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INTRODUCCION

El pancreas

El pancreas es un érgano mixto, cuya funcion exocrina representa la mayor parte de éste y
se encarga de secretar los jugos pancreaticos necesarios para la digestion; también posee
funciones endocrinas ejercidas por un conjunto de células que se agregan formando islotes

y que se entremezclan en el tejido exocrino.

Estos islotes pancreéticos, también conocidos como islotes de Langerhans, estan
conformados por 5 tipos de células, que, a pesar de secretar hormonas diferentes, logran
interrelacionarse. La sinergia de sus funciones y la similitud en su funcionamiento parecen
explicarse por la presencia de un progenitor celular comun. Estas células son:

e (- pancreaticas, que secretan glucagon, y representan aproximadamente 20% del

islote en roedor y 35% en humanos. ®

e [3- pancreaticas, que secretan insulina (Ins) y representan aproximadamente 75%

del islote en roedor y 54% en humanos. @

e O- pancredticas, que secretan somatostatina (Sst) y representan aproximadamente
6% del islote en roedor y 11% en humanos. @
e ¢- pancreaticas, que secretan grelina y representan aproximadamente 1% del islote

en roedor y en humanos.

o X-pancreaticas, que secretan el polipéptido pancreético y solo se encuentra en
pequefas proporciones en roedor y en humanos.

El desarrollo embrionario del pancreas se inicia mediante la especializacion y
proliferacibn de un pequefio grupo de células endodérmicas, que posterior a una
secuencia de divisiones dan origen a los progenitores endocrinos. @ (Figura 1)
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Figura 1. Esquema del
desarrollo de las lineas
celulares endocrinas en el
islote pancreatico (adaptado
de referencia 21)



El factor de transcripcion Homeobox 1 pancreatico y duodenal (PDX1)

Los factores de transcripcion son proteinas nucleares capaces de unirse al ADN y que se
encargan de regular la expresion de genes, mediante la oclusion o no de secuencias de
union especificas; controlando asi, el desarrollo de tipos celulares y patrones de desarrollo
especifico. Su activacién esta dada mediante diferentes mecanismos que pueden involucrar
unién a ligando, interacciones proteina-proteina y fosforilacién.®®

Las células progenitoras del islote pancreatico, se caracterizan por la expresion de PDX1,
proteina nuclear que consta de 282 aminoacidos (aa) y pertenece a la superfamilia de
proteinas homeobox ipf-1/ xlhbox8. PDX1 es el primer factor de transcripcién producido en
el pancreas, ya que es necesario para la elaboracion de las yemas pancreaticas
emergentes y, por tanto, para la formacién de islotes, acinos y conductos®, por lo que no
es de extrafiar que se necesiten altas cantidades de este factor de transcripcion para el
correcto desarrollo embrionario.

Los experimentos de rastreo de linaje muestran que todas las células pancreéticas tienen
un mismo origen a partir de células progenitoras pancreéticas multipotentes, que tienen la
capacidad de diferenciarse en cualquiera de los 5 linajes endocrinos pancreaticos®);
ademas el desarrollo del pancreas parece depender de varios factores de crecimiento que
se cree que estan, al menos en parte, controlados por PDX1®.

Cabe destacar que normalmente este factor se encuentra en cantidades minimas en la
mayoria de las células endocrinas adultas, exceptuando en las células B ©®; ademas, se ha
descrito que este factor cumple varias funciones a nivel de diferenciacién, entre ellas la
induccién del gen de insulina. @

Islote pancreatico: Interrelacion celular de distintos linajes endocrinos

La arquitectura del islote es especifica de especie y depende de los requerimientos
energéticos y hormonales de cada uno, estando determinada la arquitectura del islote por
la distribucion de las células no-B. En los ratones, estas células se encuentran
inmediatamente adyacentes a los capilares rodeando el nucleo central 8. En islotes de gran
tamafio (y en humanos), los capilares penetran en el centro del islote y las células no-$
aparecen dentro del nucleo B (Figura 2).
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Las células (3 representan la mayor poblacién del islote pancreatico y su principal funcion
radica en el control de la glicemia;, mas especificamente, son las Unicas capaces de
disminuir los niveles de azlcar en sangre, pero también secretan otras hormonas que le
ayudan a interrelacionarse con las células vecinas como la urocortina 3 que interviene en
la activacion de las células & ante una hipersecrecion de insulina® (Figura 3).

La insulina se libera cuando el nivel de glucosa en sangre ronda los 7mM ya que
concentraciones inferiores (por debajo de los 5 mM) estimulan la accién de hormonas
proglicemiantes como el glucagén; que, a su vez, estimula a las células 3.

