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En esta revision se presenta la enfermedad de Alzheimer desde un aspecto novedoso: una disfuncion de la
homeostasis de calcio intracelular. En ella, se repasan los hallazgos que sustentan esta hipotesis, incluyendo el
papel del Ca** en la toxicidad del péptido amiloide y en los efectos adversos de las mutaciones en presenilinas

(PS) y otras proteinas relacionadas con la enfermedad.

La enfermedad de Alzheimer

como calciopatia

Carlos Villalobos*, Sara Sanz-Blasco y Lucia Nufez

El calcio intracelular es un segundo mensajero universal que
juega un papel esencial en el control de muchas funciones
neuronales como la secrecidon de neurotransmisores, la excita-
bilidad neuronal, la plasticidad sinaptica y la muerte neuronal.
Evidencias recientes indican que la alteracién primaria de la
enfermedad de Alzheimer (EA) seria la dishomeostasis del cal-
cio intracelular, por lo que cabria considerar la enfermedad
como una calciopatia: la calciopatia de Alzheimer. En esta revi-
sién se repasan los hallazgos que sustentan esta hipdtesis
incluyendo el papel del Ca** en la toxicidad del péptido amiloi-
de y en los efectos adversos de las mutaciones en presenilinas
(PS) y otras proteinas relacionadas con formas familiares de la
EA. Los resultados sugieren que la intervencion sobre la disho-
meostasis del Ca* intracelular podria tener un impacto en el
desarrollo de nuevas terapias que modifiquen el hasta ahora
inexorable curso de la enfermedad.

La enfermedad de Alzheimer (EA) cursa con una pérdida pro-
gresiva e irreversible de las funciones cognitivas del sistema
nervioso central con muerte neuronal masiva y consecuencias
dramaticas para el paciente, sus familiares y los sistemas de
salud. El origen de la enfermedad es desconocido y aunque los
tratamientos actuales retrasan en cierta medida los sintomas,
no detienen el curso de la enfermedad, por lo que ésta es con-
siderada incurable. Las caracteristicas mas importantes de la
EA son la disfuncion y pérdida neuronal progresiva en
corteza e hipocampo con alteraciones mitocondriales y
formacion de depdsitos extracelulares de péptidos ami-
loides (placas seniles) e intracelulares de proteina tau
hiperfosforilada (ovillos neurofibrilares). La hipotesis
amiloide defiende que el origen de la EA es la produc-
cidn excesiva y agregacion de productos andmalos de
secrecion (péptidos amiloides AB) de la proteina precur-
sora APP. Se considera, por tanto, a la EA, una amilo-
patia. Otros defienden un papel mas relevante para las
alteraciones de tau y consideran la enfermedad una
tautopatia. Diversos hallazgos recientes sugieren que la
EA podria deberse a una alteracion de la homeostasis
del calcio intracelular, que seria previa a la produccion
de placas amiloides y las alteraciones en tau, lo que ha
llevado a plantear la hipotesis del Ca** de la EA. En
otras palabras, la consideracion de la EA como una cal-
ciopatia (Marx, 2007; Stutzmann, 2007; Greeny vy
LaFerla, 2008).

Tanto en la EA mas comun o esporadica y de aparicion
tardia, como en la EA familiar, de aparicion mas tempra-
na y relacionada fundamentalmente con mutaciones en
las presenilinas PS1 y PS2 y la proteina precursora APP,
se produce un exceso de produccion de formas andma-
las de AB: el péptido AB;.4,. No se conoce la funcién de
la proteina APP ni de Ab pero, en la Ultima década,
diversos autores han demostrado que las formas ané-
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Casi al mismo tiempo, se propuso que Ap se puede insertar en
membranas bioldgicas y formar poros o canales idnicos perme-
ables a Ca** y denominados canales amiloides (Arispe y cols,
1993; Arispe y cols., 2007). Otros autores han confirmado que
Ap induce incrementos de la concentracion de Ca** citosdlica
([Ca**].v) en neuronas. Sin embargo, la ruta de entrada de Ca**
inducida por Ap es un tema controvertido, habiéndose pro-
puesto mecanismos adicionales como la permeabilizacion ines-
pecifica de la membrana plasmatica (Demuro y cols., 2005) o
la activacion de receptores tipo NMDA (Pellistri y cols., 2008).
La microscopia de dos fotones ha permitido recientemente
hacer estudios de imagen de calcio in vivo en ratones transgé-
nicos modelos de Alzheimer familiar. Inesperadamente, se ha
encontrado que muchas neuronas cercanas a las placas seni-
les muestran hiperexcitabilidad y un incremento de las oscila-
ciones espontaneas de la [Ca*] comparado con aquellas neu-
ronas mas alejadas de las placas. Esta hiperexcitabilidad con-
duce a la pérdida de compartimentalizacion de la sefial de cal-
cio, cambios morfoldgicos, disrupcion de los circuitos neurona-
les y muerte celular (Kuchibhotla y cols., 2008; Busche y cols.,
2008). Ap no es una Unica forma quimica estable, sino que,
igual que otros péptidos con tendencia a agregar, como a-sinu-
cleina o las proteinas pridnicas, puede presentar distintos esta-
dos de agregacion incluyendo mondmeros, pequefios oligdme-

