la insulina a través de su propio receptor. Las
similitudes se ohseryan tanto eq 12 estructura de amhos receptores, come BR 05 mecanismos
de transduccidn de sefial {Van Obberghen, 1994). La insulina conduce a una disminucitn de
103 niveles intracelulares de cAMP en los tejidos, contrammestando de este made la aceion del
Blucapén. Probablemenie, el 1GF-1 pucde ejercer este mismo efecto. Asi, se ha descrito que
©He factor contrarresta o accion de la parathormona en las células gseas mediante una
disminucién de fos niveles del nucledvido (Goad y Tashjian, 1993).
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La hipotesis inicial de este trabajo estaba centrada en que la preduccion de IGF-I en
los islotes pancredticos podria temer una accidn paracrina impottante de repulacién de la
secrecion de msulina. Estz accion la podria llevar a cabo contrarrestando la accifn del
glecagdn mediante la regulacion de los niveles de cAMP. Asi pugs, un incremento de la
produccién de IGE-I podria ener un papel potencial en 1a patogenia de la diabetes mellitus.
A fin de averiguar cuil era el papel del IGF-I en la regulacion de ]a secrecion de insulina,
nos planteamnos )z oblencidn de un madelo de animal transgénice que sobreexpresara [GF-1
especificamente en las células 3 del pincreas. Este modelo animal nos permitiria analizar
tanto las bases de la accidn det factor, como 13 repercusion que puede tener su desrepylaciin
en el desarrollo de la diabetes mellitus.

Asi pues, los objelivos concretos de este trabajo fueron:

1- Obtencidn de ratones transgénicos que expresen de forma regulada IGE-I en célotas 8 del
pancreas medianie microinyeccitn del gen quimerico RIP/IGF-I.

2- Estudio de los pardmetros séricos de los ratones transpénicos que expresen el gen
quitnérico RIP/IGF-1.

3- Estudi¢ del peso corporal ¥ de los érganos y andlisis morfométrico del pancreas de 1os
Fatones transgénicos,

4- Estudic de i3 repulacidn de la sintesis y sccrecion de insulind en ratones transgénicos que
expresen €] gen quimérico RIPSIGE-L

3- Estudic del mewsbolismo hepitico de carbohidratos en ralones transgénicos gue EXpresen
¢l gen quimérico RIP/IGF-T.

- Estudio de las alteraciones oculares de los ratones transgénicos.
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Parte II: Resultados

1. RATONES TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EL GEN DEL IGF-1 EN CELULAS
BETA DEL PANCREAS

Con ¢l fin de estudiar la foncién y el mecanismo de accidn del IGF-I producido
localmente en los islotes pancredticos, s¢ obtuvo un modelo de animal transgénico que
sobreexpresaba IGF-I en células B del pincreas, bajo el control del promotor de la insulina.

1.1. OBTENCION DE RATONES TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EL GEN
QUIMERICO RIP/IGF-1

L.1.1, Consteeecidn del gen quimérico RIP/IGF-1

El gen quimérico RIPAIGE-I estd formado por la regidn promotora del gen de la
insulina de rata I (RIP,-507/+3) fusionado a un fragmenio BamHI/Xho! del gen de la -
globina de conejo, al que se le ha introducido el cDNA del 1GF-ITmuring (Fig. 1). La porcién
del gen de la B-globina, gue comprende el final del segundo exdn, el segundo inteén, el tercer
€x0n ¥ Ia region 3° restante del gen con la sefal de poliadenilacion, junto al enhancer de
SV40, se emplearon para asegurar la expresién del transgén. El cDNA del JGF-T estd
inseriado en la diana FeoRI del tercer exon de la B-globina. En la Fig. 2A se presenta un
esguema del pen quimérico.

Para realizar esta construccion {Fig. 1) se partis del plasmide pKCR3 que contenia
el gen de 1 B-globina v el enhancer del SV40. El fragmento 3 de éste se aislé mediante
digestién Bamill y Xhol y se introdujo cn las mistas dianas del vector Bluescript SK+. Sc
insertd 4 continuacion por ligacido dirigida en los dianas de resiriceion Sacl/BamHI de este
mismo vector el ftagmenio de 5310 pb del promelor RIP procedente del plismide pSP635.
Finalmente. ol cDNA de 1GE-I de ratdn, obtenido a partir del pldsmido pBR32Y por digesticn
ton Eeafl, se introdujo en ¢sta misma diana situada en el tercer exon de la B-giobina. El
fragmento empleado para la microinyeccién conteniendo la totalidad del gen quimdrico
RIP/IGF-T (3,4 kb) s obtenia por restriccién con los enzimas Seel ¥ Xhol,
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Figura 1. Construccidn del Zen quimérica RIF,I"['GF-[. El I'ragmenm del pen de la H-glubina ¥
€l enhancer del SV40 que procedia del vector pRCR3, se aisld mediante digestién enzimdtica
de las dignas BarrH1 y Aol y se intradujo en las mismas dianas del vector Bluescript SK+. Se
IBSErt 4 continuacitn, en las diamas de restriccidn Sacl/BamHI dJe este mismo vector, cl
fragmente de 510 pb de! promator RIP, contenido o €l plasmido pSPG5, Finalmenie, ¢ cDNA
e 1GF-| de ratan, obtenido a partir de] plasmido pBR327 por digestitn con EcoR1, sa intradujo
€N esta misma diana situada en ¢l tercer exén de la B-globina. El fragmento empleado para la
Micrajnyeceitn de 3,4 kb se obtenla por restriccita con los enzimas Secl y Xhol.
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1.1.2. Obtencion de los ratones transgénicos que expresan el gen quimérico RIP/IGF-1

Para la obtencidn de los ratones transgénicos se microinyectd el gen quimérico
RIP/IGF-I a évulos fecundados. Siguiendo las téonicas que se describen en Materiales y
Meétedos, se transfirieron un total de 256 zipotos micreinyectados a 11 hembras receptaras,
de las cuales nacicron 79 animales, Mediante andlisis por Southern Blet de se identificaron
& ratones transgenicos. Tras esumar el mimero de copias inicgradas del wansgén, por
comparacidn con DNA control, s¢ escogicron para cruzar tres animales: el macho 1 con
aproximadamente 5 copias del transgén, el macho 71 con unas dos copias ¥ la hembra 23 con
alrededor de 50 copias (Fig. 2B). El ratén 1 no transmitié €] cardcter a Ia descendencia. Por
el contrario, el macho 71 v Ja hembra 23 transmitieron el cardcter al 50% de 1a descendencia
v s2 establecid una colonia con cads wno de ellos.

1.1.3. Anilisis de la expresidin del (ransgén

Para comprobar la comecta expresion del gen quimérice RIP/IGE-L, se sacrificaton
ratones de segunda generacién {F,) de 3 a 4 meses de edad de las lineas 23 y 71, se obtuve
el pincreas y se aisléd RINA total del tejido fresco. Utilizando como sonda el cDNA del IGF-L,
s¢ analizé por Northern Blot la presencia de mensajero pattiendo de 50 pg de RNA tomal de
pancreas de ratones transgénicos y controles. En los ratones control se detectd unicamente
el transcrito mayoritario del IGF-I de 0.8 kb. Los ratones transgénicos presentaban un
Iranscrito adicional de 1,2 kb procedente de la expresidn del transgén. Este finalizaba en la
seiial de poliadenilacion de la B-globina. En la linea 23 los niveles de ieanserito de IGF-Teran
unas 20 vices mis altos que en los ratones control, Los ratones transgénicos de la Jinea 71
mostraban un incremento del mRMNA de unas 3 veces respecte a los controles {datos no
mostrados). El ineremente de] mRNA especifico d¢ [GF-I en ambas lincas demostraba
claramente que los ratones ransgénicos sobreexpresaban IGF-1 en pdncreas (Fig, 20C).

1.1.4. IGF-T ¢n istotes de Langerhans de ratones transgénicos

E! promotor del gen de la insulina de ra [ dirige ia expresion de genes
exclusivamente a las células B del pancreas (Deltour, 1993), Para comprobar que el TGF-I
Producto del transgén se ¢staba procesando correctamentc ¥ en la localizacion esperada, s&
“slaron islotes pancredticos, sepin se describe en Materiales y Métodos, de ratones
ansgénicos de 1a linea de mayor expresion (23) y de controles hermanos. A continuacin,
S¢ realizé una extraceion de proteina y sc analizé por Western Blot ¢mpleando un anticuerpo
Policlonal especifico de IGF-1. Los ralones transgénicos presentaron un incremento de IGT-]
EPeCto a los comtroles (Fig. 2D).
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1.2. PARAMETROS SERICOS DE LOS RATONES TRANSGENICOS QUE
EXPRESAN EL GEN QUIMERICO RIPAGF-1

1.2.1. IGF-I e insulina ¢n suero

A continuacion, se determind el IGF-1 presente en el suero. Para ¢llo, s¢ sacrificaron
a primera hora de la mafiana por decapitacidn ratones transgénicos y controles hermanos de
3 a 5 meses de edad, alimentados con dieta estindar de laboratorio. Los ratones transgénicos
mostraron una reduecidn sipnificativa de los miveles de IGF-I sérico de aproximadamente un
25% respecte a los ratones coneral (Tabla [). Esta reduceidn concordaba con la observada en
pacientes diabéticos y en ratas tratadas con esirepiozetocing {Back y Recher, 1992). Asi
mismo, s& determinaron los niveles de IGF-1 en ratones transgénicos ¥ controlas alimentados
con dieta alta en carbohidratos durante 5 dias ¥ se observd que ambos grupos presentaban una
clara reduceidn de IGE-I como efecto de 1a digta (Tabla I}.

Tambitn s determinaron los niveles de insuling de ratones ransgénicos ¥ controles.
Les ratones transgénicos alimentados con una dieta normal de lzboraterio presentaban niveles
d¢ insulina sérica del doble de los controles. La dieta alta en carbolidraios provocaba un
incremento en la insulinemia en ratones control. Por ¢l contracio, los ratones transgénicos
alimentados con esta dieta presentaban una reduccidn de aproximadamente la mitad en los
niveles de insalina sérica (Tabla I},

1.2.2. Metabolitos en suerg

Se determinaron tos niveles de elucosa, triglicéridos ¥ dcidos grasos ¢n suero can ¢l
fin de averipuar si se encontraban alterados ¢n 1os ratones {ransgénicos que expresan el gen
Quimérice RIF/IGF-I. Los ratones transgénicos presentaban un incremento significativo de
la glucemia respecto a los ratones control (Tabla 1), Estas diferencias s¢ conservaban cuando
i08 ralones eran alimentados con una dieta alta en carbohidratns.

Los niveles de tiglicérdos y dcidos grasos libres no esterificados en suerc de los
Talones transgénicos alimentados can dieta nommal también se encontraban aumentados (Tabla
1). Estos datos eran claramente indicadores de que ¢5105 animales presentaban eona cuadro de
Tesistenciz g la insulina, caracteristico de la diabetes tipo 1. En cuanto a los niveles de
Colesterol, no se observaban diferencias significativas {Tabla ).
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Tabla I. Pardmetros séricos de los ratones transpénicos que expresan €l gen quimérica

RIP/TGF-1
Dieta estindar Dvieta alta en carbohidratos
Con Te Com Te

Glucosa 14847 2054 10* 156415 245421+
{rog/dl)

Insulina 1.440,1 3,1£0,2** 25404 1,5+0,2"=
(ngfml)
IGE-1 231413 1701 15* 135£12 ST is*
(ng/ml}
Triglicéridas 1294 21E L 13- M.I. WN.T»
(tag/dl}
NEFAs 0,2+005 1,6£0,05* N.D. N.D.
(Mol
Colesterol 7745 BB 45 N.D. N.D.
{mpg/dl)

Se determinaron Ins parimetros séricos de 15 animales control {Con) ¥ 15 (ransgénicos {Tg)
alimentadas con disla normal v dieta alta en carbohidratos. Las hormonas se delerminaron por
radioinmunoensayn. La glucemia se determing por el sistema Reflotedn® y el resto de matabalitos
mediante ensayos enzhmdricos adaplados al amoanalizador COBAS BIO. * p=0.05, ** p<0,005,
N.D.. No determinado.

1.2.3. Curva de tolerancia a la gluensa

Para comprobar 51 10s calones transgeéntcos que expresan €] gen quinérico RIPFIGE-T
habian desarrollzdo un proceso de resistencia a la insulina, animales alimentados transgénicos
¥ coniroles fueron anestesiados y sometidos a um test de tolerancia a la glueqsa. Este se
alizd mediante una inyeccidn intraperitoneal del azicar {1 mg/g peso vivo) a tiempo O y se
Uevs a caba un sepuimiento de la plucemia durante 180 minwos. Los ratones transgenicas
Na s6lo mostraron niveles basales de glucemia superigres, sino vna clara alwracién de 1a
“urva de rolerancia a la rlucosa. Dado que los machos y las hembras transgénicos no
Presentaban el mismo patrdn de respuesia, se agruparen por sexos. Los machos transgénicos
Alcanzaron niveles marcadamente superiores & los de sug hermanos control, en ocasiones
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superando el limile supenor de deteccidn del sistema (>600mg/dl), ¥ maomvieron estos
niveles elevadas a lo Jargo de las tres horas gue durd el estudio (Fig. 4A). Tras la inyeccidn
intraperitoneal del azmicar, las hembras fransgénicas mostraron wn incremento de la glucemia
mayor que sus hermanas control, ¥ por tant, eran mas intoleranies al azocar. Sin embarpo,
ng mostraron una curva de lerancia a la plucosa tan alterada como ia de los machos de la

misma linea (4B).

Se realiz¢ este mismo experimento en machos transgénicos de la lines 71. Estos
liltimos presentzron un patron de tolerancia a la plucosa similar at de los machos de [a linea
23, aungue con valores ligeramente inferiores (Fig. 4C). Esios resuliados indicaban que la
expresién de IGF-I habia provecado un cuadro de diabetes y descartaba que el lugar de
integracidn del transgén fuera responsable de los efectos observados.
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Figura 4. Test de tolerancia a la glucosa
de |0s ratones transpénicos que expresan
¢l gen quimérica RIP/IGF-I. Katones
alimentados ansgénicos (Ter ¥ controles
{Con! fueron ancstesiados ¥ sometidos a un
test de tolerancia a la glucosa, Este se
realizd mediante ioyeccidn intraperitoneal
del azicar (1 mgfg peso vivo) a tiempo 0,
Se determind la glucemia a partir de 30 pl
de sangre obtenida de la cola mediame £l
sistema Reflotrén® a los tiempos indicados,

Test de tolerancia de 10 ratones machos controles ¥ 10 transgénicos machos de la linea 23 (A), de 8
"aones controlcs y 8 transgénicas hembras de 1a linea 23 (B) y de 8 ratones cantroles y 8 transgéaicos
Machos de ia |inea 71. Las difereneias son sipnificativas a 1o largo del test de tolerancia,
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[.3, PESOS Y MORFOMETRIA DEL PANCREAS DE LOS RATONES
TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EL GEN QUIMERICO RIP/IGF-I

L.3.1. Peso corporal y de los drganos

Se ha descrito que los animales transgénicos gue sobreexpresan IGF-1 en higado
presentan alteraciones de peso en distintos érganos diana de este factor. Con el fin de
averignar si los ratones que expresan el pen quimérico RIP/IGF-] presentaban variaciones en
el peso corporal y de distintos ¢rganos {parcreas, bazo, rifién derecho, higado y cerebro),
5¢ pesaron animales control y transgénicos de tres meses de edad. Los animales transgénicos
no presentaron diferencias significativas, respecto 2 los animales coatrol, en ¢l peso corporal
o en los pesos de higado, rifién derecho ¥ cerebro (Tabla II). Por el contrario, el peso de
pancreas ¥ hazo de los ammales transgénicos estaba incrementado respecto al de los controles.

Tabla I1. Peso vivo ¥ de los organos de los ratones transgénicos fue expresan el gen

quimérico RIP/IGF-I
Cantroles Te
PV¥i{g) 23,2108 24,2410.,4
pancreas (% de P.V.) 0,5610,02 0,63+0,02*
hazo (% de P.V.) {.33+0,02 0,50 30,05%
rifon (% de P.V.} 0.7410,02 0,7540,02
higado (% de PV} 5,803 5,840.2
cercbrn (% de F.V.} 1,874+0,06 1,860,006

St pesaron 10 animales control y 16t transgénicos (Tg) alimentados con dieta nonmal. Fustericrn:lente
5¢ sacrificaran ¥ se pesaron Jos drganos de interés. Los resultados s expresan como porcentaje de

BER0 del drgano respecto af peso corporal. * p< 3,05

1.3.2. Morfometria del pancreas

Al comprobar que ¢l pincreas de los animales transgénicos que expresaban el gem
Quimirico RIP/IGF-1 presentaba un peso incrementado, se decidio estudiar el % de drea de
ok g respecto al area total de pincreas. Este incremento de peso del pincreas podia astar
% 10 asociado a un aumento praporcional de mass de céiula 8. Ademds, €$1& pardmelro esti
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maodificado en varios modelos animales de diabetes tipo II, considerdndose una de las causas
de la alteracién de la capacidad secretora de insulina frente a una carga de glucosa.