Paradéjicamente el glucagon es inhibido por la accién de productos inhibitorios derivados
de células B sobre las células a (insulina, GABA, etc.); sin embargo, ninguno de estos
factores inhibitorios, ha sido capaz de reconocerse como elemento principal de la inhibicion;
es aqui donde se introduce el concepto de una estimulacién p-dependiente sobre las células
0, quienes secretando somatostatina, serian las responsables en la disminucién de la
secrecion del glucagon durante la hiperglicemia postpandrial en un pancreas sano®,

En los roedores, las células & tienen una forma que recuerda a las neuronas, con procesos
citoplasméticos que le permiten interaccionar con las demas células del islote, de modo que
forman un sincitio que recubren el islote. Sin embargo, en humanos estas células no poseen
la morfologia descrita en modelos murinos y se encuentran mayormente dispersas dentro
del nacleo B®©O),
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Figura 3. Interrelacion de las células endocrinas pancreaticas (adaptado de referencia 8)



Células 6-pancreaticas

Las células 6 representan aproximadamente un 6% del total del islote y su principal funcion
es la secrecion de la somatostatina. Péptido que se secreta como pre-pro-somatostina,
rapidamente cortada en pro-somatostatina y posteriormente cortada en dos formas
bioactivas (de 14 y 28 aa), siendo el principal producto de las células & la forma de 14 aa.

En condiciones fisioldgicas, la Sst cumple un papel de regulacion de las células vecinas,
principalmente inhibiéndolas (Figura 3); este mecanismo se lleva a cabo a través de 5 tipos
de receptores diferentes (Sstrl-5), siendo la forma 2 la que mas se expresa en las células
a y la forma 3 la que mas se expresa en las células B®. Se cree que el mecanismo de
inhibicién de la Sst sobre las células B es un mecanismo robusto por el cual el organismo
busca impedir el exceso de insulina y por ende la hipoglicemia.

Ademas de los efectos inhibidores de la Sst sobre la liberacién de hormonas, algunos
estudios apuntan a que esta hormona cumple un papel en la inhibicién de la proliferacion
celular 1911 y |a secrecion de insulina en células de ratén y humano @2,

En la actualidad hay pocos estudios sobre las células & en el contexto de la diabetes, de
los cuales podemos ver que en modelos murinos diabéticos existe una alteracion
inversamente proporcional con la masa 3, aunque los autores no logran describir la razén
de esta relaciéon®*1® Sumado a esto, cabe resaltar que varios estudios demuestran la
capacidad que tienen las células endocrinas del pancreas de distintos linajes para entrar en
procesos de transdiferenciacion @729, algo curioso ya que células 8 y B parecen compartir
un precursor celular inmediato®.

Transdiferenciacion celular en el islote pancreatico

Se conoce con este nombre al proceso por el cual las células maduras comienzan a
expresar factores de transcripcion presentes en otras lineas celulares, lo que trae como
consecuencia la reversion del estadio maduro para diferenciarse en células de otro linaje
celular.

Como se ha descrito previamente, el factor de transcripcion PDX1 es un elemento
importante para la identidad de células 3, por lo que suponemos que, si alguna célula no-
incrementa la expresion nuclear de este factor, podria indicar un cambio del linaje celular
apuntando a la linea B. Esto debido a que en modelos murinos la perdida de PDX1 causa
gue las células B comiencen a expresar factores de transcripcion del linaje a, ademas que
se ha reportado la asociacion entre el aumento de células no-B y la desdiferenciacion de
células 23,

Por otro lado, en algunos modelos in vitro se ha identificado la plasticidad de las células
del islote pancreatico en diferenciarse a células a®, pudiendo estar relacionado este
evento a la aparicion de hiperglucagonemia en diabetes.



Pancreas endocrino y embarazo

El embarazo es un proceso en el cual ocurren cambios fisioldgicos que buscan establecer
las condiciones Optimas para la supervivencia del nuevo ser; de entre estos cambios, es
relevante destacar el papel que cumple el sistema endocrino. Se sabe que durante este
proceso aumentan los requerimientos de energia causando un desequilibrio metabdlico en
la madre®. Conforme progresa el embarazo, la sensibilidad a la insulina disminuye y
aumentan los niveles de glucosa en sangre, causando una resistencia insulinica
fisiologica®®; la cual, si progresa en el tiempo, puede generar lo que se conoce como
diabetes gestacional. Se cree que esta insensibilizacion es producto del aumento de las
hormonas placentarias como la prolactina (PRL), el cortisol y el lactégeno placentario
humano (hPL). Sin embargo, no se ha demostrado un efecto directo de esta Ultima sobre la
sensibilidad a la insulina materna®®,

En la madre, el equilibrio entre la resistencia a la insulina y una reserva de células 3
hiperdinamicas aumentada, asegura un flujo constante de nutrientes hacia el feto hasta el
final del embarazo. Luego, comenzando poco antes del parto y extendiéndose hasta el
periodo posparto, la masa de células B se reduce a su tamario previo®@®,

La mayoria de los estudios sobre la arquitectura del islote durante el embarazo se han
enfocado en la dinamica celular B?7-29; aunque se ha descrito un aumento de la proliferacion
y del area de células a durante la gestacion, aun se sabe poco sobre lo que ocurre con las
células no-BEO,

Es por ello que, este estudio aborda el papel de las células & en ratones gestantes, ya que
se evidencia el desajuste metabdlico que implica la gestacién y su semejanza con lo
ocurrido en la diabetes. A su vez, se estudia la expresion del factor de transcripcion PDX1
en estas células, para estudiar la capacidad de transdiferenciacién de las mismas en el
contexto de la gestacion.