Oligémeros de AP . 42

Figura 1. Los oligomeros de Ap aumentan la [Ca*]g; en neuronas de hipocampo. Los
paneles superiores muestran un campo microscopico de neuronas de hipocampo car-
gadas con el colorante fluorescente fura2 antes (izquierda) y después (derecha) de la
adicion de oligbmeros de Ag (1uM). La [Ca*]; aparece codificada en pseudocolor de

acuerdo con la escala (en nM). El registro inferior muestra las [Ca**];. de 4 neuronas a
lo largo del tiempo. La adicion de Ag induce el incremento mantenido de la [Ca*].

malas de AB son toxicas para las neuronas y que la toxi-
cidad estaria relacionada con alteraciones de la home-
ostasis del calcio intracelular (Mattson y cols., 1993).
Inicialmente se propuso que Ap aumentaba la suscep-
tibilidad a la neurotoxicidad inducida por glutamato.



ros solubles o las grandes fibrillas que forman las placas
amiloides. Recientemente se ha propuesto que los
mecanismos de neurotoxicidad de las distintas especies
de Ap podrian ser diferentes (Deshpande y cols, 2006).
Aunque los resultados anteriores son muy reveladores,
existe una gran controversia sobre cual es el estado de
agregacion responsable de la enfermedad (mondmeros,
oligémeros o fibrillas), la ruta de entrada de Ca* vy, fun-
damentalmente, el mecanismo por el que A promueve
la muerte neuronal.

Para intentar obtener respuestas a las anteriores pre-
guntas, hemos comparado los efectos de los distintos
estados de agregacion de Ap (oligébmeros y fibrillas)
sobre los niveles de Ca* intracelular en cultivos prima-
rios de neuronas de cerebelo, corteza e hipocampo de
rata (Sanz-Blasco y cols., 2008). Nuestros resultados
muestran que los oligdmeros de AB, pero no las fibrillas,
inducen un aumento mantenido y muchas veces irrever-
sible de la [Ca**], debido a la entrada de Ca** a través
de la membrana plasmatica (Figura 1). Este incremento
de la [Ca*].; esta restringido a las neuronas y no se
observo en las células de la glia. Aunque el mecanismo
de entrada de Ca* no esta aclarado, nuestros resultados
preliminares sugieren que podria deberse a la formacion
de canales amiloides y/o la activacion de receptores tipo
NMDA, aunque no a la permeabilizacién de la membra-
na plasmatica (Sanz-Blasco y cols., datos no publicados).
Ademas, observamos que el tratamiento con oligdmeros
de AB inducia una muerte neuronal apoptotica a las
pocas horas. Para investigar el posible mecanismo de
induccion de apoptosis, estudiamos los efectos de oligd-
meros Y fibrillas sobre la concentracion de Ca** mitocon-
drial ([Ca**],)- Para ello utilizamos la técnica de imagen
de bioluminiscencia en neuronas que expresaban aecuorina
dirigida a mitocondria (NUfiez y cols., 2007). Encontramos que
los oligomeros de Ap, pero no las fibrillas, inducian la sobre-
carga de Ca* mitocondrial hasta niveles superiores a 1 mM.
Esta sobrecarga mitocondrial de Ca** era seguida de la forma-
cion de especies reactivas de oxigeno, apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial, liberacidn de citocro-
mo c Yy apoptosis neuronal. Todos estos efectos se inhibian si
se prevenia de un modo especifico la captacion de Ca* por las
mitocondrias (Sanz-Blasco y cols., 2008). Estos datos sugieren
que la muerte neuronal inducida por oligdmeros de AB esta
mediada por la sobrecarga mitocondrial de Ca** y la activacion
de la ruta intrinseca de apoptosis (Figura 2). Ap también
podria inducir muerte neuronal por mecanismos adicionales.
Por ejemplo, AB puede entrar en la célula y unirse a las mito-
condrias, lo que podria inducir apoptosis o sensibilizar las mito-
condrias a la sobrecarga de Ca** mitocondrial (Du y cols.,
2008; Starkovy y Beal, 2008). La deplecion de ciclofilina D, un
componente del poro de transicion de permeabilidad mitocon-
drial, inhibe estos efectos, resaltando la importancia de la
mitocondria en la muerte celular inducida por Ap.