Con el fin de determinar el drea de célula B, se realizé un andlisis morfométrico del
pédncreas de ratones transgénicos y controles. Se llevd a cabo tras delimitar el drea mediante
inmunohistogquimica con anticuerpo anti-insulina en secciones de tejido pancredtico (Fig. 5)
seglin s¢ describe en Materiales y Métodos (2.10.2.). En la Tabla Il se recogen estos
resultados. Los ratones transgénicos presentaron un incremento significativo del drea de célula
B. Ademads, al calcular el % de célula B del pincreas respecto al peso corporal de cada animal
se obtuvo un indice de la masa de célula B total. De este modo, se pudo observar que los
ratones transgénicos que expresaban el gen quimérico RIP/IGF-1 presentaban practicamente
el doble de masa de célula f, y en consecuencia, el doble de capacidad productora de

insulina. Esta caracteristica podria explicar, al menos en parte, la hiperinsulinemia de los
raiones (ransgénicos.

Figura 5. Inmunohistoquimica de secciones de pincreas con anticuerpo anti-insulina de los
ratones transgénicos que expresan el gen quimérico RIP/IGF-1. A) Islotes pancredticos de raton
control de 3 meses de edad. B) Islotes pancredticos de raton transgénico de 3 meses de edad.
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Tabla 111, Anilisis morfoméicica del pdncreas de [os ratones transpénices que expresan el pen
quimérica RIPIGEF-I

% de célula B % de céla A

efl pdncreas N de islgtes/mm? de P.V.{10%)
COMTROLES 0,42 +0,05 14+0.2 2,2+0,2
TRANSGEMNICOS 00+ 0 07 2. 1+0,25* 4404+

Se analizaron 3 secciopes de pincreas de 5 ratones conttol y 5 transgénicos. El &rea de cflula 8 se
delimitd mediante incunohisioquimica con anlicuerpo anti-insaling porcina. Bl andlisis de jmagen 52
tealizd scpan se describe en Materiales y Méodes (2.10.2.). P.V., Paso Vive, ¥ p<(,05 **
p = 00K35.

1.4. SECRECION DE INSULINA EN 15LOTES PANCREATICOS AISLATXOS DE
RATONES QUE EXPRESAN EL GEN QUIMERICO RIP/IGF-I

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban gue el IGF-I producido por el
transgén provecaba en 1os ratones transgénicos el desarrollo de un cuadrg de resistencia a fa
insulina. Estos ratones presentaban hiperinsulinemia acompanada de niveles elevados de
elucosa y triglicéridos en suero. Sin embargo, antericomente s¢ habia descrito que ¢l MGF-1
tigne un efecto inhibidor de la secrectén de insuling {Leahy y Vanderkerkhove, 1990). Este
efecto eslaria mds de acuerdo con los niveles reducidos de imsuling sérica obscrvados en
ratones transgénicos alimentados con dieta alta en carbohideatos. Asi pues, a fin de estudiar
las mecanistos mediante Jos cuales el TGF-T producia el fenotipe observado y conpcer las
bases tnoleculares de su accion, se analizé el patrén de secrecion de insulina en islotes
aislados de ratones transgénicos gue expresaban el gen quimérico REYIGE-L,

1.4.1. Secrecion de insulina 3 *H) minutos

En primer laugar, se estudid la secrecion de insulina a 90 minutos en islotes aislados
a concenlraciones crecientes de glucosa. Con este fin, se aislaron isloles pancredticos de
ratynes \tansgénicos y controdes. En esie experimentn ¥ en todos los gee se realizaton a
continuacién, se emplearon ratones machos entre 3 ¥ 6 meses de edad. Los islotes aislados
fueron incubados durante 90 minutos a concentraciones crecientes de plucosa: 0; 2.8, 5,5;
11,1 ¥ 16,7 mM., Los ralomes transgénicos presentaron un patrén de secrecion de insulina con
claras diferencias respecto a los contrales, A bajas concentraciones, glucosa 0; 2,8 ¥ 5,5 mM,
los ratoncs transgénicos scorelaban significusivamente mis insuling, Por el conatio, a
concentracinnes seperiores, en que la plucosa estimulaba marcadamente la secrecion en 10§
controles, los ratones ransgénicos preésentaban una  Jistminucion de la respuesta
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insulinosecretora a la glecosa (Fig. 6).
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Fipura 6. Elecio de la corentracioo de glucosa sobre ]a secrecidn de insulina por islotes aislados
de los ratanes transgénicos que expresan el gen quimérico RIPAGF-1. Islates pancredticos aisiados
de 1} ratonas control (Coen} ¥ 10 transgénicos (Tg) se incubaren, en grupos de &, a 37°C durante S0
minutas, Las incobaciones se realizaron a concentracionas crecientes de glucosa: I mdd; 2.8 mM; 5.5

mM; 11,1 mM ¥ 16,7 mM. A continuacion, se recuperd ¢l medio de incubacidn para la determinacion
de insulina por RIA, * p<I0,005.

1.4,2. Perifusidn de islates aislados

Ante estos resultados se considerd adecuado realizar wn experimento de perifusion de
islates aiglados. Esia técnica permite conocer ] patron de secrecion de insulina de los islotes
minuto 2 minuto cuando son sometidos a und estimulacion con glucosa, De este modo, s
abtendria informacion de las dos fases de la respuesia secretora. Con esie fin, se ailaron
islotes de ratones controles v transgénicos ¥ se procedio a su perifusion, Se colocaron 75
isloles por ¢amara Jde incubacodn ¥ ¢ sometieron durante los primeros 45 minatos a un flujo
continuo de solucién glucosa 5.5 mb para esiabilizar el sistema. A partie d¢l minuto 45,
hasta el 75, se realizd la perifusion con ta solucidn de alla concentracion de glucosa (16,7
mbd), vy durante los 15 minwos restantes o8 islotes semantuvieron de nuevo cnoung solugidn
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de 5,5 mhi. Las curvas de tespuesta secretora representativas de los dos experimentos para
conicoles ¥ wansgénicos se muesiran en la Fig. 7. Los mtones (mnsgénicos presentaron
durante la infusidn de glucosa 5,5 mM unma secrecidn basal de insulina superor a los
controles. Sin embargo, cuando fueron sometidos a la estimulacion por glucosa 16,7 mM, los
ratones comrgl mostraron una marcada respuesta a la plocosz, mienras los ratones
IransEénicos presentaron una respuesta disminuida, Esta deficiencia se produjo tanto en la fase
aguda, al imcic de la respuesta secretora, como en la meseta de la segunda fase.

5.5 mM 16,7 mM 5.5 mM
| - —

1000
800

BOO
700
600
500
400
300
200
100

Secrecion de insullna (uU/ 50 Islntes.min}_

T
30 40 50 &0 70 80 90

Minutos

Figura 7, Perifusidn de islotes aislados en presencia de placosa. Isiotes aislados de B ratones contral
{(Con} y & ratones transgénicos (Tg) se colocaron en grupos de 75 por chmara de incubacidn y se
someliergn durante 45 minetos a un flujo continua de solucidn ghicosa 5,5 mM. En el periodo de
tiempo comprendide entre €] minuto 45 y 75 se realizd la perifusidn con la solucidn de plucosa de
16,7 mM y durante los 15 minutos restantes los ilowes se mantuvieron de mievo en una solucidn de
5.5 mh. Minue a2 minute se recogicron los medios de perifusidn pata la determinacion de la insulina
secrelada por RIA,

1.4.3. Estimulacién de la sccrecion de insulina por 0tros secretagogos
Para conocer en mayor detalle fa respuesta secrciora de los ratones transgénicos, se
estudit 1a secrecitn de insuling &0 respuesta a otros secretagopos cficaces, concretamenie las

combinaciones de plucosa (2.8 mM) + leucina/glutamina y glucosa (2.8 mM) + arrinina,
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Estos expenimentos [0$ consideramos una buena aproximacién para conocer si el efecto
inftibidor de la secrecién de insulina producide por ¢l IGF-I afectaba un mecanismoe comin
a todos los secretagogos, o per el contraric, $olo actuzba sobre la via de senal de 1a glucosa.

Con este [in se aislaron islotes de ratones transgénicos y controles ¥ se incubaron 4
minutos a 37°C bajo tres condiciones diferentes: glueosa 2,8 mM, glucosa 2,8 mM + leucina
10 mM + glutamning 10 mdd y plucosa 2,8 mM + argining 10 mM., Los islotes de los ratones
transgénicos tratados con loz aminodcidos leucinafplutaming mosiraron una disminucion
significativa de la secrecién de insulina en comparacién con los coatroles. Esta diferencia no
50 apreciaba en log islotes estunuladas com arginina (Tabla IV).

Tabla IV, Efccto de o5 aminodcides sobre la secrecién de inswling en 1os ratones que
expresan € gen quimérico RIP/IGE-I

Control Tg
Glucesa 2.8 mh] 33+ 6 5% + 5*
Glucosa 2,8 mM+ 122 + 23 55+ 11+
Len!Glo 16 mM
Glucnsa 2,8 mM+ EERE L el + 12

Arginina 14 mM

IsTores aislados de 4 ralones controles y transgépicos {Tg) se incubaron 90 minutos a 37°C en tres
condiciones de glueosa 2,8 mM; glucosa 2,8 mM +leacipa 10 mM/glutamina 10 mM y glucosa 2.8
mh +arginina 10 mM. El medio de incubacidn se cecuperd posterionmente para la determinacion de
insulma por RIA. Los resultados se expresan en gU de insultna fislole-80 min. Los resuitados se
expresan en pU de insulina/islore- 30 min, * p<0,03.

1.4.4, Estimulacidn de la secrecion de insulina pur ferskolina

El incremento de ¢AMP intracelular estimuola la secrecién de insubima. El apente
forskolina es un potente estimutadar de la respuesta msulinosecretora a la glucosa, ya gue
activa [a adenilato ciclasa,

Para investigar si el 1GF-1 modificaba los niveles intracelulares de cAMP y asi
alteraba la secrecifin de insulina, se aislaron jslares pancredticos de ratones control y
transgénicos ¥ st incubaron con glucosa a concentraciones de 5,5 ¥ 16,7 mM y con glucosa
16,7 mM + forskolina 5 ¢M. Los islotes de ratgnes controles ¥ Iranspénicos mosiraron on
las condiciones de glucosa 5,5 y 16,7 mM el patrda observado vn experimentos anteriores.
Cuando los islotes fueron sometidos a glucesa 16,7 mM + forskolina 3 uM, los controles
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alcanzaron los niveles mdis altos de sccrecidn de insulina, mientras los islotes de los
fransgemicos presentaron una disminucion de ia secrecion de insulina similar a 1a observada
a 16,7 mM. De este modo, la respuesta secratora de los islotes aislados de ratones
transgénicos ¢r aproximadamente tres veces menor a la de los controles (Fig. 8).
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Fipura §. Estimulacidon de la secrecion de insulina por forskolina en islotes de ratones
transgénices que expresan el gen quimerico RIPAGF-E, Jslates pancredticos aislados de 10 ratones
comro] {Con) ¥ 10 wransgénicos (Tg) fueron incubados con glucosa a concentraciones de 5.5 v 16,7
mM ¥ con ghieosa 12,7 M + forskaling 5 pM. 5S¢ detetmind la cantidad de insuling secretada por
islote 3 los 0 min. * p<Z0.005.

1.4.5, Contenido de insulina de los slotes pancreaticos

Tras realizar los anteriorcs caperimentos de medida de secrecidn de insulina, se
tomaron muestras al azar de cada condicion para detenminar el conterudo de insulina por
islote. Los islotes de controles y (ransgeénicos no presentaban diferencias de conlenido de
insuling e tas condiciones de incubacidn de glucosa 5,5 mM y 16,7 mM. Sin embargo,
cuande eran incubados ¢n alla concemracion de glucesa en presencia de forskolina, los 1slotes
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de los ra2tones transgénicos presenlaban un mener contenido de insulina (Tabla V).

Tabla ¥. Contenido de insulina de islotes aislades de ratones transgénicos gue expresan el pen
quimérice R1IFIGF-1

Con Tg
Slucosa 5.5 mM 525457 5281443
Glocosa 16,7 mb [532+381] 1548 +152
Glucasa 16,7 mbi+ 2142431 12651218

Forskoling & pM

Islotes aislados de ratones conrroles {Con) v transgénicos (Tg) se incubaron a 37°C durante 90
minutos en las condiciones de glucosa 5.5 mM; 16,7 mM y 16,7 mM -+ Forskolina 5 pM. El conenido
se insuling de los islotes se delermind postericmmente mediante 1a obtencidn de un extracly en selucién
irido-alcohslica ¥ la medida de insutina por RIA, Los resultadgs se expresan en ul) de insulina fisiote.
* p<0,01.

1.4.6, Contenido de cAMP de los islotes incubados a altas concentraciones de glocosa

Al abservar unz marcads inhibicitn de 13 secrecidn de insoling en islotes aislados de
los ratenes transgénicos tralados con forskoling, asi como una disminucion del contemdo de
la hurmonpa, se determind a continuacidn la concentracion de cAMP de éstos a allas
concentraciones de glucosa (20 mM). Se alslaron aslotes a padtir de ratones controles y
lransgénicos ¥ en grupos de 30 se meubaron en una solucidn de glucosa 20 tmd a 37 °C
durante 25 miruos. A continuacicon, se conpelaron en solucidn final 6% TCA ¥ se procesarorn
pata la determinacion del contenido de cAMP. En 1a wbla VI se puede observar que los
niveles def segundo mensajera cn los islotes de los ratones fransgénicos eran praciicamente
un tercio de los de 105 controles {(Tabla ¥I).

A fin de determinar 51 la reduccion en los niveles de cAMP se debia a una inhibicion
de 1z adenilato ciclasa, aciivada potentemente por la forskohna, a una activacion de las
fosfodiesterasas,  inhibidas por  isobutilmetilxantina (IBMX)}, o a ambos procesos
simultineamente, %¢ realizd un sepundo experimento. 5S¢ aislaron islotes de ratones
transpénicos v controfes y en grupos de 30 se incubaron 13 minules en solucion de glucosa
20 mM. A comtinuacion, se incubaron otros 10 minwios eén presencia de forskotina 5 M,
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1IBMX 10 mM o forskelina 5 pM +IBMX 10 mM, y se detergund ¢] eontenido del nucledtido,
En la Tabla VI se muestra el resuliade de diche experimento en el gue se observa una
disminucién del contenido de cAMP en todas las condiciones de incubacidn, tznto en a
estimulacién por forskolina, como por IBMX (Tabla V).

Tabla V1. Centenido de cAMP de islotes aislades de ratones transgénicos que expresan el pen
quimérico RIPAGF-I

Con Te
Glucosa 20 mM 205436 TR+ 10*
Glucosa 20 mM +
IBMX 10 mikt 1210+ 130 T30+ 75"
Glucosa 20 mM +
Forskelina 5 pM 8561 +740 48601 520+

Glucosa 20 mMv +

IBMX 10 mM = 20125+ 1540 10730 £ 1270*
Forskolinag 5 pbd

Grupos de 30 islotes, aislados de ratones controles (Con) ¥ transgénicos {Tg), se incubaron a 37°C
duranie 15 minutes &n solucién de glicosa 20 mM, més 10 minutos en ausencia o presencia de un
agente estimulador: IBMX 10 md. Forskoling 5 uM o IEMX 10 mM+ Forskeling 53 uM. A
continuacion, fueron congelades en splucidn final 6% TCA y procesados para la medida de cAMP potr
radicinrnuncensayo. Los resultados se expresan en fmoles de cAMPS ua de DNA. * p<0,(01.