HIPOTESIS

La regulacion paracrina de las células del islote es importante tanto en procesos fisiol6gicos
como fisiopatoldgicos. En este estudio queremos investigar la importancia de las células &
productoras de somatostatina en la funcién del islote pancreéatico en el contexto de la
gestacién, como modelo de resistencia insulinica.

Por ello proponemos las siguientes hipotesis:

1. La expansion de la masa celular B-pancreatica durante la gestacion ocurre a
expensas de una disminucién de la masa celular 6-pancreatica.

2. El proceso de compensacioén B-6 es producido, al menos en parte, por un proceso
de transdiferenciacion de células & al linaje B.

3. El proceso de transdiferenciacion de células © a B esta condicionado, parcialmente,
por hormonas placentarias como estrégenos y/o lactégeno placentario.

OBJETIVOS

1. Estudiar el area y cantidad de células 8 en el grupo control y el grupo de ratonas
gestantes.

2. Estudiar el area y cantidad de células & en el grupo control y el grupo de ratonas
gestante.

3. Estudiar la presencia de células doble positivo para insulina y somatostatina en el
grupo control y el grupo de ratonas gestantes.

4. Estudiar la presencia de células 0, positivas para el factor de transcripcion PDX1 en
el grupo control y el grupo de ratonas gestantes.

5. Estudiar la implicacién de las hormonas estradiol y lactdgeno placentario en el

proceso de transdiferenciacion de somatostatina a insulina “ex vivo”.



MATERIALES Y METODOS

e Modelo animal

Se usaron ratonas C57B16J de 8 semanas de edad, divididos en un grupo de 5 controles y
un grupo de 5 prefiadas en estadio 14,5 post coitum; a quienes se les midi6, anteriormente
los niveles de glicemia utilizando un glucémetro, e insulinemia plasmatica postprandrial
mediante ELISA, dando como resultado una media de 125 + 3 mg/dl y 0,218 + 0,014 ng/ml
respectivamente para el grupo control y 126 + 4 mg/dl y 1,219 + 0,337 ng/ml
respectivamente para el grupo de prefiadas (P<0.01 para las insulinas). Las ratonas
prefiadas son, por lo tanto, un modelo de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina.

e [Extraccién de islotes pancreaticos de rata

Para la extraccion de islotes se usaron ratas Sprague Dawley hembra de 8 semanas de
edad, fueron sacrificadas mediante inhalacion de isoflurano. Se realiz6 corte abdominal a
través de linea media. Se descubrieron los planos inferiores y posteriormente se inyecté a
través del conducto pancreatico 10 ml de colagenasa (1,7mg/ml):

- Hanks 1X (SIGMA RNBH0989) 0.03%NaHCos (filtrado bajo esterilidad).
Se extrajeron los pancreas mediante corte y se depositaron en tubos falcon de 50 ml.

Se colocaron los tubos en bafio a 37°C durante 15 minutos, y posterior a ese tiempo se
pasaron a hielo para detener la reaccién de digestion y se completo el tubo con solucién
Hanks-FBS hasta llegar 15ml.

- Hanks 1X 10% Suero fetal bovino (FBS)

Se dieron unos toques con el vortex y se centrifugd a 1.000rpm y 37°C por 2 minutos. Una
vez acabado, se deseché el sobrenadante y se repitié lo anterior dos veces mas.

Se desechd sobrenadante, se completd con solucion Hanks-FBS hasta llegar a los 10 ml,
se resuspendié con el vortex y se filtré con un colador en nuevos tubos. Se centrifugé
1.000rpm y 37°C y por 2 minutos.

Se retird el sobrenadante, y se afiadio 10 ml de Histopaque (Sigma 10771) y se pas6 por
vortex. Posteriormente de forma lenta y continua se afiadi610 ml de solucién Hanks 1X, y
se gener0 un gradiente de densidades. Se centrifug6 a 2.800rpm y 10°C durante 20 minutos
sin freno, para no romper el gradiente.

Posterior a esto, se retird la interfase con una pipeta y se puso en un nuevo tubo, que se
complet6 con solucion Hanks 1X hasta 30 ml y se centrifugd 1.000 rpm y 37°C durante 2
minutos (se repiti6 el lavado una segunda vez).

Se realizaron tres pasos de sedimentacion; en el primero se desechd el sobrenadante y se
completo6 con solucion Hanks 1X hasta completar 25 ml, se voltearon suavemente los tubos
tres veces y se dejo descansar por 2 minutos. En el segundo y tercer paso se desecharon

10



10 ml de sobrenadante y se completé con 10 ml de solucién Hanks 1X nueva, se voltearon
los tubos tres veces y se dejo descansar 2 minutos.

Cuando se terminé la tercera sedimentacion, se desechdé 10 ml de sobrenadante y se
sustituyé con 10 ml de medio para islotes (11 mM glucosa) a 37°C. Se resuspendio los
islotes y se pasaron a placas de Petri.

Una vez en las placas y bajo lupa, se seleccionaron los islotes y se pasaron a eppendorf.

En los eppendorf se desecho el medio, y se lavo con 400 pl de medio para islotes sin rojo
fenol y con FBS despojado de carbon (16mM glucosa). Una vez lavado, se desechd
sobrenadante y se vertiéo 1 ml del mismo medio para resuspender y sembrar.