Aparte de los oligdbmeros de AB, existen otros mecanismos
relacionados con la EA y que podrian contribuir a la dishome-
ostasis del Ca** intracelular y a la sobrecarga de Ca** mitocon-
drial inducida por AB. Por ejemplo, durante el envejecimiento
y en formas esporadicas de la EA, se ha descrito una pérdida
progresiva de proteinas tamponadoras de Ca**, especialmente
calbindinaD, en regiones neurales afectadas en la EA (Palop y
cols., 2003). Ciertamente, una pérdida del poder tamponador
de Ca** podria poner a las mitocondrias en riesgo de sobrecar-
ga de Ca** (Figura 2).

Por otro lado, en la mayoria de las formas familiares de la EA
se producen mutaciones en la proteina precursora APP y, sobre

Oligomeros A 4,

Ca?*
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Citocromo ¢

Figura 2. Dishomeostasis del calcio intracelular en la enfermedad de Alzheimer. En la
EA, los oligdmeros de Ap inducen entrada de Ca** mediante la formacién de canales
amiloides y/o la activacion de receptores glutamatérgicos tipo NMDA. Ello es seguido
de la sobrecarga mitocondrial de Ca** que favorece la formacién de especies reactivas
de oxigeno, apertura del poro de permeabilidad transicional mitocondrial (PTPm), lib-
eracion de citocromo c y factores pro-apoptéticos que llevan a la apoptosis. Ap también
podria entrar en la célula e interaccionar con ciclofilina D, un componente del PTPm, y
sensibilizar la mitocondria a la apoptosis. Otros procesos relacionados también podrian
contribuir a la sobrecarga mitocondrial de Ca**. Por ejemplo, la deplecién de calbindina
D (un tampon enddgeno de Ca**), la entrada de Ca** a través de canales CALMH1 o la
excesiva liberacion de Ca** del reticulo endoplasmico asociadas a mutaciones en prese-
nilinas (PS) y debidas a modulacién de receptores de IP; y rianodina o bombas de Ca**
del RE tipo SERCA.

todo, en las presenilinas (PS) 1 y 2, que participan en el com-
plejo secretasa que procesa APP. Estas mutaciones cursan con
una liberacién excesiva de Ca** desde el reticulo endoplasmico
(RE). El mecanismo de este efecto es muy controvertido y han
sido propuestas diversas explicaciones. En primer lugar se pro-
puso que las presenilinas, independientemente de su participa-
cién en el complejo y secretasa, podrian actuar como canales
tipo “leak” del RE. Aquellas mutaciones con pérdida de funcion
llevarian a una sobrecarga de Ca* del RE y liberacién excesiva
tras la activacién celular (Tu y cols., 2006; Nelson y cols.,
2007). Este hallazgo es controvertido, pues otros autores han
encontrado una deplecion parcial del contenido de Ca** del RE
(Zatti y cols., 2006). Otros autores han propuesto que las pre-
senilinas podrian regular la actividad de canales de Ca* del RE
como el receptor de IP; y el receptor de rianodina (Stutzman,
2007; Cheung y cols., 2008). Finalmente, se ha propuesto que
las presenilinas podrian regular la actividad de las bombas de
Ca** tipo SERCA que permiten el rellenado de los depdsitos
intracelulares de Ca** del RE (Green y cols., 2008). Sea cual
fuere el mecanismo, el resultado de las mutaciones en PS seria
la liberacion excesiva de Ca** almacenado en el RE. Sin embar-
go, no se conoce como este efecto llevaria a la disfuncion y
muerte neuronal. Una posibilidad seria que la liberacion exce-
siva de Ca** del RE podria favorecer la sobrecarga mitocondrial
de Ca* vy, por tanto, la via intrinseca de la muerte neuronal
(Figura 2). Finalmente, se ha descubierto un nuevo canal de
Ca** llamado CALHM1 con muchas similitudes con el receptor
canal de NMDA y cuyos polimorfismos guardan relacion con la
EA (Dreses-Werringloer y cols., 2008).