1.5, ESTUDIO DEL METABOLISMO HEPATICO DE CARBOHIDRATOS EN LOS
RATONES TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EL GEN QUIMERICO RIF/IGE-1

Los estudios realizadas hasta ¢l momento indicaban gue los ratones lransgénmas que
expresan ¢ grn quimértco RIP/IGF-]1 desarrollan un proceso dizbético. Los resuitados
obtenidos del estudio de la funcionalidad de la oflula B eran claramente indicadores de que
estos animales presentaban una respuesta insulinpsecretora deficiente en las situaciones de
mayer requerimicoto de insulina (altas concentraciones de glucosa). Estas alleraciones podrian
repercutir en otros tejidos. El higado es uno de los principales tejidos diana de 12 insulina y
es fundamental en e[ control de 1la homeostasia de catbohidrares. Los hepatocitos ayudan al
mantenimiento de la glucemia mediante activacion de la plucogenolisis y ke gluconeogénesis
en el ayune. A conlinuacion, estudiamos si los ralones trangénicos presentaban anormalidades
metabilicas en higado.
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§.5.1. Expresion del gen del IGF-I hepdtico

El higaa es o] principal drgane productor de IGE-T circulante (Salmon v Daughaday.
1957). Habiumos observado que los cgones transgénicos que expresan el gen guimérico
RIP/[IGE-{ presentan una dismiouecidn del IGE-1 sérico. Para comprobar goe esta reduccion
s eormelacionaba con una reduccion de Ta produceion del factor en higado, se cstudid Ta
expresidn de IGE-T mediante andlisis por Nocthern Blot a partic de imuogsiras de tejido hepitico
de ratones (ransgénicos ¥ coniroles alimentados con dieta normat. Los matwnes transgénicos
presentacont woa distitucion de la expeesion de JGE-L respevio a2 s tatones control. Estos
resullados concordaban con los valores <éricos Jol facoor (Fig. Y).
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Fipura 9. Expresion del gen del [GE-]1 hepitico de catenes transgénicos RIFIGE-L. 15 raones
ranseénices O v 13 contrales (Cond fucron sacnbicados. Se aisld el higado v fue seondarente
congelado en natrdgeno lgoide. Las muestras comgeludas se procesaron paca la obencion de RNA total
sepn s imdica en Materiales y Méwdes, Tras €] andlisis por Norhern Blow se ibridd con sonda
especiiiva para 10GE-1 Los resultsdos se normalicaron von GAPDH y se expresan coma porcentaje de
expresion deb gen eb tatones control * p o< (K5,
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1.5.2. Expresién en higadoe de los genes de GLUT-2, glucoquinasa y pirovatoe quinasa

El transporte facilitado de glucosa plasmdtica a (raves de {as membranas de las células
es el paso inicial en el metabolismo de la plucosa. EI GLUT-2 ¢35 el gnico transportader de
plucosa de alia Kin gue s¢ encuentra solamente en células que participan en la regulacion de
la homeostasis de la glucosa sanguinea, comoe los hepatocitos y fas células 3 del pingreas, En
el higado juega un papel doble en el rasispone de glucosa, yd que permite la entrada de
glucosa cuande la gluconeogénesis ¥ la ghuicogenolisis estin inhibidas y libera glucosa cuando
la gluconcegénesis ¥ Ia glucogenolisis estdn acrivadas (Johnson y col., 19903, La regulacidn
del GLUT-2 se produce principalmente 2 mivel wanscripcional. La hiperglucemia es un
potente estimoladaor, si bien, se ha descrto que 1a hiperinsulinemnia inhibe su transcripcién
{Burcelin y col., 1992},

Los hepatocitos son capaces de responder a fluctuaciones en los niveles de glicosa por
cambios paraielos en su velocidad de fosforilacion a glucesa 6-fosfato. El enzima clave en
la regulacicon de este proceso es ia glucoquinasa. Su especificidad para la glecosa, su alta Km
¥ la no existencia de inhibivion por producte, aseguran un gradiente de entrada de glicosa
al hepatoeito, La actividad glucoguinasa se cormelaciona con cambios en mRNA v con la
velocidad de transcripeidn de su gen (Spence, 1983, Sibrrowski y Seitz, 1984; Iynedjian vy
eol., 1987; Iynejian y col., 1988; Granner v Pitkis, 1950). En animales diabétices, en 103 que
l2 glucolisis estd bloqueada y ia gluconeogénesis estd incrementada, los niveles de mRNA de
1z glucoquinasa son muy bajos (Iynedjian y col., 1987, Iynedjian ¥ col., 1588; Nishi y col.,,
1988; Andreone y col, 1989 Magnuson y col,. 1989; Iynedjian ¥ col., 198%; Granner y
Pilkis, 1990).

La piruvato quinasa, juega un panel central en 'a regulacidn de i3 via glucolitica
{Pilkis v col., 1988} La modulacion ripida del flujo melabolico es debida al control de la
actividad enzimiuca por efeciores alosiéricos y por el estado de losforilacidn, La modulacidn
a largo plazo ey debida al contrnl de la cantidad de enzima, To cual se lleva a cabo mediante
cambios ¢n la expresién de su gen. Sin embareo, l2 regulacion cronica del mRNA de la
fortma hepdtica de la pitwvawe quinasa (L) por hormomas y por 1a dieta es compleia. La
disminecion de la actividad piruvato quingsa vy de los miveles de mRNA en higado por accion
del ayuno y de la diabetes, revierte tras realimeniaciém con una dicla alta en carbohidratos
y por administracion de insnlina (Miyomaga ¥ col., 1982; Pool v col., 1982). La accidn
vonjunia de glucosa o insuling cn hepatocitos de rata en cultivo primario estimula la expresidn
del pen di Ja piruvalo quinasa L e incrementa 1a estabilidad del mRMA. Ni la glucoesa, ni la
insulina actuan separadamenie (Decaux vy col., 1989).

Lok ratones transgénicos que cxpresan ¢l gen gquimérico RIPYIGE-T mostraron una
disminucién significativa de la cantidad de mRNA de los genes del transportador de plucesa
GLUT-2 ¥ la glucoguinasa en higado, respecto a los ratones conwre]. Por el contrario, no se
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apreciaron diferencias significativas al comparar la cantidad de mensajero de] gen de la
piruvato quinasa (Fig. 10},
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Figura 10. Expresion de los genes del GLUT-2, glutoguinasa y piruvato quinasa en ligado de
ratones fransgeénicos RIFVIGF-I. 15 ratones transgénicos (Tg) y 13 conteoles (Con) (vernn
sacrificados. Sc aislo el higado y fuc seguidamente congelado en nitrdgend liguido, Las ruassiras
congeladas se procesaron pata |2 obiencidn de RNA total sepun se deseribe en Maeriales y Métedos,
Tras ¢l andlisis por Northern Blot se hibridd con sonds especifica para cada uno de los genes. Los
rexultsdos s¢ normalizaron con GAFDIL y se expresan como porcentaje de expresion del pen en
ratones conlral . ® pe 0005,
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1.5.3, Actividad hepitica plucoguinasa y piruvato quinasa

Para 1z determinacidn de las actividades enzimdticas glucoquinasa y pinuvato quinasa
se sacrificaron ratones transgénicos y controles alimentados con dieta estandar de laboratorio.
Los resultados oblenides se recopen en la Tabla VII. La zctividad glucoquinasa de los ratones
transgémicos alimentados con dieta normal estabz disminoida un 40% en relacidn a la de los
controles. En la daterminacién de Ia actividad enzimética hexoquinasa I no se observaron
diferencias significativas entre controles ¥ transgénicos {datos no mostrados),

La actividad piruvato quinasa acliva, medida a bata concentracién de fosfoenolpiruvato
{PEF), se hallaba disminuida zirededor de un 25% en los ratones transpénicos. La actividad
enzimatica total, determinada a alta concentracidn de PEP se encontraba mas reducida,
aproximadamente un 35 % respecto a la de los controdes (Tabla Y1),

Tabla VII. Actividades glucoquinasa y piruvatoe guinasa hepdticas

GK (U/mg prot.) PK (molfmg prat.}
PEF 1,15 mM PEP 5mM
CONTROL 17,1 + 1.4 26+ 1,1 486,2+33,3
TRANSGENICO 28 £ 1,3 19,5 + 1.94 324,827

Eesultados de 12 ratones de cada comdicidn. Las actividades s¢ detérminaron a partit de extractos de
hlgado segun se describe en Mateniales ¥ Métodos (2,12.). * p<l0,G0, ** p< 0,005, #p <001,

1.5.4, Contenido hepitico de glucdgene ¥ glucosa 6-P

El destinu de la plucesa, uwoa vez losforilada, varia en funcidn de las necesidades
energéticas del animal. Esto obliga a almacenarla, en momentos Jde abundancia, en forma de
glucogenn para ser wilizada cuando sea necesarie. En el higado las particulas de estc
polisacicido s apgrepan en grinules de hasia varios miles de miflones de dalipns. Estos
conticnen los enzimas repuladores de las vias de sintesis y degradacidn del glucdgeno:
phicégene sintasa y plucdgeno fosfonlasa. La regulacion de estas enzimas s complela y se
produce a nivel transcripcional ¥ postiraduceional.

El comentdo de plucosa 6-P y ghucdgeno en higado s¢ detenming a pariir de muesiras
obtenidas de ralones controles v iransgénicos. Los resultados obtenidos se recogen en ia (ahla
V. Los niveles de glucosa 6-F cn higado de ratones transgénices eran significativamente
menores que los de los controles. Ademds, se apreciaba una disminucion significativa de la
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glucosa libre hepatica en ratones transgéntcos. El contenido de glucdgeno hepdtico de los
ratones transgénicos alimentados con dieta normal se encontraba reducido en un 20% respecio
al de los controles.

Tabla VIIL. Conotenido de glutosa 6-P, glucesa Libre y plucdgeno en los ratanes fransgénicos
que expresan € gen quimérico RIP/IGF-1

Glucosa 6-F Glocosa libre Glucdgeno
{xmol’g higadn) {mgfg higada) tmgfg higado)
CONTROL 1,09 + 0,08 4.56 + 0,18 42,9 + 2,1
TRANSGENICO (.73 £ 0.04% 3,85  1.8% 34,9 + |59

Resultados de 15 ratones de cada condictdn, Las determinaciones se realizaron a partir de extractos
de higado segin se desciibe en Materiales y MEtodos (2.12.).* p<0,01.

La tincidn de cortes histolégicos de higado de ratones controles ¥ (ransgénicos
mediante 1a reaccion de acido periédico de Schiff (PAS) permitid observar una dismmnucidn
del contermudo hepdtice de glucomens {(Fig, 113,

1.5.5. Expresién en hipado de los genes de la P-enolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK)
y la tirosina aminotransferasa (TAT}

La Penolpiruvale carboxiquinasa s un enzima clave de la gluconcogéndsis v estd
finamente regulado por hormonas. La actividad enzimdlica de la PEPCK aumentz tras el
ayuno prolongado v disminuye cuando el animal es realimentado {Shrago y col., 1967). La
regulacion de la PEPCK se produce & nivel de transchpeidn del gen. El glucagén a craves del
¢cAMP y los glucgeorticoides estimulan la transeripeidn, mientras la insulina la inhibe (Short
v col., 1986). Por otro lado, la Brosina amingtransferasa también es un enzima involuerado
en el procese gluconcogénico, cuya repulacion tiene lugar a nivel de la expresion del gen de
forma similar a 1a PEPCK (Vauiont ¥ Kahn, 1994).

Al esdiar 1a expresidn de estos dos genes en higade de ratones transgénicos y
controles, no se apreciaren difercncias significativas (Fig, 12).
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Figura 11. Deteccion de glucgeno en secciones histolégicas de higado. Se realizaron cories
histolégicos de porciones de higado de ratones controles (A) y transgénicos (B) alimentados y se llevd
a cabo una tincién con fcido periddico de Schiff (PAS) que da coloracion magenta al glucigeno
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Figura 12. Expresidn de los genes de la PEPCK y la TAT en higado de ratones transgénicos
RIP/IGF-1. 15 ratones transgénicos (Tg) v 15 controles (Con) fueron sacrificados y se aislé el higado,
que fue seguidamente congelado en nitrdgeno liquido. Las muestras congeladas se procesaron para la
obtencién de RNA total segiin se describe en Materiales y Métodos. Tras andlisis por Northern Blot
se hibridé con sonda especifica para cada uno de los genes. Los resultados estin normalizados con
GAPDH v se expresan como porcentaje de expresion del gen en ratones conirol.
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Los resultados obignidos del estodio del metabolisme hepitico de los ratones

trangénicos que expresan el gen quimeérica RIFFIGE-T indicaban que éstos desarrollaban un
proceso de resisiencia a ka insulina en este drpano.

1.6. ALTERACIONES QCULARES EN LOS RATONES TRANSGENICOS QUE
EXPRESAN EL GEN QUIMERICO RIF/IGF-I

Mediante los estudios realizados se pudo observar gue los ratones trangénicos que
expresan el gen quimérico RIF/IGF-I desarrollan un procese de diabetes tipo il. En pacientes
humanos, 1anto !a diabetes mellitus de dipo I como Ia de tipo 11 se caracterizan por el
desarrolle de patologia microvascular a nivel ccular y renal. Enla patologia ocular preducida
por Ia diabetes mellitus en el hombre son caracteristicas 1a retinopatia, €l glavcoma y las
cataratas. Como consecuencia de ello, actualmente esta enfermedad es la causa mds
importante de ceguera en adulos (Rudenman ¥ col., 1992),

Todos los ratones transgénicos gue cxpresan el gen quimérico RIP/IGF-1 desarrollaron
las complicaciones oeulares de 1z disbetes mellinis, Las hembras que habfan ¢riade mosiraron
las complicaciones mis pronto que los machos. A los 6 meses de edad las hembras
presentaban cataratas maduras, con opacificaciones completas de la lente. Sin embargn, ias
cataralas eran apareniés ¢n 1o machos a tos 9-12 meses de edad. Todos los catones
transgénicos estudiados desarroilaron cataratas bilaterzles (n=132). Las cataratas incipientes
fucron detectadas, medianie ldmpara de hendidura, alrededer de los dos meses de edad en las
hembras ¥ de los 4 meses en los machos. Las opacidades variaban desde lesicnes mimimas
afeciando unicamente la superficie posterior de la cipsula en los estadios mas iniciales, hasta
opacidad complela. En la mayor parie de los cazos se observd queratopatia {caracterizada por
erosiones epiteliales recerrentes v edema comeal) ¥ vascularizacidn de la cormea. También
st observaron alieraciones bilatecales ¢n ¢l iris que incloian neovascularizacion, adherencias
enirc €l iris ¥ 1a ¢drnea (sincquias periféricas anteriores), v entre el iris v 12 lenie {sineguias
posteriores), asi coma mayor profundidad de 1a cémara anterior. Estos ratones desarrollaban
glaucoma, probablemente secundarto al proceso de neovasculirizacion, (Fig 13). El apdlisis
histoldgico realizado £n ratones wranspénicos de 9 a 12 meses de edad mosird alteraciones ¢n
la retina de rodos los ratones analizados {n=26}, Sc observaron cambios proliforativos y
neovascularizacion de la retina. Los nuevos vasos sanguineos crecian de forma irregular hacia
] humor vitreo, causando desorganizacién (ocal de la capa de células ganglionares v 1a capa
inlema de celulas nucleares. En la Fig. 14 se pueden apreciar cstas alicraciones.
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Figura 13. Alteraciones oculares de los ratones trangénicos que expresan el gen quimérico
RIP/IGF-1. A) Raton control (izquierda) v transgénico (derecha) de 12 meses de edad. El ratén
transgénico presenta una catarata madura bilateral. Examen ocular mediante limpara de hendidura de
un ratén control de 9 meses de edad (B) v un raton transgénico de la misma edad (C). El ojo del
animal transgénico presentaba una opacificacion completa de la lente, vascularizacidn cormeal,
neovascularizacion del iris y queratopatia,
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ESTUDTO DE LOS EFECTOS DE LA SOBREEXPRESION DE IGF-I EN CELULAS
8 DEL PANCREAS EN RATONES TRANSGENICOS

En la segunda pane del trabajo experimental de esta Tests Doctoral, se ha llevado 2
¢abo la obtencidén de un modelo de animal transgénico gue sobreexpresa IGF-T en células B
del pinereas. La hipdtesis inicial estaba centtada ¢n que ¢f IGF-I pancredtico podria muy
probablemente repular la secrecion de insulina 2 (ravés de una accién auloerina v paracrina
¢n el isiote de Langerhans, ya que se habin observado previamante que la infusion de 1GF-]
1enia un efecto inhibidor de la secrgcidn de insulina (Leahy vy Vanderkerkhove, 1590).
Ademads, las células § del péncreas presenlan receptores para este factor (Van Schravendipk
y col., 1990).

El gen quimérico empleado en este trabajo estaba formado por ¢l promotos de la
imsulina de rata ! {RIP-I) fusionado al IGF-I murino. Al disponer firucamenie del cDNA, se
empled un fregmente adicional d¢l gen de la §-globina de congjo para asegurar la expresién
del gen quimérico. Anteriormente, en nuestry laboratorio habiames realizado este mismo tipo
d¢ aproximacién para expresar genes dé interés en células 8 del pancreas (Valera y col.,
1994h). El fragmento del promotor de 1z insulina utilizado consistia en 510 ph. (<307 a +3)
de la regitn 5° flanqueante del pen de Ja insulina de rata 1. Bste fragmenio es suficiente para
dirigir la expresion de genes marcadores de forma exclusiva a lipeas celnlares productoras
de insulina y a las células @ del pancreas en animales transgénicos {Edlund vy col.. 1983;
Dandoy-Dren y col., 1661). A diferencia del gen de la insuling de raa J1, que s¢ expresa en
determinadas células del sisiema mervioso, ¢l gen de insulina de rata I se expresa
exclusivamente en las células B pancreaticas (Delour v col., 1993). La porcion de promotor
cmpleada también coniicne 10§ clementos que le confieren capacidad de respuesta a glucosa
y & AMP ciclico {German y col, [990; Philippe v Missoten., 1990} Al comparar la
expiesion en rata de los genes endéeenos de la insulina I v II, s ha observado una expresidn
& veces superior del I, mientras b gen I presenia una mayor regulacidn por plucosa (Wang
¥ Rowe, 1988). 5in embarge, en nuesiro lahoratoric hemos comprobade que una dieta alta
¢n carbohidratos proveca en animales wansgénicos un incremento de expresién de GLUT?2
antisentido cuando Sste va wnido a un fragmenio de 510 pb del promotor BIP-[ {Valera v col. .
1994b}).