Se sembraron 3 ml en cada placa Corning sin tratar 35mm x 10mm poliestireno.

e Tratamiento con Hormonas

Se separaron los islotes en 4 cuatro grupos y las hormonas se diluyeron en dimetilsulféxido
(DMSO) 10596®D;

e Control: DMSO en medio para islotes 16 mM glucosa, FBS sin carbono activo.

e Grupo tratado con lactogeno placentario (LP): LP 0,5% (Prospec Cyt-511-b) en
solucién final del grupo control.

e Grupo tratado con estrogenos (Ez): 17B-estradiol 0,27% (Sigma SLCF1943) en
DMSO.

e Grupo tratado con estrégeno y lactdgeno placentario: LP 0,5% en solucion final del
grupo tratado con E;.

El tratamiento se dej6 en incubadora durante 48 horas.

e Secrecion hormonal de somatostatina

Se transfirieron los islotes, previamente tratados con Ez, LP y E> + LP, a insertos para
cultivos celulares (25 islotes segun condicién) con 300 pl de medio RPMI.

Se desechd el medio, sin dafar los islotes, y se lavé con medio RPMI.

Se afiadié 400 ul de buffer modificado Krebs-Ringer (KRB) a 1mM glucosa en cada
inserto y se incub6 a 37°C por 1 Hora.

Se desechd el medio y se ech6 400ul de KRB a 1nM y a 20 mM segun condicién, por
quintuplicado, y se incub6 a 37°C por 1 hora.

Se recogi6 el sobrenadante con cuidado de no dafiar los islotes en eppendorf y se
congelo hasta realizar ELISA

Se afadio 100 ul de etanol &cido a los insertos que contenian el pellet y se congelaron
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e Fijacion vy blogues

o Fijacién
Se sacaron los islotes segun condicién y se centrifugaron durante 2 minutos, 1.000rpm a
temperatura ambiente.

Se desechd sobrenadante, se completé con buffer fosfato (PBS) y se centrifugd
nuevamente (como en el paso anterior).

Se deseché sobrenadante, se ech6 1ul de formalina y se dej6 actuar por 2 hy se centrifugé.
Se lavo con PBS y se centrifugd nuevamente.
o Bloques de Histogel

En termobloque previamente calentado a 70°C se calentaron alicuotas de Histogel (Thermo
HG-4000-012) y se vertié 300ul en cada muestra, previamente se deseché el PBS.

Se colocaron 20 ul de Affigel (Biorad 153-7301) en los eppendorf y se centrifugd a 3.000
rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se enfrio a 4°C por 1 hora para que solidificase.

Se cort6 el cono del gel, dejando la seccién con los islotes, y se dejo en PBS hasta incluir
en parafina.

o Blogues de Parafina

Se deshidraté con alcoholes de concentraciones crecientes 20 minutos cada uno (70%-
100%) y posteriormente 20 minutos en xyleno (2 veces) en agitador.

Se calento la parafina liquida a 70°C.
Se dej6é cada muestra en un molde lleno de parafina, durante 1 hora.
Se pasaron los islotes al molde definitivo y se rellen6 con nueva parafina liquida.

Se dej6 enfriar para realizar los cortes.

e Cortes histoldgicos

Los tejidos pancreéticos fueron previamente obtenidos por cirugia y fijados en parafina y
conservados a temperatura ambiente hasta la obtencion de los cortes; hechos estos con
microtomo a un grosor de 5uM. Los cortes se almacenaron a temperatura ambiente hasta
su utilizacion.
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¢ Inmunofluorescencia

Se realizaron protocolos para tincion de las hormonas somatostatina, insulina y el factor de
transcripcion PDX1.

1. Tincién somatostatina/insulina en pancreas de raton

Se sumergieron los portas en xyleno por 15 minutos, posteriormente se pasaron por
alcoholes de concentraciones decrecientes 10 minutos cada uno (100%-70%) y se pasaron
5 minuto por PBS (2 veces).

Se bloqued durante 1 hora, en caja humeda y a temperatura ambiente, con 100ul de
solucion de bloqueo (1% BSA + 0.2% NGS en PBS).

Después del bloqueo, se aplico el anticuerpo primario y se dejo toda la noche a 4°C.
Para preparar el anticuerpo primario:

- Anti-somatostatina de rat (Abcam AB30788) dilucién 1/50.
- Anti-insulina de guinea pig (Abcam AB7842) dilucion 1/50.

Al dia siguiente, se dejo 15 minutos a temperatura ambiente y se lavé 3 veces con PBS a
5 minutos cada lavado.

Se aplicé anticuerpo secundario 30 minutos. Para preparar anticuerpo secundario:

- Alexa 594 anti-rat (Invitrogen A11007) dilucion 1/1.000 (Rojo).
- Alexa 488 anti-guinea pig (Invitrogen A11073) dilucién 1/1.000 (Verde).

Se hicieron 3 lavados con PBS, 5 minutos cada lavado.

Se montaron portas con medio de montaje Fluoroshield with Dapi (Sigma).