En resumen, numerosas evidencias indican que procesos
caracteristicos de la EA esporadica, como el exceso de Ap ano-
malos o el déficit de calbindinaD, pueden originar dishomeos-
tasis de Ca*" intracelular, un segundo mensajero clave en la
actividad neuronal. Otros procesos activados en formas fami-
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liares de la EA como la liberacion excesiva de Ca** del RE pue-
den colaborar con Ap y favorecer la aparicién temprana de la
enfermedad. La vision de la EA como una calciopatia esta en
proceso de desarrollo y ain quedan muchos puntos que deben
aclararse. Entre ellos, el mecanismo de entrada de Ca* indu-
cido por los oligdmeros de AB y los sistemas de transporte de
Ca** regulados primariamente por las presenilinas 1 y 2. En
cualquier caso, parece claro que una posible alternativa futura
en el tratamiento de esta terrible enfermedad seria la interven-
cion sobre las alteraciones de la homeostasis del Ca** intrace-
lular.
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The knowledge of the mechanisms through which amino acids act on pancreatic g-cells to stimulate insulin
secretion is of interest for clinical medicine, as it can reveal new targets for the development of drugs toward
the treatment of endocrine diseases, particularly type 2 diabetes.

Modulation of insulin secretion mechanisms by

malnutrition

Camila Aparecida Machado de Oliveira and Everardo Magalhaes Carneiro

Abstract

Several abnormalities observed in malnourishment are similar
to those seen in type 2 diabetes. Protein restriction at early
stages of life reduces p-cell volume, number of insulin-contain-
ing granules, insulin content and release by pancreatic islets in
response to glucose and other secretagogues. Amino acids are
capable to directly modulate insulin secretion and/or con-
tribute to the maintenance of B-cell function, resulting in an
improvement of insulin release. The effects of malnutrition and
the role of leucine and taurine on the mechanisms of insulin
secretion are reviewed. Leucine supplementation increases
insulin secretion by pancreatic islets in malnourished mice.
This effect is at least in part due to the increase in the expres-
sion of proteins involved in the secretion process, and the acti-
vation of the PKB/Akt pathway seems to be involved. Mice sup-

plemented with taurine have an increased insulin content and
secretion, as well as increased expression of genes essential
for p-cell functionality. The knowledge of the mechanisms
through which amino acids act on pancreatic g-cells to stimu-
late insulin secretion is of interest for clinical medicine as it can
reveal new targets for the development of drugs toward the
treatment of endocrine diseases, in special type 2 diabetes.

Insulin Secretion

The endocrine pancreas is a unique gland, composed by four
main types of cells distributed all over the exocrine portion.
These cells are aggregated in “islets”, called islets of
Langerhans. The islets usually present an oval shape, and the
arrangement of the endocrine cells inside this structure is sim-
ilar in most mammalians (Kulkarni, 2004). Every islet consists



of a central agglomerate (nucleus) of p-cells surrounded
by o and/or & cells or by & and PP cells. It is estimated
that an adult human has approximately 2 million islets
(2% of the total pancreas weight). In rodents, every islet
is constituted by about 2,000 to 4,000 cells of which 70
to 80% are insulin-producing p-cells, 5% are somato-
statin-producing §-cells, and 15 to 20% are composed by
the glucagon-containing a-cells or still, PP type cells
which produce pancreatic polypeptide, depending on the
location of the islet inside the pancreas (Orci, 1985).