Los ratones transgénicos fundadores fueron oblenidos mediante la técnca de
microinyeccidn de DNA & dvulos fecundados. Se establecieron dos lineas de animales
transgénicas a partir de los animales fundadores 23 y 71, Estos fucron escogidos pargue
{ransmitian ¢] cardcwer @ 13 descendencip v por el alto {linea 23) y bajo (linea 71 ndmero de
copias del iransgén integradas en su genoma. La linea de mayor numero de copias cra la gue
presentaba mayor caotidad de RNA mensgjere de IGF-I en pdnereas. También se pudo
observar mediante Western Blot, que los animales ransgénicos presentaban un incremento
de IGFE-] en ishtes aislados. Ademis, 12 expresion de [GTF-I en pincreas aumentaba en los
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ratones transgénicos cuando eran alimentados ¢on dieta alia en carbohidratos, 1o coal indicaba
que la expresion del lranspén estaba regulada de manera similar al gen endbgeno de la
insulina. Asi, tanto ratones controles como transgénicos respondian correctamente a 1a dieta
alia en carboludratos, pues se chservaba un aumento de Ia expresién del gen de la inselina
en ambos casos. Por el comtrario, los animales controles alimentados con esta dieta
presenizban una disminucidn de la expresidn de 1GF-I al compararlos con animales
alimentados con dieta normal. Este resultado indicaba que ¢l IGF-1 enddgeno del pancreas era
regulado por Ta dhcta ¥ sugeria que podia tener un papel fisiolégico en este drpang,

Se ha propuesto que la concenmracion a la que el TGF-1 enddgenn acria de forma
autocting ¥ paractina en el islote es muy baja (Clark ¥ Chick, 1990). Por tanto, cabiz esperar
que la produeccion de MGF-1, resultante de la expresion del ranspén, en los ratones de lag
lineas 23 y 71 alimemados con dieta estindar fuera suficiente paca provocar cambing en el
funcionamientyp del islote. Por otro lado, muy probablemente los islotes de animales
rransgénicos secretatian poco 1GF-1 al exterior, ya que las propias células B, ¥ también las
células o, podian consumirlo, pueste gue son ricas en reccptores de cste factor (Van
Schravendijk y col., 1990). De zcuerdo con cstas premisas, se observd gue los niveles de
IGE-I sérico eran mds bajos en animales rransgénicos que en controles, Por otra parte, 103
animales rransgénicos que sobreexpresan IGF-I eon higadn prescntan una elevacion de 1,5
veces los niveles séricus de IGF-L, junio con un incremento del peso corporal ¥ un marcado
aomento de peso de los drganos (haro, pincreas, cetebro v cfdn) (Mathews y eol., 1988).
Los ratones transgénices que sobreexpresan IGI-I en pincreas presentaban Gnicamante un
incrermento en el peso del pdncreas ¥ del bazo, Sin embargo, ne presentaban variaciones n
el peso corporal, ni tampoco del restg de los Grgancs estudiados (gerebro, higado y rididne).
For tanto, el IGF-1 producto del transgén acluaba dnicamente en el Organo producior
(pincreas) ¥ en bazo, drgang siteado junto al pancreas y muy sensible a la accidn del IGF-T
{Mathews v col., 1988). Estos datos indicaban que les ratones transgénicos producian [GF-]
active ¥ que su accidn tendria lugar de forma autocrina v paracrina en el propio pancreas.

Dado gue (os niveles de 1GIF-1 sérico de los ratones transgénicos eran micriores a los
de sus hermanos control se analizd la expresién de [GE-I por el higado, principal drgang
productor del IGE-I circulante, Los niveles de mENA de IGF-T en higado de ios animales
transgénicos estaban claramente disminuidos, o cual estaria de acuerdo con ia dismimucidn
que se observa on middelns animales v pacientes de NIGDM, En tedos ellos se observa uma
disminucion de los niveles de IGF-I sérico (Grauben y col., 1991; Leaman y col., 1991
Bach v Rechler, 1992, Wang y col., 15%3).

La hiperinsulinemia ¢s caracieristica de la NIDDM. Los animales transgénicos
alimentados con una dicta normal presentaban un incremento de 1a insulinag sérica. La
cantidad de insulina gue puede ser seerctada por un individuo viene determinada, no stio por
la capacidad funcional de las cflulas 3, sing por el volumen total de estas células en ¢l

180



Farte IL; Biscusion

orgamsme (Weir ¥ col., 1990, Por otro lado, el IGF-I es un poente mitdgena gque
probablemente ¢std implicado ¢n ¢l desarrolle de este arganc ¥ de Ios islotes. Se ha detectado
unz importante expresidn de este factor durante la embriogénesis {Semano v col., 1990) v en
1slotes fetales (Romanus y col_, 1985, Hill y col., 1987} Su presencia en el medio de islotes
en cullivo estimula 1z proliferacidn de las células § de forma independients a la GH (Ling v
col., 1994), Al estar dirigida la expresion del transgén por el promotor de la insylina, muy
probablemenie €l transgén se expresaba durante el periodo de embriogénesis (Gines y Runer,
1592). Mediante andlisis morfométrico del pancreas se observd un incremento del drea de
céluta B en los ratones transgénicos, Este incremeénto s¢ correspondia con un aumento del
namero de islotes, Por otro lado, no habia diferencias en el contenido de insulina de islotes
alsiados de jos amimales transpénicos ¥y controles. Por (anto, a2 mayor propoceion de oélula
i conferia unz mayor capacidad de sccrecidn de insulina a los ratones trangénicos quoe
expresan el gen quimérice RIP/AGE-.

3e ha descrito que 1z ontogeniz normal de las células 3 en pincreas se baza en la
difcrenciacion de células del iejido ducial, El [GF-{ producto del transgén podria promover
la proliferacion v diferenciacion de células de los conductos hacia células 5 funcionales que
den origen a nuevos islotes, Asi, Smith y col. han descrite que tras pancreateclomiz parcial
aparecen foens de regeneracion con abundanie proliferacidn de los conductos pancredticos.
Los acinis & isfotes pancredlicos se otiginaban a partir de estos conductns en un proceso
semejante al de Ia neofommacidn de islotes en el periodo embrionario. Mediante la técnica de
hibridacion ix sftie han demostiade que les conductos pancreaticos expresaban [GF-1 en las
areas de regeneracion ¥ que la cantidid de mRNA del faclor se comrelacionaba fuenemente
con la proltferacidn de los conductos (Smitk v col., 19917, El incremento en el ndmero de
islotes en los ammales transgénicos que expresan el gen quimerico RIPVHGF-I estaia de
acuerdo con ¢ste cfecto local del [GF-1,

Los ratoncs transpénicos que expresan el gen quimérico RIP/AIGE-I proseniaban una
mavor expresion del gen de la imsuling y un incremento de os niveles circelantes de la
hormona. 1o cual se ha observado en diferentes modelos de diabetes tipo [I, como en las
ratas GK (Onheda ¥ col., 1993), el modelo de ratas inyectadas con estrepozotocing e el
periodo neanatal (Chen y col ., 19927 o los ratones ab/ob {Lavine y col | 1977}

Se ha obsurvado gue of MGESD inhibe la secrecion de insulina in vive {Leahy y
Vanderkerkhove, 1990; Guler y enl., 1989} I'n los estudios de secrecion de insulina de
islotes aislados de ratones rangénicos que expresan el gen guimdérico RIPFIGE-T se observod
un incremento de la secrecién a concentraciones de glucosa de 7.8y 5.5 b v una reduceidn
de la secrecidn a 16,7 mM. Ademds. la respuesta scerelora a elevadas concentraciones de
glycosa tambidn estaba blogueada en la primera ¥ sepunda fasc de 1z secrecion durante la
perifusion de tsiotes de los ralones (ransgénicos que expresan el gen quimérico RIP/IGE-T.
Estos resultados concordaban con los obtenidos por Kawai y col. (1990), que deeribigron gque
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la perfusidén de IGE-1 en pincreas aslalo produce un efecto diferente sobre la secrecidn de
insuling segiin 1a concentracion de gluresa. Estos awtores describisron gee a respuesta & un
incremento en la glucosa perfundida {de 4,5 mM a 12,3 M} en presencia de IGF-I conducia
a una clara inhibicion de la secrecion de insnling, Sinembarga, cuando se sometia el pdncreas
a una disminuc:dn de 13 concentracién de glucosa (de 6,9 mM a 2,8 mMj}, no se observaba
esta imhibicldn en presencia del factor (Kawat ¥ cal., 1990). Los experimentos de Leahy ¥
Vanderkerkhove {1990) que muestran inhibicidn de la secrecién por 1GF-1 en pincreas
perfundide fucron realizados a concentracidn de glucosa alta de 7.8 mM. Sin embargo, en
nuestro modely animal no podemos descartar gl efecto que vn aumento en la concentracion
de plucosa tiene sobre la expresion del transpén a parir del promotor de la insulina. Por
tanite, al aumentar la concentracion de glucosa en el medio de cullivo se induciria la expresion
del transgén, 1o cual resullarfa en un incremento local de los niveles de IGF-1. Estos podrian
bloguear la secrecidn de insuling a alias concentraciones de glucosa actuando a diferentes
niveles. 5in embarge, puesto que a concentracidn de glucosa de 20 mM los istotes de los
animmales transgénicos presentaban una gran reduccion en los niveles de AMP ciclico y dado
que se ha descrito que la activacion de la proteing quinasa dependicate de cAMP parece ser
un paso clave en la regulacion de la secrecion de insuling {Ashcroft, 1994), el blogueo de la
via del cAMP por el IGF-I podoa ser responsable de la disminucion de la secrecidn de
insulina tanto en la incubacion estdticy de los islotes (90 min) como en la perifusién de los
mismos. Asi, se podria explicar, al menos en parte, el doble comportamients de 105 ratones
transgtnices. Alimentados con dicta normal presentaban niveles elevados de insulinemia y
alimenlados con dicta aita en carbohidratos cran hipoinsulinémicos.

La diabetes tipo [I s define principalmente por ser un proceso de resistencia 2 la
insulina, ¢n cl gue generalmente se ghserva una elevacion de la sccrecion de la hormona
acompafiada de hiperelucemia. [l 1GF-T sérico que tiene su origen a mivel hepitico ze
encoentra generalmente disminuido en los pacientes con diabetes tipe 11 {Mercado y col.,
1992}, El estudio de los parimetros séricos de los ratones ransgénices era imdicador de que
los ratopes desarrollaban edte mismo proceso. Asi, estos animales presentaban una ligera
hiperglucemia ¥ un incremento de los triglicéridos ¥ los dcidos grasos no esterificados, Los
raloncs transgénicos tambicn presentaban una reduccion del FGE-1 sérico. Ademds, los
animales fransgénicos mostraban una clara aireracién del test de tolerancia a la glucosa. Per
tanto. los animales fransgénicos que expresan el gen quimérico RIPAIGE-{ pueden ser
considerados un nueve modele animal para el estudio de la diabetes tpo Il

Ademis, 1a NIDDM en ¢l hombre se caracteriza por pérdida de la sccrecidn de
insulina estimulada por plucosa. sin alicracidn de la respucsia a oiros secretagogos como fa
argining (Ward y eod,, 1984}, Sm canbargo, 1a amplificacion de Ia respuesta a oros nuirientes
por paric de la glucosa estd disminuvida en pacientes diabéticos (Pleiffer y col., 1981}
Modelos animales de NIDDM come ratas macho ZDEF diabélicas o ratas GK presentan cl
misme patrdn: una respucsty deficiente a la glucosa y una respuesta conservada a la arginina
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(Jonhsor ¥ col., 1990, Ohneda y col., 1993). Los ratones transgénicos que ¢xpresan el gen
quimérico RIF/IGE-I no salo presentaban una disminoeion de la secrecitn de insuling tras la
incubacion con elevadas concentraciones de plucnsa, sind también, por aminodcidos
metabolizables en presencia de glucosa. La disminucién de 1a respuesta a la combinacidn de
glocasa, leucing ¥ glutamina on los animales transgénicos que expresan el pen guimérico
RIE/AIGF-I sugeria que el IGF-1 estaba actuando por un mecanismo general que afectaba la
seilal de todos los secretagogos metabolizables. Sin embargo, no mostraban alteracion de la
secrevidn de insulina en islotes mislados incubados en presenciz de arginina. Todos estos
resultados corroboraban que estos animales habian desarrollado un proceso diabético.

Numerosos factores hormonales regutadores de la secrecion de insulina acfian a través
det cAMP. El giucagén y 1as incretinas como GLP-1 vy GIP activan la adenilato ciclasa,
incrementando los nivelzs del nucledtido (Lu y eol., 1993}, mientras la somatostina produce
su efecto inhibidor de ia secrecitn de insulina disminuyéndolos (Goke y ¢col., 1983), Islotes
aislados de los ralones transgeénicos que expresan el gen quimérico RIP/IGF-I incubados en
presencia de una concentracion elevada de glueosa ¥ forskolina, potente estimulador de la
adenilate ciclasa, presentaron un marcado bloqueo de 13 secrecidn de insulina. El contenido
de insuling de log isloles incubados en estas condiciones también estaba disminuido. Estos
resultades indicaban gque el 1GF-I contrarrestaba la potente accidén estimuladora de Iz
forskolina sobre la adenilato ciclasa.

La insulina disminuye 1a concentracion de cAMP en diferentes tpos celulares mediante
mecanismos gue implican tanto la inhibicion de 1a sintesis por la adenilato ciclasa como la
activacion de la degradacion por la fosfodicsierasa (Goldfine, 19&81; Fan, 1984). Por este
mecanisma la insuling antagoniza Fa accidn de la adrenaling y el glecagdn, aparentemente sin
mediacién de la proteina G, {Gawler ¥ col., 1988). Por otro lado, se ha estudiado muy poco
el efecto del IGF-1 en la via de transduccidn de senal del cAMP. En células dseas en cultivo
el IGF-1 inhibe la producciin de cAMP estimulada por la parathormena sin afectar ¢l
acoplamiento de Gy (Goad v Tashjian, 1993). Eslos datos supgerian que el IGF-I que =e
produce on ¢l islowe podia actoar en la cflula § de una manera similar a como s¢ ha descrita
pard Ia insuling en 105 wjidos periféricos, contrarrestando la accidn del glucagdn mediante 1a
disminucion de los niveles de cAMP. Se considera que este serundo mensajero amplifica a
respuesta insulinosectetora 4l glucosa (Persaud v col., 1990} Por cste molive, $e
determinaran los niveles de cAMEP en islows incubados con concentracion alea del azmicar, En
esta condicidn los islotes de los ratones wransgénicos presentaban una marcada reduccidn de
los niveles de cAMP, Esta disminuzidn tambicn se observo al ser incubados en presencia de
forskalina., IRMX (iscbutilmetilxanting), o 1a combmaciin de ambos. Por anto, txlos estos
datos superian gue el IGE-I, al igual que la insulina, actuaba disminuyenda los niveles del
nucledtido, por un lado mediante la inhibicién de la adepitato ciclasa y por otro, mediane 1a
estimulacidn de I fostodicsierasa.
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Los ratones rranspénicos que expresan el gen quimérico RIP/AGFE-I presentaban
alteraciones de los pardmetros séricos que se cormespondian con un cuadro de resistencia a
Ia insulina. El contrd de las vias glucolilica, gluconcogénica v de sintesis y degradacion de
glucdgeno en higado es clave en Ja regulacign de 1a homecostasis energéica del organismo.
La glucoquinasa (GK) es un enzima clave en la captacion de 1a plucosa en higado. Su
reguilacion se lleva a cabo principalmente 4 nivel wranscripcional. Es estirulada por insulina
e inhibida por glucagon (Ivnedjian, 1993; Van Schaftingen, 1993). En diabetes mellitus de
tipo IT la resistencia & la insulina v el aumento de los niveles de glucagdén provocan una
reduccion de la actividad GK. Tany la expresidn del pen de la GK, como su acnvidad
enzimdtica, se hallaban disminuidas alrededor de un 40% en higado de los amirmoales
transgénicos. Esta disminucion se correlacionaba con una reduccidn significativa de los
niveles intracciulares de glueesa 6-P. Estos dates indicaban que la captacion de glucosa por
el higado estaba inhibida en los animales transgénicos que expresan el gen quimérico
RIP/IGE-1, 1a cual estavia de acuetdo con un cuadro de resistencia a ia insulina. Por otro
lado, 1a piruvato quinasa L (J.-FK), enzima clave de la glucolisis, se regula a largo plazo por
insaling, que estimula fuertemente Ta expresidon del gon en prescncia de glucosa (Vaulom y
Kahn, 1994, A cono plazo, su  actividad se regula mediapte procesos  de
fosfo/defosforilacidn, de forma que su fosforilacion por |2 proteina quinasa dependiente de
¢AMP la inactiva (Engsirdm, 1978). En los ratones transgénicos se observd uma clara
dizminncidn de la actividad enzimitica de 1a L-PK, mdicando que la plucolisis 1ambién estaha
inhibida en estos animales, Asimismo, en los ralones (ransgenicos se apreciaba una reduceion
del contenido en pluchgeno hepatied, probablemente debido a un descenso de la actividad
glucdgeno sintasa, resultante de la disminucion de ia glucesa 6-F y de la resistencia a la
insulina. A pesar de la hiperinsulinemia de ¢stos animales, no s¢ observaba una disminucion
eh la ¢xpresion de los genes de enzimas ¢laves en el control de la gluconeogénesis, la P-
enolpiruvate carboxiquinasa {PEPCEK) y la uiosma aminotransieraza {TAT). lo cual
concordaria con la resisteneia a la insulina observada en los modelos de diabetes mel)itus no
dependiente de insulina. Asi, se ha descrito gque 1a hipergiucemia en ayune en pacientes con
NIDDM ¢s5 ¢l mesullade de un incremento en la aluconcogénesis hepdtica a pesar de la
presencia de hiperinsulinemia (Del eooee ¥ col., 1989 Consoll ¥ col., 1989; Magmuson ¥
col., 1992). Asi pues, todos estes resultados mostraban gue fos ammaies [ransgénicas que
expresan el gen quimérnico RIPAGEF-1 desarrollan un cuadre de tesistencia a 1a insuling a nivel
de! rucrabolisto de carbohidratos en el higado, Estas observaciones estan en concordangia
con resultados de otros modelos animales como [as ratas Zoucker faffa, que presentan una falta
de respuesta a la insuling en los procesns de pluconeogenesis y glecolisis hepaticas (Sanchez-
Guticérrez v col., 1954),