2. Tincion somatostatina/PDX1%? en pancreas de ratén.

Se sumergieron los portas en xyleno durante 15 minutos, posteriormente se pas6 por
alcoholes decrecientes 10 minutos cada uno (100%-70%), y se pasé 5 minutos por PBS (2
veces).

Para los islotes de rata, los alcoholes (95%-70%) se dejaron por 3 minutos.

Se realiz6 desenmascaramiento del antigeno, para mejorar el reconocimiento del
anticuerpo, en hervidor por 40 minutos en citrato sédico 10mM pH6.

Se lavo 1 vez con PBS, por 5 minutos.

Se bloque6 durante 1 hora, en caja humeda y a temperatura ambiente, con 100 pl de
solucion de bloqueo PBS Tween 0,2% + FBS 3%

Después del bloqueo, se aplico el anticuerpo primario y se dejo toda la noche a 4°C.

13



Para preparar el anticuerpo primario:

- Anti-somatostatina de rat (Abcam AB30788) dilucién de 1/50.
- Anti-PDX1 de guinea pig (Abcam AB47308) dilucién 1/200.

Ambos anticuerpos se diluyeron en solucién PBS Tween 0,2% +FBS 1,5%

Al dia siguiente, se dejé 15 minutos a temperatura ambiente y se lavé 3 veces con PBS, 5
minutos cada lavado.

Se aplico anticuerpo secundario 30 minutos. Para preparar anticuerpo secundario:

- Alexa 594 anti-rat (Invitrogen A11007) dilucién 1/1.000 (Rojo).
- Alexa 488 anti-guinea pig (Invitrogen A11073) dilucién 1/1.000 (Verde).

Ambos anticuerpos se diluyeron en Solucién PBS Tween 0,2% +FBS 1,5%
Se hicieron 3 lavados con PBS, 5 minutos cada lavado.

Se montaron con medio de montaje Fluoroshield with Dapi (Sigma).

3. Tincién somatostatina en islotes de rata

Se sumergieron las placas en xyleno por 15 minutos, posteriormente se pasaron por
alcoholes de concentraciones decrecientes: etanol 100% por 10 minutos y el resto (95%-
70%) durante 3 minutos y 5 minutos en PBS (dos veces).

Se realiz6 desenmascaramiento del antigeno, para mejorar el reconocimiento del
anticuerpo, en hervidor por 20 minutos en citrato sédico 10mM pH6.

El resto del procedimiento fue igual que para los pancreas de ratén.

e Ensayo ELISA

La determinacion de los niveles hormonales de Sst se realizé segun protocolo comercial de
Phoenix pharmaceuticals, inc. EK-060-03.

e Almacenamiento

Las muestras ya tefiidas se guardan en carpeta cerrada y se dejan a 4°C hasta el momento
de la visualizacion con el microscopio.

e Microscopia

Se utilizé microscopio de epifluorescencia (Nikon eclipse Ni-E) con filtros para las longitudes
de onda respectivas de los colores rojo, verde y azul. Se observaron los tejidos a 20X.
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e Analisis de imagen y estadistico

Se utilizo el software NIS-elements para fotografiar las zonas fluorescentes deseadas de la
muestra. Se utilizé el programa ImageJ para realizar la cuantificacion de area y numero de
células de los islotes pancreaticos. A su vez también se analizo la presencia de células con
doble tincién somatostatina+/insulina + (color rojo y verde) y la presencia de células de
somatostatina con nucleos PDX1+.

Se utilizé el programa Microsoft Excel como base de datos y el programa Graphpad Prism
8 para la realizacion de gréaficos y pruebas estadisticas. Para este estudio se utilizo la
prueba T de Student para comparar dos muestras y el One way Anova para la comparacion
de més de dos muestras, se considerd como significancia estadistica una P <0,05.
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RESULTADOS

e Disminucién del area celular correspondiente a somatostatina y aumento del
correspondiente a insulina

Se realizaron las tinciones correspondientes para cada grupo (n=5 ratonas control y 5
ratonas prefiadas) y a través de microscopia con epifluorescencia se fotografiaron los
islotes pancreéticos (154 islotes para el grupo control y 130 islotes para el grupo prefiado)
tefiidos para somatostatina e insulina (Figura 4).

Se realiz6 la cuantificacién de area 3 y & dentro del islote pancreatico en ambas situaciones
estudiadas (Figura 5).

A
B--

Figura 4. Tincién por inmunofluorescencia de islotes pancreaticos. (A) Ratona control. (B) Ratona
prefiada. Nétese la disminucion del territorio rojo (somatostatina).

Se hall6 una diferencia significativa (P<0,0001) mediante la prueba T de Student para el
aumento del area B en los islotes de ratonas prefiadas (Figura 5C), asi como también una
disminucién de area ®, en este mismo grupo de estudio (Figura 5E). Posteriormente se
estudié el numero de células correspondientes para cada hormona, encontrandose un
aumento significativo (P<0,005) de células 3 (Figura 5D) y una disminucion no significativa
(P<0,15) de células d (Figura 5F), en el grupo de ratonas prefadas. A su vez se realizaron
las ratios de ambas cuantificaciones (Figura 5A y 5B).