A simplified view of the mechanisms of insulin secretion
is shown in Figure 1. Glucose is the main stimulator of
insulin secretion by pancreatic p-cells. The metabolism of
this hexose inside these cells increases the ATP/ADP
ratio, causing the closure of the ATP/ADP-sensitive K*
channels (Kurp). The resulting decrease in K* conductance
causes membrane depolarization with subsequent Ca*
influx through the voltage-activated Ca** channels and an
increase in intracellular calcium concentration ([Ca®*];),
triggering insulin exocytosis. (Koster et al., 2005). A sec-
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Figure 1. Simplified schematic view of the mechanisms of insulin secretion by pan-
creatic p-cell. The red arrows indicate proteins downregulated in malnourished ani-
mals, as discussed in the text. AC = adenylate cyclase; PIP2 = phosphatidyl-inositol-
biphosphate; PLC = phospholipase C; IP3 = inositol-1,4,5 trisphosphate; DAG = dia-
cyl glycerol; PI = phosphoinositides; PKC = protein kinase C; G = G-proteins; PKA =
protein kinase A; cAMP = cyclic adenosine monophosphate; ER = endoplasmic retic-
ulum; M3 receptor = type 3 muscarinic receptor; GLP-1 receptor = glucagon-like pep-
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ondary effect of increased [Ca*]; is the activation of the
enzymes adenylyl cyclase and phospholipase C (PLC),
generating cyclic AMP (cAMP), diacylglycerol (DAG) and
inositol 1,4,5 triphosphate (IP;). These messengers amplify the
Ca** signal through Ca** release from intracellular stores and by
promoting the phosphorylation of proteins that sensitize the
secretory process (Flatt, 1996; Tengholm and Gylfe, 2008).
The rise in [Ca*']; in response to nutrient secretagogues fol-
lows an oscillatory kinetic, which is coupled to pulsatile insulin
release. Interestingly, pulsed intravenously administered
insulin has been shown to induce greater hypoglycemic effect
than continuous delivery and the disappearance of the oscilla-
tory pattern of insulin secretion has been considered as an
early indicator of diabetes in man (Henquin et al., 1998; Soria
and Martin, 1998; Tengholm and Gylfe, 2008).

Several nutrients, neurotransmitters and peptic hormones may
also modulate insulin secretion. Free fatty acids, keto acids and
amino acids are among the nutrients that influence insulin
release (Gao et al., 2003; Li et al., 2004; Um et al., 2004). The
mechanisms by which amino acids enhance insulin secretion
are varied. Certain amino acids, such as leucine and alanine,
are expected to exhibit an elevated anaplerotic activity, pro-
moting a marked increase in the content of trycarboxylic acid
cycle intermediates. As a result, there is an increase of intra-
cellular ATP/ADP ratio, which further stimulates insulin secre-
tion by reducing the K* permeability in p-cells. The positively
charged amino acid arginine directly depolarizes the plasma
membrane in the presence of glucose, whereas other amino
acids, which are co-transported with Na*, can also depolarize
the cell membrane as a consequence of Na* transport and thus
induce insulin secretion by activating voltage-dependent calci-
um channel (Newsholme et al., 2006).

In addition to the effect on insulin secretion, chronic exposure
to amino acids may influence gene and protein expression.
Indeed, low protein diet after weaning induced several alter-
ations in gene expression pattern in rats (Delghingaro-Augusto
et al., 2007). We have recently found an increased expression
of genes and proteins essential for the process of insulin secre-
tion when control and malnourished mice were supplemented
with either taurine or leucine, an effect that was associated
with improved insulin secretion (Carneiro et al., 2008, Amaral
et al., 2008).

Malnutrition and Insulin Secretion
The association between malnutrition and prevalence of dis-
eases during infancy is well established (Pelletier, 1994).

tide 1 receptor.

Epidemiological studies have shown a strong relationship
between low weight at birth and the plurimetabolic syndrome
(Hales and Barker, 1992).

We have investigated the role of fetal and infant malnutrition
in the development of the plurimetabolic syndrome in rodents
during the intra-uterine period, lactation and/or after weaning
periods, evaluating its effects on the mechanisms of insulin
secretion and action at adulthood (Carneiro et al.,, 1995;
Latorraca et al., 1998a,b; Ferreira et al., 2003; Ferreira et al.,
2004).