Por ofra parte, Jos ralenes transgenicos que expresan el gen quimérico RIPAGE-]
presentaron las complicaciones oculares de la diabetes: retinopatia, glaucoma y calaratas, Los
mecanismos que conducen al desarrollo de lus alteraciones oculares diabéticas no son bien
conpoidos, si bien se considera que la bperglucemia es clave en el desstrolle de las

104



FParte II; Discusion

complicaciones secundarias de la enfermedad. En los tgules expuestos a hiperglucemia, las
alteraciones vasculares (vasodilatacion, incremento del fujo sanguineg) s¢ asoclan a un
aumente de la relacion NADH/NAD+. Este incremento, denominado pseudohipoxia por ser
normal ka presién parvial de oxigeno, es caracteristice de la diabetes mal controlada y afecta
la funcidén wascular ¥y neural de manera zimilar a la hipoxia real. & bien se considera
actualmente que la pseudohipoxia resultante de [a hiperclucemia es a causa desencadenante
de las complicacioncs microvasculares (Ruderman v col., 1992}, gran nimero de factores
podrian estar implicados. Nuesiros resultades pareeen indicar que existe una conexion entre
la produccion de IGF-I en el islote v el desarrollo de la enfermedad ocular. Hemas obtenido
eén nuesire laboratorio otros modelos de animales transgénicos que desarrollan diabetes
mellitus (ratones tansgénicos que sobreexpresan ¢ gen de la P-enoipiruvato carboxiguinasa
en hipado vy ratones transgénicos gue expresan mRNA, antisentido de GLUTZ en célutas G
{(Valera y col., 19%4a.b)). Minguno de elos presenta las complicaciones oculares. Ademads,
los modeios animales clisicos de IDDM y NIDDM, asi ¢omo, animales irangémeos modelos
de diabetes tipo I (Mordes y Rossini, 19907, no desarrollan tampoco las alieraciones oculares
secundarias. Por otro Tado, los pacikentes humanos tratados con insulina desarrollan
complicaciones secundarias y el tratamiento inlensivo con 1a harmona dnicamanic retrasa ta
aparicidn y progresion de éstas. Nuestros resultados son consistentes con la hipdtesis de que
un factor desconocido podria ser producide por el islote diabético, en respuesta a un
incremento local de 1GF-1, ¢ cual cooperatia con la hiperglucemia en el inieio de una ¢aseada
de eventos que darian lugar a [as complicaciones a largo plazo de la diabetes. Experimentos
adicionales podrian definir ¢n & future Ta concxidn entre los mecanismos molecnlares que
relacionan las alteraciones provocadas por el IGF-I en los islotes y aquelios responsables de
las complicaciones geolares de la diabetes. Los ammales transgénicos que expresan [GE-T en
105 islotes pancreaticos constituven ¢l primer modelo animal de diabetes gue desarrolla
espontincamente las complicaciones secundarias humanas de la enfermedad y muy
probablemente scrin de gran utilidad para ¢ eswdio de los mecanismos que las producen.
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Parte II: Conclosiones

}- S& han obienido ratones transgénicos mediants microinyeccidn del gen quimérico formado
por el promotor de Ia insulina de rata I unido al IGF-I murine (R1PFHGF-1). Estos znimales
expresan [GF-T de manera regulada especificamente en las células B del pdncroas,

2- Los 1atones transgenicos que expresan el gen quimérica RIP/IGEF-] son hiperinsulinémicos,
hiperglucémicos, desarmrollan un cuadro de resistencia a Ja insulina, intelerancia a la glecosa

¥ NIDDM.

3- La sobreexpregidn de IGE-T ep pincreas provoeca un incremento del ndmero de islotes de
Langechans en les ratenes transgénices, asi como un incremento del drea (otal de célula B v
del peso del pdncreas. Estos resultados sugieren que ¢l IGF-I juega un papel estimulador de
Ia neoformacidn de 1os islotes pancreiticos.

4~ Islotes aislados de ratones transgénicos que sobreexpresan 1GEF-T secretan mds insulina que
islotes control 2 bajas concentraciones de glucosa (2,8 y 5.5 mM). Por el contrario, la
secrecion de insuling estd disminuida en isiotes de ratones transgénicos incubados a elevadas
concentracinnes del amicar (16,7 mM).

5- Islotes aislades de ratones transgénicos que expresan €l gen quimérico RIPYIGE-I presentan
¢n preséncia de bajas copcentraciones de plecosa upa redueccién de 13 secrecion de inseloha
frente a la estimulacién con la combinacidn de aminodcidos leucina/ghitamina, mientras que
CORSErvan upa secrecidn normal (ras estimuiacidn con arginita,

6- La mayor reduccion de la secrecion de insulina se produce cuando islotes aislados de
ratones transgénicos gue expresan el gen quimirico RIPAGE-T son incobados en presencia de
forskoling a clevadas concentragiones de glucasa. A eslas concentaciones de glucosa, se
obeerva una disminucion del contenido de cAMP en islotes aislados de ratones transgénicos.

7- Los ratones transgenicos que expresan el gen quimérico RIF/IGF-! presentan una reduccion
de la expresion del IGF-1 hepdtico, asi como, de los niveles séricos del faclor. Este efecto
es caracteristico de diaberes npo I

B Asi mismo, se observa una reduccidn de la actividad de los envimas glucogquinasa y
piruvato quinasa, ¥ una disminucidn de la concemracion de glucosa-6-P y glucdpeno en
higado. Por anta, las alieraciones originadas por la sobreexpresion de IGF-L en los islotes
del piancreas provocan resistencia a la imsuling ¢n higada.,

G. Los rannes wansgénicos que expresan IGF-[ en las células B pancredticas desarrolian
calaratas bilaterales, queralopatiy ¥ neovascularizacion de itis ¥ comea.
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13- Mediante andlisis histolégico se observaron alteracicnes proliferativas y  de
neavascutarizacién de la rerina de los rarongs transgénicos que expresan el gen quimérico
RIB/IGE-T.

11- Los ratones transgénicos que expresan IGF-1 en las células [} del pancreas constinoyen el
omice modelo de diabetes mellitus tpo 1 que desarrolla espontineaments 1as complicaciones
secundarias de los pacientes humanos. Estos animales serdn de gran uiilidad para invesiigar
los mecanismos mediante los cuales alteraciones en el funcionamiento de los isiotes ifevan al
desencadenamiento de 1as complicaciones secundanas de esta enfermedad.
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1. MATERIALES

1.1. Animnales

Los animales empleados para [a iéenica de obreneion de ratanes transgénicos fueron ratones
hibridos B6SIL, procedentes del cruce de las cepas C57EL/G v SIL ([FFA CREDOY, como doradores
de zigotos, hembras receptoras CD- L {Charles River) ¥ machos vasectomizados OF-1 (TFFA CREDOQ).

Para la obtencién de congjos transgénicos se ulilizo fa raza sinlética IRT A, seleccionada por
el IRTA (st de Recerca | Tecnologia Agroalimentiries, Torre marimdn, Caldes de Monthui)
segun parametros preductivas, basada principalmente en animales de raza neozelandesa.

1.2, Lingas celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron céluias de hepatoma de rala HAEIL y de hepaloma
hurmant HepG2. Se cullivaron en medip PMEM (Dulbeceo’s modified Eagle's medium) con 10% de
suere fetal bovine,

1.3, Cepas bacterianas

La cepa de E coli empleada para amplificar plasnidos fue la NM522. Las células de esta cepa
se crecian a 37°C en medin LB, contentendo 50 pgfmt de ampicilina cuando era necesaria para ia
selecetdn de [os plismidos, Se conservaban a -80°C en medio LB conteniendo wn 20% (volivol) de
ghicerol.

1.4. Sondas

Todas las sundas empleadss en este trabajo paga ¢l andlisis por Northern Blot eran fragmentos
de cDNA. La sonda de insulina correspondia al fragmenio de 0,2 kb que se libera tras digerir el
cDMA con Pil, v fue cedida por el Dr. Rutter de 1a Universidad de California en San Francisco, CA,

{ISA.

La sonda de pluceguinasa correspondia al fragmeneo de 2,3 kb que se libera tras digerir ¢l
cDNA con EcoRI, v fue cedida por el Dr. P Iynedjian de la Universidad de Gincbra, Soiza.

La sonda de piravale quitass L correspondia sl fragmente de 1,6 kb que se Libera tras digerir
el cDNA con Psil. y fue cedida por el Deo A Kahno, Instiowt Coclin de Gepetique Moleculaire,
INSERM, Paris, Francia.

La sonda de PEPCK correspondia al fragmente de 1,1 kb que se libera tras digerir el cDNA
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con Fsil, y fue cedida por el Dr. R. Hanson de la Case Weswern Reserve University, Cleveland, OH,
USA.

La sonda de TAT correspondia al fragmento de 0.6 kb que se libera de la zona 3' del cDNA
al digerir con Psil, y fue cedida por el Dr. G, Schultz det EMBL, Heidelberg, Alemania,

El resto de sondas fueron obtenidas a través de la American Type Culture Collection (ATCC)
a pantir de toda ¢l eDINA sumitistrado. La sonda del eBMA del IGF-I murino comespondia al ndmero
$3070 de ia ATCC.

1.5, Reactivas ¥ medios de cultivo

Todos los reactivos de biologia molecular se adquineron a la firmas comerciales Boehringer
Mannheitn, Gibeo-BRL, BioBad v Pharmacia. Los medios de coltive de Fas lineas celulares eran de
Gibee y el suero fetal bovipg, la mezcla pepicilinafestreptomicina ¥ la tripsina de Boehringer
Mannheim. Los preductos marcades radiactivamente [o-PIACTP, U-[MClglucosa vy el ensayo
comercial de determinacitn de AMP ciclico cAMP®[Jassay system (dual range) con referencia RPA
509 procedian de Amersham Jnternacianal.

Las hormonas, PMSG y HCG, vy ¢l aceite de paralina para cultivo de embriones procedian de
Sigma. Ios reactivos quimicos del medio de caltive de embriones fueron adquiridos @ Sigma ¥ Merck,
Los productos amestésicos de ratdn eran de Aldrich {(glecchql amilico terciario) y Sipma
{tribromoetanol). Los productos empleados en la anesresia de [os conejos proced(an de Bayer (xilacina)
y Rhone Meérieux (ketamina).

La colagenasa P de Closiridivm hitealyricumn para la obtencidn de islotes pancrednicos era de
Bochringer Mannheim. Las enzimas glucosa 6-F deshidrogenasa aislada de Lewconosroc mesenteroides
v L.-lactato deshidrogenasa fueron adquitidas a Boehringer Mannheim, Los reactivos penerales (sales,
icidos, bases) se adouirieron en Merk.
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2. METODOS
2.1. OBTENCION Y ANALSSIS DE DNA
2.1.1. Prepararicn de DINA plasmidica

Para fa obtencidn de pequedas cantidades de DNA plasmidico se hatian minipreparaciones
sepin el prorocolo de lisis alcalina descrito originalmente por Bimboim ¥ Daly (1979), El plasmido
asi obtenido {unes 3-4 pg/mi de medio de coltivo). estd mayoritariaments como forma circular cerrada
covalentemente {supercofied), ¥ en general es susceptible de ser somerido a manipulaciones enzimati-
¢as sin fecesidad de purificaciones uiteriores.

El méwodo eonsiste en una degradacién de la pared bacteriana por la accién de la lisozima
sepuida por una fisis alealing del esferoplaste v una precipilacitn selective del DNA gendmico
bacteriang y proteinas desnaturalizadas por accidn de una solucién concentrada de acetate potdsico a
pH dcido. El DNA plasmidico es purificado después mediante extracciones con fenel-cloreforme y
preeipitado con etanol. El RNA bacteriano es degradado mediante RNAsa A.

Soluciones empleadas en el protocolo de lisis alealina:

Solucidn de lispzima (preparacion extemporines}

Tris-HO pH 8.0 25 mid
EDTA 10 mM
Glucosa 50 mM
Lisozima 5 mgtml

Sclucian de lisis

MaOH 02 M
5D8 1%

Solucidm de acerato potisico pil 4.8

Arciate putasico iM
Acide scético placial M

La obtencidn de DNA de midipreparaciones ¥ maxipreparaciones se realizaba per el método
de Tisis alcaling con posterior purificacién del DNA plasmidice con cotumnas de Quiagen®.
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2.1L.2. Obtencidn de DNA gengmica

Para la extraceion de DNA gendmico empleade en ta deteccidn de los animales iranspénicos
mediante Southern blot, se siguid el método de De Wet y col. (1987) a partir de cola de ratén, Este
método consiste en la obrencidn de DNA de un homogenado de cola de ratdn en una solucidn
tamponada que contiene proteinasa K y SDS, incubacion a 535°C y purificacién por extraceidn con
fero] y fencl-cloroformo. Posteriormente, es precipiado con isopropanci ¥ resuspendido en TE. El
método empleado para {a obiencidn de DNA gendmico de conejo fue bisicameate el mismo, partiendo
de una porcién de oreja de los gazapos.

Soluciones empleadas en e protocolo:

Tampan da tieis {preparacion extemporinea) TE

Tris-HClpH 8.5 1140 mbd Tris-HCl pH 8 10 mM
EDTA pH & 5mM EDTA pH & I mM
EDs 0.2% (pfvol)

MaCl 204 mivi

Proteinasa K 100 ugim|

2.1.3. Resolucidn y purificacion de fragmentos de DINA

la electroforesis en geles de aparosp e3 una técmica dtl) para la soparacido amalitica o
preparativa de fragmentos de DNA de tamafo superior a 100 pb. La visvatizacidn de los fragmentos
de DNA resuellos se consigue mediante ba incorporacion al gel del colorante fuoresceme bromuro de
etidio {{1.5 pp/ml) que se imercaka emre las dos hebras del DNA y resulia en una banda anaranjada
cuando son jluminados con luz ultravioleta de Jungimd de onda corta (300 tun). Ests iéenica permite
dercctar fragmentos de hasta 5 pp de DNA,

La resolucidn de los peles de agarosa viene detenminada por su concentracion de agarosa,
permitiendo discriminar entre bandas de tzmaso molceular cercane medianie variaciones ¢ su concen-
tracifin. Eo este trabajo se utilizaron ruinariamente geles en tampdn TAE coya concentracién de
agarpsa oscilaba emure ¢f 0.6 v et 2%, Se emplearon Yos marcadores de peso malecular de DNA T al
V1] v el marcador de peso molecutar de RNA 1L de Boehringer Mannbeim.

El empleo de aparosas de bajo pumo de fusidn permicte 1a otilizacion de los fragmentos de
DMA sin necesidad de purificarlos. Para ella, se procede a la fusidn del gel a 63°C, manteniéndelo
a 37°C para irnpedit [a gelificactin de la solucion. De este mods, ¢f DNA queda preparado para la
realizacidn de posteriores modificacinnes enzimiticas del DINA (principalmente ligaciones mediante
I3MA ligasa del bacweridfago Td ¥ marcaje de sondas radizctivas con ¢l fragmentoe Klenow de la DNA
polimerasa 1.
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Tampiin de electroforesis {TAE ix]

Trs-acelato pH 83 40 mM
EDTA 1 mM

Ta n de carea J0x

Gliceral S0% (voliwol)
EDTA 100 mM
sDs 1% {pfvol}

Azxul de bromofenol  0.1% (pvol)

La purificacitn de fragmentos de DNA a pantir de geles de agarosa se llevd a cabo utilizando
el producte comercial GENECLEANIT® Kit (Bin 101 Inc., La Jolla, CA) bisicamente sepin el
protocolo de 1os suministradores,

2.1.4. Manipulacién enzimilica de DNA

Las endonucleasas de resiriceidn, enzimas purificados a partir de bacterias v hongos, presentan
una marcada especificidad respecto a secuencias cartas de DNA y acrian sobre 2llas rompiends los
enlaces fosfodidster v, por tanta, la cadena de DNA.