16



Area de insulina por islote Ratio area ins/sst
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Figura 5. Cuantificacién del area y el numero de células By 6. (A) Promedio del area B dividido
entre el area 6 (um). (B) Promedio del numero de células 8 entre el promedio de células &. (C, E)
Diferencia entre el promedio de area de la hormona encontrado en ambos grupos de estudio. (D, F)
Diferencia entre el promedio del nimero de células encontrado en ambos grupos de estudio. Datos
representados con media y error estandar y analizados con T de student. *P<0,05.
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n° Células ins+ sst+/ Células totales

e Aumento de células bihormonales

Debido a este hallazgo, nos preguntamos cual podia ser la razén de esta disminucién,
por lo que decidimos cuantificar la cantidad de células que presentasen tincion positiva
para ambas hormonas. (n=5 ratones para cada grupo; 154 islotes para el grupo control
y 130 islotes para el grupo de prefiadas).

Se tomaron como células positivas aquellas que presentasen color rojo y verde
alrededor de un nudcleo definido (Figura 6).

Figura 6. Imagenes representativas de células positivas para somatostatina e insulina.

Al realizar la estadistica, se encontr6 un aumento en el porcentaje de células que
presentaban la doble tincion en el grupo de prefiadas con respecto al grupo control
(P<0,0001) (Figura 7).
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Figura 7. (A) Numero de células doble positivas dividida entre el nUmero de células totales del islote.
(B) Numero de células doble positivas dividida entre el nimero de células & del islote. Datos
representados con media y error estandar y analizados con T de student. *P<0,05.
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e Presencia de células & con expresion de PDX1

Con estos resultados nos planteamos si la razéon de la disminucion de células
productoras de somatostatina en el grupo de prefiadas podria ser debido a algun
proceso de transdiferenciacion, ya que segun la bibliografia consultada era una
posibilidad? 1% 12; por lo tanto, se llevé a cabo la tincion para el factor de transcripcion
PDX1 y somatostatina (n=5 para ambos grupos; 164 islotes para el grupo control y 100
islotes para el grupo de prefiadas) (Figura 8).

Se tomaron como células positivas, aquellas que presentaban nucleo verde (PDX1)
rodeado de un citoplasma rojo (somatostatina).

Figura 8. Tincién por inmunofluorescencia de islotes pancreaticos. (A) Ratona control. (B)
Ratona prefiada.

Al procesar los datos y aplicar la estadistica, encontramos que hay un aumento del
porcentaje de células & que presentaban PDX1 en el grupo de prefadas (P= 0,02) con
respecto al grupo control, aunque el promedio de células positivas para cada tincién por
islote parece también aumentar en el grupo de prefiadas, no llega a la significancia
estadistica (P=0,1) (Figura 9).
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Figura 9. (A) Porcentaje total de células positivas para PDX1+ y SST+ (B) Promedio de nimero de
células positivas para PDX1+ y SST+ por islote. Datos representados con media y error estandar y
analizados con T de student. *P<0,05.

e Disminucién del area y niumero de células de somatostatina posterior a 48 h de
tratamiento hormonal

Ya que durante el embarazo la secrecion de hormonas gonadotrGpicas esta aumentada,
se penso en tratar islotes de rata con diferentes hormonas de esa indole, pensando que
alguna de ellas pudiese ser la responsable de la disminucion 6 que se ha encontrado
durante todos los experimentos; asi pues, se utilizé un modelo de hiperglicemia para emular
un estado de diabetes gestacional, y se decidié probar con el estradiol (E2) que es el
estrégeno que la placenta produce en mayor cantidad durante embarazo ©® y el lactégeno
placentario (LP) que es una hormona producida Unicamente en el embarazo y que parece
tener influencia en la resistencia insulinica de la madre durante la gestacién. A su vez se
comprob6 si la suma de ambas hormonas podria generar cambios con respecto a lo que
podrian causar las hormonas de forma individual.

Se formaron 4 grupos de tratamiento (n= 4 ratas) y se incubaron con las respectivas
condiciones durante 48 horas, después de fijar los islotes se procedi6 a realizar la tincién
para somatostatina y fotografiar (control= 61 islotes, E»=105 islotes, LP= 60 islotes, Ex>+ LP=
77 islotes) (Figura 10).

Al procesar los datos y aplicar la estadistica, se encontr6 que el area y el nimero de células
de somatostatina parece disminuir de forma significativa en el grupo tratado con estradiol
(P=0,002) al igual que el grupo tratado con la mezcla de E>+LP (P=0,002) con respecto al
grupo control (Figura 11); el grupo tratado con lactégeno placentario presenta una ligera
disminucion tanto de area como en numero de células, pero no llega a la significancia
estadistica.
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Figura 10. Tincién por inmunofluorescencia de los islotes de rata tratados con las hormonas E> y LP.
En rojo la tincién de somatostatina y en azul la tincion de nudcleos con Dapi.
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Figura 11. (A) Promedio del area de somatostatina dividida por el area del islote encontrado en los
diferentes tratamientos. (B) Promedio del numero de células & dividida por el nimero de células
totales del islote. Datos representados con media y error estandar y analizados con Anova. *P<0,05.

e Aumento del tamafo celular § como compensacion metabdlica

Lo siguiente que se estudio fue si las células & de los islotes tratados diferian en cuanto a
su tamafio respecto a los del control. Se dividié el nUmero de células encontrado para cada
islote y se dividid entre su respectiva area. Los resultados reportaron un aumento del
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tamafio en las tres condiciones estudiadas con respecto al control, aunque solo fue
significativa la condicion de E>+LP (P=0,037) (Figura 12A).