Several of the abnormalities observed in pancreatic islets from
malnourished animals are similar to those seen in type 2 dia-
betes. Protein restriction during gestation, lactation and/or
after weaning periods promotes a series of alterations which
result in hampered insulin secretion (Carneiro et al., 1995;
Latorraca et al., 1998 a,b; Arantes et al., 2002; Ferreira et al.,
2003; Ferreira et al., 2004; Delguingaro-Augusto et al., 2004).
Rats fed a low protein diet during growing period after wean-
ing exhibit a reduced insulin secretion (Fig. 2A and 2B), an
effect that was accompanied by a reduced sensitivity to glu-
cose. Such poor secretory capacity may be related to a defect
in the ability of glucose to increase Ca** uptake and/or to
reduce Ca** efflux from B-cells (Carneiro et al., 1995; de Mello
MA et al.,, 2003). Leucine-induced insulin secretion is also
reduced in low protein fed rats (Filiputti et al., 2008).

We have also found that pups of rat dams fed a low protein
diet during gestation and lactation have lower serum insulin
concentration and that insulin secretion by pancreatic islets is
severely reduced in response to glucose (Latorraca et al.,
1998; Arantes et al., 2002). At weaning, the islet area and the
protein expression of the pancreatic duodenal homeobox-1
(PDX-1) were also reduced in these animals (Arantes et al.,
2002). PDX-1 is important in the development of pancreas,
both in experimental animals and humans. It regulates a num-
ber of genes including GLUT2 and glucokinase, and its muta-
tion is related to p-cell function abnormalities and development
of diabetes in humans and mice (Macfarlane et al., 1999;
Hansen et al., 2000, de Ledn and Stanley, 2007).

Protein-energy restriction may also affect extra-pancreatic
modulators of p-cell function, such as the autonomic nervous
system (Leon-Quinto et al., 1998). Cholinergic agents act syn-
ergistically with glucose to stimulate insulin secretion by pan-
creatic p-cell. The binding of the cholinergic agonist to mus-
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carinic (M3) receptors located in the p-cell plasma membrane
leads to hydrolysis of phosphoinositides (PI) via phospholipase
C (PLC) activation, through a G-protein coupled mechanism. PI
hydrolysis result in the formation of 1,4,5 inositol triphosphate
(IPs) and diacylglycerol (DAG). IP5 releases calcium from intra-
cellular stores and DAG activates protein kinase C (PKC), both
stimulating insulin release (Ahrén, 2000). We have shown that
pancreatic islets from rats fed a low-protein diet presented a
reduced insulin secretory response to carbamylcholine (a M3
agonist) and phorbol 12-myristate 13-acetate (a PLC activa-
tor), probably due to the reduced expression of PLC and PKC
protein expression in these rats (Ferreira et al., 2003).

Another important protein kinase for the process of insulin
exocytosis is the cAMP-dependent protein kinase (PKA). PKA
mediates most of the cAMP actions (Cooper, 2003). Its activa-
tion in B-cell is important for the signallings required for insulin
secretion (Takahashi et al., 1997). Forskolin, an activator of
adenylyl cyclase, potentiated insulin secretion in a much more
pronounced way in control than in low-protein fed rats, an
effect mediated, at least in part, by the reduced expression of
both protein and gene expression of the catalytic subunit of
PKA in pancreatic islets (Ferreira et al., 2004). PKA expression
was also reduced in islets from pregnant rats fed a low protein
diet (Milanski et al. 2005).

A decrease in both protein and gene expression of the s6k was
observed in pancreatic islets of malnourished rats (Filliputi et
al., 2008). This protein is a downstream target of mTOR, relat-
ed to the protein translation process (Thomas and Hall, 1997).
The general protein synthesis is reduced in this tissue, raising
the possibility that it may be related with the reduced expres-
sion of proteins.

Protein restriction during the early stages of life, therefore,
causes several alterations in pancreatic islets resulting in
impaired insulin secretion in response to different stimulus.
Among these alterations, a reduced expression of proteins
and genes essential for the perfect functioning of the mech-
anism of insulin release seems to play a critical role in the
development of this inadequate response to the secreta-
gogues.