Cada enzima dc restriccidn presenta reguerimientos de fuerza ifnica y candiciones de reaccion
especificas, por 10 que en cada caso sc siguid 1 protocolo recomendade por la fimma suministradora.
En gencral, se digerla et DNA con una relacién de 5 unidades de enzima por pp de DINA, sin exceder
del 5% de glicerol en ¢l tanpdn de restmiceidn. Las digestiones de DNA plasimidico se realizaban
durante 1-2 h., mientras, el DNA pendmice se dejaba digiriendo durante toda la noche. Los produectos
de la restriccion eran analizados en geles de agarosalTAE,

2.1.5. Construccidn de moléculas hibridas de DNA

Con el ohjete de construir maléculas de DNA bibeidas, fos fragmenios de DNA de parnida
eran purificados, combinados y tratados con DNA ligasa del bacieridfago T4 suministrada por
Pharmacia (Fharmacia-LKB. Uppsaia, Succia), Los productos de la mezcla de hgaeidn eran
introducidos en células NM522 de E. coff compelentes y los transformantes identificados por seleccion
genbtica u olros Imétedes, scpuidos por confirmacidn mediante andlisis del DNA plasmidico obicaido
{Maniatis v col., [989).

El protocolo do subclonaje de moléculas de DNA seguido variaba en cada caso pamicular,
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siendo utilizadas as técnicas generates descrilas anteriormente. Los vectores plasmidicos empleados
fueron pBR327, pBS, pKCR3, pUCIZ, pSP65 y pTZIB.

Las cflulas W522 de B coli usadas en este trabajo fueron hechas compeientes mediante el
méteda de Hanahan (1985h), que wiliza Mgll, y CaCl, como agentes permesbilizadores,
procediéndose posleriormente a su transformacion con 1os plismidoes deseados v posterior exlensitn
sobre el medio selectivo adecuado, €n ouestro caso LB en placa conteniendo 50 upiml de ampictlina.
La amplificacién posterior de les cloncs positivos se realizaba cultivangdo las células a 37°C en
volumenes de 230 a 500 m] de LEfampicilina.

LB { Luria-Bertrani [roth)

Triptons 10 gl
Extragto de lgvadura 5pl
MaCl Sl

2.1.6. Marcaje radioactivo de DNA

Coma métods de eleccidn para €l marcaje de sondas usadas en los Southern y Northern blot
se empled el preparado comercial Random primed DNA Lobeling Kit, (Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Alemania), siguendo las indicaciones det fabricante. Las sondas marcadas cadiactivamenis
eran obtenidas incubande Je 10 a 50 ng de sonda a 37°C durane 1 h. con una mezcla de dATP,
dGTP, dTTP v {e®PJACTP en presencia ded ragmento Klenow de 1a DNA polimerasa [ de E. cofi.
Esia técnica (Feinberg y Vopclstein, 1983), permite la sieesis de sondas de DMA dz aja
radicactividad especifica (1,Bx30* dpmyug) ¥ marcadas unifermemente. La separacidén de los
nucledtidos no incotporados se conseguia mediante gel fltracidn en columnas de Sephadex G-50.

2.1.7. Anslisis de DNA por Soutliern Blat (hibridacion DNA-DNA)

Empleamos k& réenica de Southern Blat de DNA gendmice para determingr la presencia del
gen exdpeno en ralones ¥ conejos transgénicos, Para asegurar |n deteccidn del pen quimérico, dado
gue €l iransgén se podia hallar como copia dnica, s¢ empleaban 10 yg de DNA gendmico digerido por
carril en geles de agarosa/TAE. Esta elevada canlidad de DNA obligaba 2 realizar una depurinacion
de Ins fragmentos sometidng a elociroforesis cun el fin de asegurar la transterencia al Mitro de los
fragmentos de aho peso moleenlar. Fste paso se conseguia manteniendo el gel durapte 20 min. en
sofucian de TICH 0,25 N, A continyacién, el DNA se desnawralizaba manteniendo el gel 1 h. en
solucion aleating {NaCl 1.5 MsNaCH 1.5 M) ¥ owra hera en sofucion neutcalizante (MaCl 1,5 M/ Tris-
HCI0.5 M, ptl 7.50.

La téenica de mransfecencia wilizade para transferir ¢l DNA gendinico desde los geles de
aparosa/TAE tratzdos a membranas de nylon era 12 wransferencia capilar por presiGn negativa en
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tampon de alia fuerza idnica (S5C 10x). Exta sc rcalizaba mediante e sistema VacuGene (Pharmacia-
LKB, Uppsala, Suecia), siguiendo lzs instrucciones de los fabricantes. El DNA se tnmovilizaba a
contimuacidn, mediante luz uliravicleta con &l sisterna UV-Straalinker 1800 (Stratagene, La Jolla,
CA). Desputs de una prehibridacion para reducir la hibridacién inespecifica, !a membrana se hibridabga
con una sonda marcada radigactivamente {3 2 3 millones cpmfml). Se lavaba para ¢liminzr la sonda
libre o debilmente unida y se procedia a la exposicion autorradiografica. El protocolo seguido en la
prehibridacitn, hibridacién y lavados con saluciones de decreciente fusrza idnica, fue bisicamente el
aconsejadn por los fabricantes de las mebranas de nylon (Boehringer Mannheim GmbH, Mansheim,
Alemania y NEN, Boston, MA). Las soluciones emnpleadas se describén a continuacidn.

Solucion de prehibridacién

SE5CP 4
5D3% 1% {pival)
Solucidn de Denhardt 1x
DMA despaturalizado de salmon {5 mgsml

Solucion de hibridacidn

88CP 2.5x

Sutfalp dextrang de sodio 6% fpfval)

sns 1% (pivol}

Solucicn de Denhardt Ix

DHA desnaluralizado de salmidn 0,5 mgfml

S5CT 2y S5C 1x

Na Cl 23 M Ka Cl 1.5 M
Citeato sddico 0.3 M Citraco sddico 150 mM
Na,HPO, 0,3 M

batt, PO, 0.1 M

Selucién de Denliardt {5{lx)

[Hcoll 400 1% (pval}
Palivinilpirrolidona 40 003 14T (pivol)
B3A 1% (pival)

114



Materiales y métodos

2,2, PREFARACION Y ANALISIS DE RNA

2.2.1. Preparacion de RNA total

La preparacion de RWNA a partir de tejidos animales ricos en ribonucleasas, consta de un
primer pasg en el cual ef tejido congelado en nitrdgena liquide ¥ homogenizado hasta polvo fing es
descongelado en un tampdn conteniendo tiocianato de guanidinio y otros agentes desnaturalizanies con
el fin de inactivar las RNAsas. Le sipue una purificacion mediante centrifugacidn en aradiente en CsCt
v una posterior precipitacion con etanol. En el ¢aso de tejido pancredtico empleamos preferentemente
tejida fresco por obtenerse un RNA de mayor calidad.

Cnando el material de partida era cultive celular, se afadid la solycidn desnaturalizante
directamente 3 ia placa previa eliminacién del medio de coltiva,

2.2.2, Electroforesis del RNA en gelis desnaturalizantes de agaresa‘formaldebido

Bate tipo de geles eran wilizados para ¢l fraccionamiemto de! RNA en experimentos de
Worthemn blot, ya gue ¢ fonnaldehido 2 concemroacién 2,2 M actds desnaturalizando 1as estrucniras
secundarias de] RNA. Este hecho permite que 13 migracion de! RNA sea proporcional al logariono
de su pese molecular ¥ posibilita el calcule del tamafie motecular de los diferentes mensajeros
cspecificos. Los tampones de eleciroforesis v de carpa, que se descniben a continuacion, deblan ser
preparados en condiciones libres de contaminacien con nbonucleasas para ovitar la degradacion
enzimdtica del RNA,

Tampen botato 10x pH=7.0

Borata sidico 62 mii
Acido borico 6201 mM
Citramo s0dico 12 i

T:amEf:n de_alectroforesis

Tarnpdn Borate | x
Formaldehide 3.7% (valivol)
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[ampan de carpa para RMNA 3x

Metilmercario 4. 5% {volivaly
Glicernl 0% (volfvol)
Azul de bromofenal  Q.5% (pfvol)
SIS L.5% (pfval)
Tampdn horatg 0.5x

2.2.3. Anilisis de RNA por Northern Blot (ubridacidn DNA-RNA)

Esta téchica consizte en I3 hibridzeidn de una sonda de DMA ¢ BN A marcadz radioactivamente

con RNA fraccionado en un gel desnajuralizante de agarosa ¥ fijado a un filtro de nylon o
nitrocelulosa,

La transferencia de BMA a la membrang es bisicemente simikar a ia descrita para el caso de
Southern blot, con la excepcidn de que el RNA no e nunca depurinado o desnaturalizado con NaO#H.
En nuestro caso, las transferencias se realizaron empleando presidn positiva mediante Posiblot {Strata-
Eene, La Jolla, CA). Una vez finalizadas éstas, el filiro era irradiado con luz uliravioleta de opda corta
para crear uniones covalentes del RNA con el nylon mediante el usa de UV-Stratalinker modelo 1800
(Stratagene, La Jotla, CA). El tamafe meolecular de la banda de hibridacidn se calculzba mediante
mlerpolacion sobre unx fecla paltdn reailizada medianie marcadures de tamano molecuiat de BINA
fraccionacdos en e mismo gel y que postertonmente se habian tenido con bromyro de etidic.

El protecolo para ta prehibridacion, hibridacidn v Tavados era el recomendado por la firma
tabricante de las membranas de nylon, GeneScreenPLUE (NEN, Boston, MA), destacando 1a presencia
de formamida desionizada en las suluciones de prehibridacidn e hibridacion con objeto de incubar los

filtros @ una baja temperatura (42°C), ya que el RNA no puede ser calentado a altas temperaturas
durame tiempo prolongade.

Solucion de prehibridacion ¢ hibridacion

Farmamida desionizada S0% fvalivel)
NaHPO, plI 7 250 mid
NaCl 50 mM
EDTA 1 mM
BLOTTOS 0.1% (p'val)
5D3 1% (pivol)
[INA desnatutalizsdo de salmén 0.5 mghnl
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BLOTTC
Leche desnatada en polve 10%
Azida sddica 0.002%

2.3. TECNICA DE ELECTROFORESES DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT

2.3.1. Preparacién de extractos

Los extractos eran abtenidos a panir de isloles aislados segin el método descrito en el
apartade 2.10.1.. Se formaron grupos de 1830 a 200 islotes a partit de dos animales de cada condicidn
¥ se sonicaron en una solucion de SDS 5%, Tris-HCI 80 mM, pH 6,8, EDTA 5 mM, glicerol 10%

{valfvol) y PMSF 1 mbd a4°C. Una parte del extracto se empleaba paca la cuantificicidn de proteinas
wptales por el méledo de Bradlord.

2.).2, Métado de Bradiord

El métode de coantificacidn de proweinas introducido por Bradferd (Bradford, 1976), estd
hasado en el cambio producide en ¢l espectro de absorcién de ciertos colorantes como consecuencia
de su adsoccitn sobre moléculas proteicas. Este método, con pocas interfeténcias, lienc una gran
sensibilidad ¥ amplios mdrgenes de linearidad en la reaccidn, Para su empleo, se siguid el protocolo
delallado por el fzhticante de la solociom {Bio-Ead), empleindese como patrdn BSA,

2.3.3. Separuciin elecirvforética, electroiransferencia e inmuneodeteecidn de las proicinas

El andlisis de proteinas se roalizd mediante elecwcoforesis vn geles de poltacrilamida del 12%
en presencia de SDS (Laeminli, 1970). Las muesiras {2{ ug de proteina} eran mezeladas con 1/4 vol.
de tampdn de catga ¥ calemadas a 95°C durantc 4 min. La electeeforesis ¥ ransferencia a membraita
de nylon s¢ Jlevd a cabu mediante ¢l gisteina Minipratean [ intransbiol de Biorad, siguiendo las
tnstrucciones suministradas por €l fabricante. Se emplearon como marcadores de bajn peso molccular

los marcadores pretenidos de bapo pesa melecular do Biorad (Low Molecular Weighe MW).
Para ta deteccion del IGF-1 paneredtico mediante ¢ método de quimicluminiscencia se empleo

un antiswero polichonal anti-IGFE-1 bumano de GroPep, Awustralia, con dilucién final de 171000, La
técnica de inmunedeteecion empleada fue la de marcaje no radiactivo ECL Westerr Blaning anafysis
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systent, Amersham, v se realizd siguienda el protocolo de la casa cornercial,

Tarmpon de cleciroforess pH 2.3

Tris baze 25 mbi
Glicina 192 mid
aDs 0,1% (p/vol)

Tampén de carpa 4x

Tris-HC), pH 6,6 62,5 mhl
Glicerol 10% (volivol)
SDS 2% (phvol}
2-B-mercaptoetansl 3% {volival}
azul de hromofenol 0K125% (phol)

Tampdn elacrotransferencia

Tris 25 mMi
Gliciha 150 mM
Metanal 20%5% (valfvol)

2.4, EXPRESION EN CELULAS EN CULTIVO

La expresion de genes &n ¢élulas en cultivo mediante transfeecidn transitoria de los vectores
plasmidicos es unz herramicnta tuy adecuada para comprebar la funcionalidad de los penes
quiméricas antes de su microinyeccion, Las lineas colulares emplezdas fueron HEEID y Hep2, que
sc cultivaron en placas de 11 ¢m de didmewro 2 37°C en atmdsfera controlada de 5% CO,. Como
medio de cultivo se empled DMEM (Dulbeceo's modified Eagle’s medivm} con un 10% de suero Fetal
baving. La transfeccion se realizd milizando 16 g de DNA por placa cuando las ¢élylas s¢ hallaban
ent un 50% de confluencia. Bl métode utilizado para li transfeccion fue el de la precipitacion de DNA,
con Ffosfate cdlcico, incluyendo el choque con glicerol a las 4-6 horas de haberlas expuesto al
precipitado (Current Protocols in Molecular Biology, 1983),
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2.5 TECNICA DE OBTENCION DE BATONES TRANSGENICOS

La 1éenica wilizada para la obiencido de ratones ransgénicos es [a de microinyeceion de DNA,
en el prendcleo masculino de evecitos fecundadas (Hogan, Constantini y Lazy, 1986; Yuny Wagner,
1989). A cominuacién, se expone con detalle la enica Nevada a cabo en nuestro faboratorio.

2.5.1. Preparacion del DINA

La pureza del DNA a microinyectar es un factor muy importante para el éxito de la
micrainyeccidn. El plismido que contiene el gen de interés s¢ prepard mediante columnas de Guiagen.
El DNA foe digeride con los enzimas de restriceion aproptados ¥ sometido a electroforesis en un gel
de agarosa/TAE. El fragmente de DNA deseada se aislé y purificd por electroelucién siguiendo las
instrucciones del kit comercial BIOTRAP BT 1000 (Schleicher & Schuel], Dassel, Alemania).

Finalmente, se redizolvid en el tampén de micreinyeccion de Brinster (10 mM Tris-HCI/0.2 mM
EDTA pH7.5).

La concentracién de DNA se detertmind especirofotoméiricamente y por separacién en gel de
agaresa/TAE, comparandele con un marcador de peso malecular conocido. La concentracidn de DNA
usnalmente empleada para micreinyeccidn fue de 2 npipl {Brinster ¥ col., 19353, Se obfuvo esta
concentracidn realizando wna dilucidn adecuzda vn tampdn de microinyectidn y se conservd cangelada.
Antes de urilizarse, se centrifupd 10 pun. 2 13.000xg para cvitar la presencia de partfculas que
pudieran taponar la pipela de microioyeccidn,

2.5.2. Recoleccidon de los avocitos fecundados

Lo wienica de microimyeccidn se inici ¢onr 13 supersvulacidn de los ratones bembias
donadoras, 1a recoleccidn de los avociias fecundados, |a scleccidn de €stos para su posterior uso y la

gincronizacifn dc hembras receptoras mediante K induccidn de psendogestacion.

Para incremeniar ¢l niimero de dvules recolectados, las hembras donadoras B6SJLF, eran
superoviladas mediante 1o inyeceldn de hormonas, las cuales se admimisitaban eo sineronizacibn con
ciclos de luz y oscuridad {Rupgh, 1968} Bl protocolo comprend(a Iz inyeccion intraperitoneal de 53 Ul
de PMSG, sepuida de 1a administracion de HCG, 48 h. mas tarde. Estas hembras eran posieriocmente
cruzadas con machos de la misma cepa. La ovalacidn se producta 60 h despoés del inicio del

tratamicola.

La obtencion Jde hembras receptoras € estado de pseudogestacion se realizab2 cruzando
twembras CD-1, eseogidas por su cordcter matcrmal, coo machos vasectomizades OF-1. Fara
sincronizar su cstado, este cruce se llevaba 4 cabo simultineamente al de las bembras donsdos,
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A la mafarta siguiente, ias hembras superovuladas eran examinadas y las que presentaban
tapin vaginal se sacrificaban. Los oviductos se extraian quinirgicamente. La ampolla del oviducto se
rasgaba bajo lupa, liberands los ovulos a un medio de Brinsier (Brinster, 1982) con hialuronidass a
la concentracion de 1 mgfml. Esic tratarmiento provocaba la eliminacidn de lis células de la corona
radiada. Los dvulos eran lavados mediante transfercncia de los mismos £n un medio libre de enzima
con la ayuda de una pipeta de transferencia. Este proceso de lavado se repetla varias veces. Finalmente
los zigotos s¢ dispondan en grupos de 10 a 15 v se vransferian 4 diferentes potas de medio de cultivo
de Brinster sumergidas en aceite de parafina en placas de culivo. Estas placas de cultivo son
almacenadas ¥ mantenidas a 37°C en una aimésfera de mezcla de gases (5% de O, 5% CO, v %%
N,). El nimero de dvulos recolectados a partir de cinco o seis donadoras varkaba de 120 a 180.