Para comprobar el efecto funcional de la disminucién de la masa 8, se incubaron los islotes
previamente tratados con las condiciones hormonales anteriores, a 1mM de glucosa y a
20mM de glucosa para estimular la secrecibn de somatostatina y comprobar si se
encontraba alterada. Al aplicar la estadistica se observa como la secrecién se encuentra
disminuida con respecto al control (n=1 por quintuplicado, 25 islotes por condicién) (Figura
12B). Indicando que los resultados histolégicos acaban produciendo un efecto fisiolégico,
al disminuir la cantidad de somatostatina secretada.
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DISCUSION

El principal hallazgo de nuestro estudio es que las ratonas gestantes muestran una
disminucion del area y del nUmero de células &, que es inversamente proporcional a los
valores en célula B, estos resultados estan en linea con Breretton et al ©que muestra una
disminucion de células 8 mientras que las células no-f3 tienden a aumentar (especificamente
el modelo de diabetes tipo 1 y el modelo de ratones con mutacion en canales de K* que
presentan aumento de células secretoras de somatostatina).

Nuestros hallazgos también coinciden con lo mostrado por Alan et al @, donde en modelos
de ratas Goto-Kakizaki con diabetes inducida, presentaban mayor cantidad de células & con
respecto a ratas Wistar (control) de la misma edad, y que conforme envejecian esta
diferencia aumentaba. Asi mismo, Plesner et al * consiguié que en ratonas NOD (ratonas
diabéticas no obesas), conforme se iba instaurando la diabetes, el area celular y la masa
disminuian con respecto a las ratonas Balb/c (control) de la misma edad, mientras que el
area y masa celular & aumentaban. Al tratar el segundo grupo con estreptozotocina
(fArmaco que induce la muerte celular de las células 3 mediante dafio al ADN por alquilacién
y produce diabetes), se encontraron valores similares al primer modelo, y al cuantificar
proliferacién en el modelo con diabetes inducida y el modelo NOD se encontré que existia
un aumento en la proliferacion celular 6. Esto parece demostrar la relacion que existe entre
las células endocrinas del islote pancreatico y nos hace plantearnos la existencia de algun
mecanismo de regulacion para ambas poblaciones celulares (B y 6). Recordando que tanto
células B como & tienen un origen celular comun, seria légico que dicho mecanismo
existiese.

En el embarazo el aumento de hormonas placentarias como el lactégeno placentario y los
estrégenos causan un reajuste en la fisiologia materna, al ser estos factores, entre otros,
los causantes de la resistencia insulinica, es l6gico pensar que durante la gestacién deben
existir cambios a nivel del mayor centro productor de insulina, la célula B. Existen estudios
que demuestran la influencia que tienen los estrégenos para aumentar la proliferacion BG4,
por lo que no seria extrafio pensar que hay una disminucion de las células no-B, para
compensar el aumento de células productoras de insulina. Asi mismo, el embarazo funciona
como modelo fisiol6gico de resistencia insulinica y, por ende, de predisposicion para sufrir
diabetes. Por lo tanto, cabria pensar que los resultados hallados en estos modelos de
gestacion pueden ser extrapolables al proceso de desarrollo de la diabetes tipo 2. De modo
gue nos preguntamos, ¢qué hace que haya una disminucion celular 8 y un aumento 3 en
estos modelos?

Esta pregunta parece responderse con nuestro siguiente hallazgo, el aumento de células
positivas para la tincion de insulina y una disminucion para la tincion de somatostatina en
las ratonas gestantes; esto nos hizo pensar en si podria estar ocurriendo algun proceso de
transdiferenciacion, lo que cobro relevancia al encontrar un aumento significativo de células
® que presentaban tincion positiva para PDX1 en este grupo. No seria extrafio que un
proceso como éste ocurriese ya que en la bibliografia se encuentran diferentes estudios
como el de Gu et al @, quien al bloguear el receptor de glucagén en ratones con diabetes
tipo 1 encontraba un aumento de células B, con colocalizacién de somatostatina y péptido
C, sugiriendo conversién de & a B. Del mismo modo, Piran et al ?” sugiere que durante el
desarrollo de diabetes tipo 1 existe un eje de transdiferenciacion a-p-9, ya que encontrd
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colocalizacion de somatostatina y NKX6.1 que es otro factor de transcripcion importante
para la identidad celular £.