Medio de Brinster-bicirbonaro Medio de Brinster-HEPES
MaCl 94 5 mM 94,5 mM
ECI 4,78 mhi 4,73 mivi
CaCl,2H,0 1,71 mm 1,71 mM
KH,PO, 1,19 mM 1,19 mM
MzS5Q, 7.0 1.19 mM 1,19 mM
NaHCO, 25 mM -
HEPES - 20, 85mM
Lactawe sddico 23353 mM 23,3 mM
Piruvaro s&dico 0,33 mM 0,33 mM
ELTA 0,1 mM 0.1 mM
Glucosa 5.56 m 5.56 mM
BSA 5 il 5 il
Penicilina 3 100 Timl 100 U/ml
sstreplomicina 30 ppiml S0pgfml
Reajo Fenal 14 1%

2.5.5, Descripeton del Equipy de Microinyeccidn

El sisiema de microinycecidn incluye un ticroscopio invertido Axievert 35M Zeiss, con
micromanipaladeres Leitz ¥ pipeas de sujecion y de inveccidn conectadas a jeringas de control de la
presion Alcatel {inyeccidnd ¥ Leitz (jeringa de sujoeion tipe Hamilton). Esle equipo propiamente de
microinyeccion estd localizade sobre una mesa amivibratoria de Technical Manufacturing Corporation.
USA. Adcmis se cuenia ¢on up estirador vertical de pipetas David Kopl, USA, ¥ upa microforja
Alcate] para la preparacidn de las micropipeias. Se emplea un estereomicroseopio Wild M 8, Leica
Heerbrugg. de tuz transmitida para Ia recoleccion de los dvales, Qo estereomicroscapio Wild M 8
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con ilummacion directa incorporada es el que se wtiliza para realizar la transferencia de los zigotos,
urta ve: microinyectados, ol oviducln de 1a bembra receplora.

2.5.4, Construccidn de pipetas de microinyeccion y de sujecién

Para el éxite de la microinyeccidn son necesarias micropipetas de buena calidad. En nuesira
lsboratorio preparabamos las micropipelas en cada jornada de microinyeccidén a partir de capilares de
vidrio de tipo Gamer de | mum de grosor. Estos habian sidoe previamente siliconizados durante 30 min
¥ secados en un horno de calor seco, De ¢ada capilar estitado con el estirador vertical de pipelas
obtenfamos dos pipetas idénticas, las cuales eran modificadas para consepuir pipetas de sujeeidn o

imyeccidn. La temperatura Optima necesaria para elaborar esias pipetas habia sido determinada
experunenlalimenta.

Laz pipetas de sujecion eran cortadas en la microforja eolocindolas horizontalmente sobre una
cama de vidrio unida al filamento de |z microforia. Este se hacia tornar incandescente durante unos
pocos segundos y al apaparle provocaba la ruptura de Ja puma de la pipeta preduciendo un extremo
o, Siendo el difmele aproximadamente de unos 530 gm. E! didmetra de unos pocos micrdmetios
de la pipeta de microinycccidn se ohienia rompiendo la punta cerrada de €sta sobre el extremo romo
de la pipeta de sujecidn una vez colecadas las pipetas en los manipuladores. Anleriormente, se les
hahia dado un dngule de aproximadamente 15® a la punta de Jas pipetas medianie ka colocacidn ventical
de é51as junto a 12 fuenre de calor de la miergforja duranie unas breves segundos. Este procedimiento
ge realizaba para corregir ¢l Angule von ¢l gue las micropipetas entiban en &l campo del microscopio
y de esta forma, poder enfocar en un misme plane la porcion de pipeta comnprendida en el campo de

Yisin.

2.5.4. Canstruceign de pipetas de transferencia

Se neresilan dos Lipos de pipetas de transferencia: las pipetas gruesas v las hinas, La pipetas
de transferencia grucsas tenen wn diametre interno de 200 a 41K} pm, muentras que las finas tiensn
uth didmetro de 120 a 150 pm. Las primeras se utilizan para wansferir los dvolos de gota a gowa de
medio durante el proceso de favado durante lz recoluccion y tras la microinyeccién, mieniras que las
pipetas finas se wtilizan para [raospertar 1o rigowos micreinyectados al oviducto de la hembra
receptora, Atnbas pipetas se fabricaban manvalmente estirdndotas al fuege de un mechero tipe
antorcha.

1.5.6, Portaobjetos ¥ preparacidon para ln microinyeccidn

El portaohjetas emplewdo para la microinveccidn es una modificacién del ponachjeros estdndar

121



Materiales y métodos

usadn en mijcroscopia dpeica, af cual s¢ le ha praciicado un orificio de un drea rectangular de 2.0 X
1.6 em. En cada jormada se colocaba un cubrecbjelos bajo ef Area seccionada del porraohjetos
stllindolo con parafina fundida, Este tipo de cdmara de microinyeccion es la que confiere mejor dprica
porgue es de base plana. Una gota {4ul) de medio de microinyeccidn de Brinster (Brinster tamponado
con HEPES) ¥ una gota de DNf} {ing/ul disuchos en ampon de mictoinyeccion) eran depositadas
alinezdas venicalmente en el centra del portaghjetos de micrainyeccién. Las dos gotas eran cubierias
en aceite de silicona. En este punte de] protocolo, unos 25 evecitos fecundados se transferfan a 1a gota
de medio.

2.5.7. Microinyeccidn de los avocitas ferundadas

Inmediatarmeme antes de !a inyecion, la pipeta de microinyeccién se llenaba con fluido de
silicona y se instalaba en el sopore del micromanipulador correspondiente. La pipera de sujeccién se
instalaba en ¢l otro micromanipulader ¥ era posteriormente rellenada con aceite de parafina mediante
la aplicacidn de presian sabre la jeringa de tipe Hamillon, Ambas pipetas se disponfan en el dnpulo
nécesaric parz ki realizacién del proceso v se enfocaban las dos puntas a través del microscopio
astpurando gue ambas se enconraban alineadas horizontalmente,

La microinycceidn era llevady a cabo a 200 aurmeatos eo la gota de medio con [os Zigotos,
uttlizindose uo filtre verde para incrementar el contraste, La pipeta de microinyeccién se llenaba de
DNA en la gota correspondiente ¥ [a pipeta de sujecidn, ras baber absorbido un poce de medio, se
empleaba para colecar ¥ fijar les zigatos con el promicteo masculing accesible a la pipela de
inyecgion. Este proceso se realizaba girando el control de la jeringa de Harnilean pata geperar Iz
presién negativa necesaria. Para microinveciar fa solucion de DNA se enfocaba la membrana del
pronicleo masculing v la punta de la pipeta de micreinyeccidn y se introducia ésia en la membrana
pronuclear, inveowdndose aprovimadamcente 2 pl de solucidn de DNA. Al ohservarse un aumento del
tamafia del prondches, se retvaba ripidanente Ia pipeta del Svule dido gue, i s¢ continazba inyettan-
do, e dvuelo se podeia tisar. Una vez completado el proceso de inyeccion, Ins zigoios degenerados
se descartaban y solo se uilizaban para la transferencea agueellos que prosentabzn un aspecto narmal,
Estos se manticnian €0 una placa de cullive para embriones 4 temperatura Tisioldgica hasta que eran
transferidos a Iy hembra réceptora,

1.5.8. Tranferencia a la bembra neceplora

Coma recepioras s¢ utilizaban hembras CD-1, de al mengs & sematas, 4 las que se 1es habla
indueide un estado de pscudapestacidn. Las hembras cubicnas por machos vasectomizados que
presentaban lapdn vaginal eran separadas, Segtin ¢] pumero de zigolos micromyectades y el nimero
de hembras disponibles se realizaban de una b dres transfercnctas por jorpada de microinyeccion, Lstas

se realizaban bajo anestesia mediante inyeceidn intraperiioneal de 0.1 m! de Aveniin (g do
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tribromeetanol ¥ 0.6 ml de alcohol amilice twrciario disueltos en 50 ml de solucion salina fisiologica)
por 5 g de peso vivo, Tras depilar un drea de aproximadamente 1.5 X 1.5 ¢m a la almira de 1a zona
lumbar ¥ de esterilizar esta area con alcoho! al TO%, s¢ practicaba unz incisidn de | cm siguiendo el
efe longitudinal del ammai y se separaban [os labios de la herida para localizar cl ovario o e acimula
de grasa de la bolsa ovdrica a [ravés do la pared zbdominal. Una vez localizados, se practicaba unza
seguada incisidn justo por encima de |a Zona y e extrala la raga ovdrica (ovarjo ¥ holsa oviarica) del
lado correspendiente pinzando v estirando de la grasa asociada a Ja bolsa ovirica.

Unz vez ]a masa gvdrica estaba fuera de ia cavidad abdominal ¥ orientada adecuadamente, se
rasgaba la bolsa ovirica con dos pinzas de relojero ¥ se localizaba el infundfbulo. Con ayuda de la
piptla Nna de ransferencia, s imredtcian de 10 2 12 dvulos microinyectados al interior del
infundibulo. La masa ovirica eta introducida 4 !a cavidad abdominal y toda el process se volvia a
repetir en €l otro costado. Después de haber rransferido los zigotos 2 ambos oviductos, la ineision de
la picl s¢ corraba con grapas.

Las hembras se recoperaban y aproximadamente a los 20 dlas llevaban a téreino la gestacion.
Iutanie el mes siguiente de lactancia se mantenlan tranquilas y bejo control para evitar que dafaran
a {as crias.

2.5.9. Esiablecimicnto de las lincas de transgénicos

Lus animales nacidos a partir de zigows microinycetados eran desterados al mes de edad, se
separaban por sexos ¥ se identificaban por color y mediame orificios en ias orejas. Se realizaba una
extraceion del DMA gendmico de estes animales v e analizaba mediante ef métode de Southern Blot
para detectar {a presencia del DNA exdgenn.

Los identificades coma posilivos eran ¢ruzados con animales de la misma cepa hibrida
orjgin,aria (RASILY para wrensmiir €] nuevo catdcter a la descendencia. De esta Tooma, s¢ podia
establecer a partir de cada aninval (ranspénico uia colonia de animales con los que realizar los esnadios
o aplicaciones que nos habiamos propuesio,

1.6. OBTENCION DE CONEIGS TRANSGENICOS

La técnica utilizada para la obtencion de conejos transpénicos es la de microinyeccidn de DNA
en gl prontcles masculino de ovocitos fecundados. Esia técnica ha sido desarroliada en nuestro
laboraterio ¥ por nto, estd inciuida en ¢l apariado de resultadaos.
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2.7. ANALISIS DE LOS ANIMALES

Los ratones controles y transgénicgs empteados se encgnriraban £n candiciones de temperatura
controlada y sometidus @ un cicle de 12 horas de luz v 12 heras de oscuridad (de § a 20 h.). En
general, los amrnales empleados tenjan edsdes comprendidas eotre los 3 2 6 meses, considerindgse
ent edad adulta. En determinadas expetiencias se tuvo especial cuidado en emplear animales de una
determinada edad y en cada caso se especifica. Todos los experimentos se realizaron de 9a 12 h. de
la mafana en amimales alimemados. De no especificarse, la dicla empleada era dieta nommal de
laboratorio (Panlab®, Barcelona), La dietz alta en carbohidratos ufilizada provenia de Nutritional
Biochemical Corp., Cleveland, Ohio y contenia sacarosa 80,5%  easeina 10, 2%, DL-metionina 0,3 %,
aceile de semilla de algodén 4 %, exteacto de levadura 2%, me2ela de minerales AIN 3,5% v mezcla
de vitantinas 1%.

Los conejos utilizades s alojaban en la granga cxperunental def IRTA en Tome Macimidh,
Caldes de Monthui, ¥ estaban alimentados con una dieta elaborada por Corena® parz conejos de
produccidn. La toma de mossiras de los conejos también se realizd en las primeras horas de la
mafana. La cdad de 1os animates s¢ especifica £n tada expericncia.

2.8. DETEEMINACION DE PARAMETROS SERICOS

Para [a obtencidn del suero de ratén [os animales eran sacrificados por decapitacién e in-
mediatame e s recogia la sangre en tubgs mantenides a 090, El suerc s oblenia tras dejar goagular
la sangre durante 30 minutos a 1°C. El codpulo se separaba mediante centrifugacion a 2000xg durante
15 minutos, El suero se mantenia congelade a - 20°C hasta ¢l momente de la determinacion de o3
diferentes pardmetros.

La extracesén de sangre en el consjo se realiza a partir de la vena awericular empleando jetitgas
de Inswlina.

2.8.1. Determinacion de metabolitos en suero

2.8.1.1. Glucnsa

La glucemia se deferning 4 partir de 30 ) de sangre entcra de animales sangrados por fa cola
mediante ¢l sistema Reflowrdn® de Boehringer Mannhaio.
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2.8.1.2. Tiglicéridos

Los triglicéridos séricos se determinzron sigutendo el método enzimatico de Wahlefeld (1974)
basada ¢n Ia cuantificacian del cromdgeng PAP. Este es obtenido a partir de Lres reacciones acopladas
en las que imervienen la glicergl quinasa, 13 glicerol 3-fosfato oxidasa y la peroxidaca. Sc empled el
ensays Peridochrom® Triglicéridos GPO-PAP, adaptade por Boehringer Mannheim para ¢l COBAS
BIO,

1.8.1,3. Acidos grasos no esterificadas (INEFAS)

La determinacidn de fos Acidos grasos no esterificades en suero sc realizd mediznte el mérodo
enzimitico MEFA C de la firma comercial Wako Chemicals, Neuss, Aletnania, adaptado al
auteanalizador COBAS BIO. Se basaba en la cuantificacidn de un cromdgenc obienido tras el
acoplamiento de tres reaccionas en las que intervienen la Acil-CoA sintetasa, 1a Acil-CoA oxidasa ¥
la peroxidasa.

2.8.1.4. Colesteral

Los niveles de colesterol sérico se determinaron por €l método de ia colesterol oxidasa descrito
por Siedel ¥ col. (1983) empleando el ensayo comerciat Monotest® Colesterol de Boehringer
Mannheim para el autoanalizador COBAS BIO.

Z.5.1. Ieterminaciin de actividades enzimdticas en sucrg
2.8.2.1. Actividad foslatasa aleslina

La detetuinacidn de la actividad fosfatasa alealina en suero se realizd uiilizando 21 ensayo
cornereial ALP MPR T de la firma comercial Boehtinger Mannheim adaptado para el anidlisis en un
amvanalizador COBAS BIO de Roche. La wéentca se bass en 2 medida de la velocidad de aparieion
de p-nitrofencl, preducio de defosioritacion del sustrara p-nittolenilfosfato por el enzima.

2.8.3. Determinacidn de hormonus en suerv ¥ mediog de eultivo e incubacian
2.8.3.1, Hormena de ¢recimientio humana

La hormona de crecimicnte humana se deterorind en suero ¥ medias de cultivo por el método
de radicinmunocnsayo mediante ef kit cotmercial de BioMéricux (Marcy-I"Ewile, France). Es un
sistema LRMA gue utiliza dos anticuerpos moencclonales, obtentdos en ratdn, El coeficiente de

variacién intracnsayo s de $.2%. La senstbilidad es de 0,25 ngrml.
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2.8.1.1. IGF-I

El BGF-I sérico se dewcrming por métodn de radioimmunpensayo mediante Kit comercial del
Nichols Institute Diagnostics {San Juan Capistrano, CA). El cstindar estd calibrado frente al WHO
IRF IGF-1 37/518. Se utiliza un anticuerpa policlonal obienido ¢n congjo. La valoractdn se realiza
tras extraccion del plasma con Acido-elanol (B87% etanol v 12% de HCL). La sensibilidad es de 0,35

2.8.3.1. Insplina

La insulina se determind por radicinmunoensayo en suero y €n imedios de inenbacidn de isloles

aisladas (C1S Biointernational, Gif-Sur-¥vete, Francia). E1 métoda tens un lntite de sensibilidad de
30 pM ¥ una variacidn intrsensayo del 6%,

2.9. PESO DE LGS ANIMALES Y DE LOS ORGANOS

Ratones de 94 dias de edad fueron ancstesiados oo uns campana con éier anestésico y pesados
en una baianza de precisién Sartorius 1474 para determinar el peso vive. Posteriormente, se
sacrificaron por decapitacién y se desaagraron. Los distintos drganos se obtuvieron quirdrgicamente,
se pesaron en una balanza de precision Metiler AT100 y se fAjaren en formwol al 0%,

Los concjos se pesaton en una bdscula a los 30 dlas de edad, en el destete, v a los 6 dfas,
una vez finalizado el periodo de enporde. A los & meses vy medio de edad se pesaron de nuevo para
dererminar ¢ peso adulio.