Nuestros resultados ex vivo, en los islotes aislados de ratas no prefiadas, sometidos a un
entorno hiperglucémico y tratados con E, LP y la mezcla E>+LP replicaban los resultados
hallados en los experimentos previos. Como no se encontraron diferencias entre el grupo
tratado con E; y el grupo tratado con la mezcla de E>+LP, nos atrevemos a decir que el E
es, al menos en parte, el causante de la disminucién celular & encontrada en estos modelos.
No se tienen estudios sobre el efecto de los estrogenos en estas células; sin embargo, si
se encuentra descrito en células B, donde la hormona parece estimular la supervivencia y
proliferacion celular ©?. E; podria ser un agente determinante en este proceso, y mas si
tenemos en cuenta la relacion inversamente proporcional 3-8 que parece encontrarse en
todos los modelos murinos estudiados. Ya que Mauvais-Jarvis et al. encontr6 que los
estrégenos inducian neogénesis de células B por activacion de PDX1 o NGN3 nos
planteamos la posibilidad de que el estradiol esté generando procesos de
transdiferenciacion celular, asi como los encontrados en los pancreas de ratonas
gestantes®®,

Es curioso resaltar que, a pesar de que se haya evidenciado una disminucién de células 9,
parece que el remanente sufre un proceso de expansién que no se encuentra en el grupo
control. Arrojo e Drigo et al *® demostré que, en ratones con dieta alta en calorias, que
presentaban dafio en la secrecion de somatostatina y desorganizacién en la respuesta
celular §, estas células presentaban cambios morfologicos y filopodios mas alargados con
respecto a los ratones en dieta control, de modo que nos hace pensar que nuestros
hallazgos pueden estar relacionados a un mecanismo de adaptacion ante la incapacidad
de responder ante la insulina.

Al cuantificar la secrecién de somatostatina se comprobd que en las condiciones donde hay
disminucion de areay células & (E2 y E>+LP) también hay menor secrecién de la hormona.
Estos resultados confirman el efecto funcional de nuestros hallazgos histoldgicos.

La dinamica intracelular dentro del islote alin no se ha terminado de comprender. Nuestros
hallazgos sugieren que durante el embarazo ocurren procesos de adaptacion mediante los
cuales se logra suplir los requerimientos energéticos de dicha etapa. Los resultados
encontrados en la bibliografia, mas los resultados encontrados en nuestros experimentos,
hacen pensar que dicho mecanismo busca asegurar la cantidad de células 8 y por lo tanto
de insulina; ya que, como lo muestra Breretton et al ©® en las situaciones donde hay
disminucién de éstas hay aumento de células d, y Plesner et al *®lo confirma al demostrar
la proliferacién de las ultimas en los modelos tratados con estreptozotocina; sin embargo,
lo contrario sucede cuando existe algun un aumento de células . De modo que nos
preguntamos ¢las células & funcionan como mecanismo de emergencia dispuesto a actuar
cuando las células {3 fallan?

Nuestro hallazgos muestran que en presencia de un entorno gestacional hay disminucion
de células & al igual que lo encontrado en los modelos de diabetes tipo 2 ©); con esto nos
atrevemos a decir que el aumento de células &, encontrado en los modelos con deficiencia
celular B, surge como medida para obtener un pool de células que puedan transformarse
en células 3 para suplir la demanda de insulina; esto explicaria el por qué cuando hay mayor
cantidad de células B hay menor células & y viceversa. ©1314
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Aungue al no contar con un estudio de trazado de linaje solo podemos asumir estos
resultados como validos debido a la positividad encontrada para las diferentes tinciones.

Nuestros hallazgos coinciden con los encontrados por Guardado-Mendoza et al G” quien
encontré en primates no humanos con diabetes tipo 2 una disminucion de las células & y
de la secrecion de somatostatina; no obstante, difieren con respecto al motivo de esta
disminucién, la muerte celular 9, Al encontrar que también hay una disminucién en las
células B, lo que es contrario a todo lo encontrado en la bibliografia consultada para diabetes
tipo 2 y un aumento en la apoptosis de dichas células con respecto a los controles, es
probable que sus resultados fueran producto de algun tipo de estrés celular en el grupo de
diabéticos.

El embarazo es un buen modelo de resistencia insulinica fisiol6gico, que puede ser utilizado
para estudiar varios de los cambios que ocurren durante el desarrollo de la diabetes tipo 2.
Si pudiéramos asegurar que en la diabetes se presentan patrones celulares como los
encontrados durante este estudio, se podria actuar sobre los procesos celulares de cada
poblacion del pancreas para disminuir la carga a la que se someten las células B y a su vez
controlar aquellos factores dentro del ambiente glucolipotéxico que sean capaces de mediar
estas conversiones. Finalmente, este estudio sirve como evidencia para demostrar la
importancia de las células & del islote pancreatico que hasta ahora habian sido
subestimadas.

CONCLUSIONES:

1. Durante la gestacion, en roedor, disminuye el area y el nimero de células &
productoras de somatostatina en el pancreas.

2. Las células 6 se reprograman para producir insulina en su lugar, debido a las
demandas metabdlicas del embarazo.

3. Este proceso esta causado, al menos en parte, por el aumento en los niveles de
estradiol, el cual inducira un proceso de transdiferenciacion 6- 3

E>

‘ l SST
. ! ¢ TRANSDIFERENCIACION? . .

_ . 62>B? | .

Célula & - Célula B

Figura 14. Representacion esquematica de las conclusiones planteadas.
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