2.10. MORFOMETRIA DEL PANCREAS

Los pancreas de ratones de 94 dias de edad se fjjeron mediame solucion estdndar de formol
durante 24 horas. Se inclusionaron en parafina con un inclusor tipo Histokinette y se olbuvieron las
secpiones con la ayuda de un microtoma. |Las secciones de 2 a 3 pwm de espesar fueron posieriormente
desparafimadas, La iranunolustoquincy $¢ (levd & cabo medianie 1o tdenica de de inmunoperoxidasa
indirecta, El primer antieuerpo empleads fug un anticuerpo policlonal anti-insuling poreing producido
en cobayg (suministrado por Dako), a una difucidn de 15100 en PBS. L& incubacidn Je las mnugsiras
con el primer anticuerpo se levd & Wrmimo o 470 durante toda [2 noche y se finalizd con tres lavados
com PBS. En este punio s aphics comn segunde anticuerpo un policlonal anti-IpG de cobayo
producido en coneje, al cual s¢ e unit ¢l enzima peroxidasa suministrado per Dako a una diluciénl /50
en PBS. Tras 13 incubacidn se lavd ires veces en PRS v se afiadio el cromdgene {DAB), Sc woubo
y 1ras una serie do lavados se procedio a la comratincidn ¢on hematoxiling, dejindose secar las

muesteas e by esufa a 37°C duranic unas horas.
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Mediante la inmunodeteecién de insuking se delimitaba el drea de células & del pancreas. El
% de célula ¢ del pdncreas se calewlaba dividiendo el sumatorio de las dreas que presentaban
positividad a la insulina en una seccidn de pdncreas por el drea total de la seecién y myubiplicando esta
relacién por 100, La medida de las areas se realizd mediante un analizador de imégenes, El drea de
la seccidn se determind a 18,75 aumentos v el drea de los islotes se determind 2 33 aumentos. Se
calibré el sistema para obtener los resultados en millmetros ¥ micrometros, respectivamente. Pata
evitar variaciones sepiin [as diferenies zonas de] pancreas, se analizaron tres secciones de cada drgano
separadas un ritime de 150 um {diamétro medio apreximado de un islote de ratdm).

2.11, ESTUDIO DE FUNCEINALIDAD DE LO3 ISLOTES PANCREATICOS

2.11.1. Obtencidn de islotes aislados de ratdn

Los islotes pancredticos se obtuvieron de ratones alimentados de 3 a § meses de edad. Laos
animales se sacrificaron por decapitacidn, tras ser aneseesiados con éter, y se accedid a la cavidad
abdominal. El pinereas de cada animal s perfundio con 2 mi de solucidn de Hanks (MaCl 137 mbd,
KCl 5,36 mM, Mg5Q, TH.O 0.E1 i, Na,HPO, 0,34 mM, KH, PO, 044 mM, Cal’l,. HO 1,26 mM,
NaHCQ, 4,17 mb) con colagenasa P (2 ma/ml) mediante canulacidn del colédeco bajo lupa binocular.
Se extrajo por diseccidn y se conservd en hiele hasta sy digestion. Los pincreas fueron digeridos a
37°C en gupes de ung, das o cuatro, dependiepdn del experimanto, én una solucion de Hanks con
colagenasa P de 3 mg/ml. La digestidn s pard afadiendo Hanks frio (4°C) v s realizaron cuatro
lavados de 5 minutas con esta =olucion. Los islotes se aislaron maoualmente dol ejido exocrimo
aspicandolos con una pipeta de vidrio stliconizada haje un estereomicroscopio. Se cuidd de
mantenerlos a2 0°C hasta &l momenta de la cxperimentacién,

2.11.2, Seerecion de inswling

Dc los diversos sisternas i viero de estudio de 1 scerecidn de insuling que existen, se cscogid
el de islowes aisfados, Este permire evalvar ol clocre de diversas substaneias sobre la céhda 6,
maneniendo su conexidn con ef resto de clulas endocrinas del islore. Frente al sistema de perfusion
del drganu panceeatico, presena Ik venrajn de establecer la secrectdn de insulina por islote, evitande
las variaciones ¢n pimere de istotes por pancreas gue podoian presemntar los nodelos trapsgénicos di
csttdhio,

L.as recnicas empleadas para cl extudio de la secrecidn de Insubing de islotes aislados fuecon
la de incubacidn estdtica ¥ la de periiusidn.
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2.11.3, Incobacidn esldtica

Esta técnica consiste en la incubacién de islotes con distintas concentracione: de plucosa u
oltos secretagogos con el fin de conocer la cantidad de insulina secretada en respuesta a estos
estimulos en un perlodo de tiempo deletmirado.

La incubacidn se realizd con grupos de 6 islotes en una solucidn tampdn (NaCl 0,46 M,
NaHCO, 96 mbi, KCI 20 i, MgCl, 4mM, CaCl, 4 mM, B5A 0.5% (pivol)) en un bato metabolico
en agitacién 2 37°C durante 50 minoros. Durante los 10 primeras minutos se gasearon con una mezcla
de carbdgeno (33 % 0,:53% C0,). Una vez finalizada la incubacidn se recupend el medio de incubacién
¥ 5& congeld a -2{0°C para la posterior determinacion de la insulina por RIA.

2.11.4. Perifusitn

La técnica de perifusion tiene ta particolaridad de someter a un grupo de islotes contenidos
enn una cdmarz de incubacido a un Mujo continuo de solucidén con distintas concentraciones de
secrelagogo. La solucidn de sabida es recopgida cada minuto pare la medida de la insulina seeretada.
De este modo se obtiene el palron de respuesta al estimulo a lo large del Lempo.

Realizamos el experimento de perifusidn con gropos de 75 islotes contenddas en una cimara
de ipcubacion, que se sometieron durante B3 minutos 3 dos coneentraciones de glucosa a la
temperatura de 37°C. La solucion de glucosa 5,5 mM se aplicd durante Jos primeros 45 miin. ¥ la
de 16,7 mbd las 30 munmos siguientcs, linalizando 1a ingebacién con |2 pomera sqelucedn. Cada minute
s¢ recogid con un colector de fraccionss 1| ml de solucidn de salida que se congeld a -20°C para la
determinacion de insulina.

2.11.5. Comenido de insulina

Fl contcnida de insuling se mide por R1A 2 partir de un extracto de islotes. Posteriormenie
a la incubacidn esrdtica de Jos istoles, una vez s¢ hubo extraido 1a solucidn de incubacidn. s¢ obtuvo
el cxracen anadiends 1 ml de solucidén deidp-aleohol (elano] 75% volvol, HCL 10 W 1,55 volfvof}
y sonicandeo Iz muoestra a 4°5C.

2.11.4. Contenido de AMP ciclico

La wedida del comenidoe de cAMP de los islolcs s¢ realiza mediante la determinacion del
nucledtido por la téenica Je RTA ¢ eatractos dcidos de islotes. la wicnica que empleamos ¢s 1a
desarrcllada por Siainer v col. {1972} v descrita por 5jdholm {1991} en su adaplacion para islolcs
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pancredticos. Los extractos s¢ obtuvieton a pantir de 30 isloles incubados (segdn las condiciones
descritas en el apartado de resultades) en un volumen de LOO gl de solucidn de incubacidn, a los
cuales se les afadid 50 gl del TCA necesario para obtenet uha concentracidn final del 6%.
lnmediatamente después se sometieron a una centrifugacién de 30 seg. a 13,000x¢g y se congelaron
por inmersién en nilrogene liquido. Las muestras se conservaron a -80°C hasia =l momenio del
analisis. En este punto las moestras se descongelaron mediante ultrasonidos a 4°C y se centrifuparon
a 2000xg durante 15 min. a 4°C. E] sedimento se resonicd en 300 gl de agua destitada para la medida
de DNA (4°C). El sobrenadanie se favd 4 veces con 5 volimenes éter dictilico saturado con agua y
el extracto acuoso se secd completamente mediante speed vac. Este se resuspendid en el tampon de
ensaye y se determind el cAMP por RIA sigwendo el protecele del ensayo comercial de Amersham.
Con ¢l fin de incrementar 1a sensibilidad del métode las muestras fueron acetiladas (Harper y Brooker,
1%75).

2.12. ESTUINGO DE PARAMETROS METABOLICOS EN HIGAPOC

Para la determinacidon de diferentes parimeteos metabdlicos hepdticos se sacrificaron por
decapilaciin ratones transpénicos y comtroles aiimentados con dieta normal y el mismo nimero de
animales alimemados con dieta alte en carbohidratos. E| higado de cada animal se fracciond en cinco
potciones de aproximadamente 100 mg cada una. Unza de ellas se homogenizd (Polytron) en fresco
en tampon de homogenado para |a determinacion de actividad glucoquinasa. Otra se (ijd en solucidn
estindar de forme! para su andlisis bistologico. Las restantes porciones de higado se congelaron
inmedialamente en nitrdgene liguido ¥ se manmivieron & -80%C hasta su utilizacion,

2.12.1. Determinocion de actividad glucoguinasa

Para la determinacién de 12 actividad glucegquinass sc siguid el protocglo descrito por Newgard
y col. (1983) basado cn fa determinacién del rilme de aparicidn de NADH. Este es proporcional al
de fosforilacidn de Ia glucosa por la glucoquinass ¥ 1a tesoguinasa geacias al acoplamieno de fa
reaccion con la de formaridn, a parir dr 2 glucese &-F producida, de &-losfogluconaio mediante 1a
arcion de la plucoss 6-F deshidrogenasa. Para 13 obencidn del extraceo de higado, en el cual s¢ media
la actividad enzimdtica, se homogenizaron las muestras de higado en 3 vol. de tampdn de homogenado
y s¢ centrifuparon a 29000xg un minima de 20 min. & 4°C. El sobrenadunte fue extraido vy se realizd
1z medida de 13 actividad envimdtica a 37°C en un sueanalizador COBAS BIO 2 alta concentracicon
de plucosa {100mM) ¥ posteriormeme & baja concentracidn del azdcsr (0,5 mii). Las detenminaciones
se realizaron por deplicado. Finalmente, o cdlealo de la acividad glucoquinasa se lievd a cabo
mediante 1a resta de 1a aciividad observada a concentracion de ghicosa 160 mbd ¥ 1o obemida en
presenciz de glucesa 0.5 mM. A esta thima coneentracion de glucosa dnicamente se pedia determinar
Iz actividad hiexoquinasa |, debide a la bajl Km de esta enzinns on comparacidn a la elevada &m de
la plucoguinasa falrededor de 10 mM).

129



Materiales y métodos

Tampdn de bomogenado (pH 7,4} Mezcla de ensavo (pH 7.4}

Tris 50 mM Tris 100 mM

KCl {3k KCl 100 m

EDTA b Wl 15 mM

Sacarosa 3I0mM ATP 5 mM

B-mercaptoetancl 10 mM NAD+ 3 mhd
G6-FDH 5 Uml

CGilucosa 00 mM o 0,5 mM

2.12.2. Determinacidn de actividad piruvato quinasa

La determinzcidn de actividad piruvato guinasa se realizd siguiendo el método descrita por
Feliu ¥ col. {1977), introduciends las modificzciones de Gii v col. {1987). Este método consiste en
determinar las variaciones de concentracion de NADH en un medio de incubacién en presencia de
fosfoenoipinuvaro (PEP). Este por accién de la piruvato quinasz se transforma en piruvato, que a su
vez es iransformado a lactato por la accidn de |2 lactalo deshidrogenasa. La deferminacidn se realizd
2 partir de extractos de higado obienidos a partir de muoestras congeladas. Esias se politronasaon en 10
vol, de tampdn de bomogenado y se centrifugaron a 29000xg 20 mun. 2 4°C. A continuacidn, se
determind la actividad enrimdtica presente 2i el sobrenadante inediante el autoanalizador COBAS BL1O.
El cnsayo sc rcalivd a 30°C en presencia de dos concentraciones diferentes de PEP, la de (,15 mM,
que permitia determinar ba actividad de la enzima alrededor de su Em par el substrate, y |z de 5 mM,
eon la que se expresaba la actividad total.

Tampon de homorenade (pl] 7.4 Mezcla de ensayoe ipH 7.4
Glicilglicina 30t Glicilglicina S0 mbd
KF 10 mdd KCl 100 mM
EDTA 15 mM HADH 0.2 mm
KH,PO, 5 MpClL, 10 mbi

ADF 1,25 mbd
Sepundo ceactivg KH, PO, 5 mhd

i1 2 Ufmnl
PEP SmM o015 mM
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2.12.3. Determinacion de glucosa 6-F

La deterrinacidn de 1os niveles iowracelulares de este metabolito la establecid Michal (1974)
basindose en la reacgion de la enzima glucosz 6-F deshidrogenasa. Esta transforma la glucosa 6-P en
§-fosfogluconato, a la vez gue reduce el NAD+ a WADH, gue puede ser detectado por el
cspecirofatdmelro.

Para la cbiencidn del exirzcto, fraceiones de higado fueron pesadas y politronzdas en 1O wal.
de HCiO, al 10%, Posteriorments se centrifugaron a 29000xp duranle 15 min. a 4°C para 1a
extraccion del sobrenadante. Se zjustd a pH 7 <] exiracto obtenido mediante la adicidn de ¥,CO, junto
/1% vol. de solucidn de indicador universal. Se cemrifugaron de noevo las muestras en las
condicivnes anteriores para eiiminar el precipitado ge KCI1Q,. La determinacida del metabolito en el
sobrenadante se rezlizd a 37°C en un auteanalizadar COBAS B0 empleando la mezcla de ensayo que
se indica a continuacidn.

ezcla de epsavo fpH T 4% Sl:guru:iu Teactivo
Tris-HCI ) mM G6-PDH 30 Ufml
MpCl, 25 raM
NaD+ 1.2 mM

2.12.4. Determinacion de glucdoeno

El palisacdrido se duterming mediante la réenica descritz por Keppler v Decker (1984 basada
en la utilizacidn def cozima e-amiloglucosidasa, La glucoss liberada por 12 enzima fue determinada
esprotrofoométricamente en un auteanalizador COBAS BIO con la ayuda de un énsayo comercial
Gluco-Quant®, de Roehringer Mannhetm. Fsia determinacion se basz en una onica que uiiliza hexo-
quinasa-plucoss O-fosfaro deshidropenasa deserita por Bergmeyer v col. (1574).

Para la obtencion del extracto de higado se politronaron {racciones de higado en 10 vol. de
HCLO, al 10% . E] homogenade se ceorifugd a G0Kxg durante 3 min. y s¢ recogid ol sobrenadante,
Esta 5e ajustd a pH 5 imediante 1a adicidn de K.C0, junto 1/10 vol, de solucién de indicador universal.
De cada muvestra se tomaron 100 pl, 3 Yos que se afadieron 100w de solucion e-amiloglucesidasa (10
Lifm0y en tampon acclata 04 M a pH 4.8, v otras 100 gl que sc incubaroen en presencia de la misma
cantidad de tampon acelstg (14 M o pil 4.8, La incubacion se Nevd a cabo durante 2 horas a e
y 5¢ pard la rezccidn afadiendo 256 ud de HCIG, ot 10%, La determinacion Je la glucosa s realizd
on ¢ sobrenadante obienido de cemrifugar 1as mucstras 15 min, a 28$000xg a 4°C.
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I.a cantidad de glucogene se estimd con la diferenciz de conceniracignes de glucosa de las
muestras duplicadas incubadas en presencia ¥ avsenciz de e-amiloglucosidasa. La glucosa determinada
¢ ausencia del enzima cs indicadora de 1a concentracidn intracelular de glucosa libre.

2.13. ANALISIS HISTGLOGICO

Las muestras de [os dislintgs grganos de ratdn ¥ coneje se fijaron mediante solucion estimdar
de formol neutro flamponado con fosiato) 2] 10% duranie 24 horas. Se inclusionaron en parafina con
un inclusor tipo Histokinette v se obiuvieron ks secciones eon 12 ayuda de on microtomo. Las
seccignes de 2 a 3 pum de espesor fueron posteriormente desparafinadas, La Llincidn empleada
rutinariamente era la de hematoxilind/egsine. Lz reaccidn de dcido periddico de Schiff (PAS) era
empleada para lz deteceidn de plusdgend &n sccociones de hipadu. Con esta tincidn el glucdgenc
adnuiere un color magenta, Tambidn s empled 13 tincidn de PAS para secciones de rifidn ¥ cetina,
pues reaccionz con el compenente de palisacdridos de 1a membrana basal, gue tific de color magenta.
En los cases que se considerd opormuna delimitar e tejido conjuntive presente en las preparaciones
st empled una tincidn triecfmica de Massun. Esta tine los nicleos de azul oscuro-negro, el citoplasma,
gl miscule ¥ los eriirocitos de color rojo ¥ ¢ coligeno azul verdozo {Bancroft y Stevens, 19823

2,14. ESTUDIOS OCULARES

La observacidn de los ojos de los ratones se realizéd a 375 aumentos empleando una lupa con
limpara de hendidura Zeiss SL-M. Con anterioridad a 13 ebservacidn se aplicaba un mininto de tres
veoes, en inlervalos de 15 min., una gota de atropina al 1% 2 los dos ojos de los ratones. Para realizar
el examen ocular 1os animales foeron anestesiades con Averin,

2.15. CALCULO ESTADISTICO

Los pesulrados se expresan comeo media + SEM. Tn caso de no especificarse, la comparacidn
de resultados se realizd mediante L de Student de datos oo aparcades. E] andlisis estadisiice realizado
para la comparacion de 1os resultades obienides de los dos congjos transgénicos fundadores respecto
la poblacidén control fue ef de analisis de varianza,
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