The Role of Amino Acids on p-Cell Function

In view of the potential role of amino acids in stimulating
insulin secretion as well as maintenance of B-cell function,
the knowledge of the mechanisms of amino acids action can
reveal new targets for the development of drugs aimed to
the treatment of endocrine diseases, in special type 2 dia-
betes. In this sense, our group has focused on investigating
two amino acids, leucine, a strong regulator of protein syn-
thesis, and taurine, which seems to modulate the intracellu-
lar Ca** concentration and stimulate insulin secretion, and
their effects in pancreatic islets from normal and malnour-
ished rodents.

Leucine

Leucine is an essential, branched-chain (BCAA) amino acid.
It is necessary for protein and neurotransmitters synthesis
and is also an important source of nitrogen for synthesis of
nonessential amino acids. There is increasing evidence of
the pivotal role of BCAAs in regulating the anabolic process
involving both protein synthesis and degradation. They also
have therapeutic potential due to the reported effects on
sparing lean body mass during weight loss, wound healing
promotion and muscle protein anabolism in muscle wasting
with aging (Tom and Nair, 2006).

Leucine increases insulin secretion both in vivo and in vitro.
The proposed mechanism by which L-leucine stimulates

insulin release from pancreatic p-cells include increased mito-
chondrial metabolism by activation of the enzyme glutamate
dehydrogenase (GDH), and increased ATP production, by
transamination of leucine to o-ketoisocaproate and subse-
quent entry into the TCA cycle via acetyl-CoA, with subsequent
KATP  channel-dependent membrane  depolarization
(Newsholme et al., 2006).

In addition to its effects on insulin secretion, leucine is the
most effective amino acid in activating the mTOR complex
(Newsholme et al., 2006). The mTOR pathway is a key regula-
tor of cell growth and proliferation (Dickson and Rhodes, 2004;
Fatrai et al., 2006), and its activation is of particular impor-
tance in conditions of elevated demand for insulin, such as
obesity and insulin resistance.

Even though the exact mechanism of mTOR activation by
amino acids is not known, AMP dependent protein kinase
(AMPK) inhibition might be involved (Gleason et al., 2007).
AMPK is a central regulator of the energetic status of the cell.
When activated by increased intracellular AMP concentration, it
inhibits energy-consuming pathways and stimulates ATP-pro-
ducing catabolic pathways (Rutter et al., 2003; Carling, 2004).
Accordingly to Kimura et al. (2003) and Gleason et al. (2007),
AMPK activation inhibits the activity of the s6k1. Importantly,
even though there is no consensus about the effects of AMPK
on insulin secretion (Rutter et al., 2003), da Silva Xavier et al.
(2003) found that AMPK activation in B-cells inhibits glucose
metabolism and drastically reduces calcium influx, resulting in
decreased insulin secretion. Consequently, AMPK inhibition by
amino acids such as leucine could be another way through
which these nutrients increase insulin secretion.
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Figure 2. Insulin secretion from islets of rats fed a control (17% protein — NP
groups) or low protein (6% protein — LP groups) diet and supplemented with
leucine (A) or taurine (B). In (A), control and low protein fed-rats were supple-
mented with 1.5% leucine (NPLeu and LPLeu, respectively) into the drinking water
for 30 days and in (B) with 2.5% taurine (NPTau and LPTau, respectively) into the
drinking water for 90 days. Animals received their corresponding diet for 3 months,
starting after weaning. The islets were incubated for 1 hour with 2.8 or 16.7 mM
glucose. Results are expressed as mean + SE. n = 6. Two-way ANOVA, followed
by Newman Keuls post hoc test. Means without a common letter differ, p<0.05.



We observed that leucine supplementation partially or com-
pletely restores the insulin secretion by the pancreatic islets in
the undernourished mice (Fig. 2A) and, most importantly, it
increases or even normalizes the expression of key proteins
involved in the mechanism of insulin secretion, such as the
muscarinic receptor M3, PKC, PKA and the 2 subunit of the L-
type calcium channel, an effect that seems to be mediated by
the PI3K pathway, since the expression of AKT and p-AKT is
increased in these mice (Amaral et al., 2008, unpublished
results).

Taurine

Taurine is a conditionally essential amino acid for human and
non-human primates (Schuller-Levis and Park, 2003). It is
found in meat, fish and milk, but may also be biosynthesized
from methionine and cysteine. Taurine is involved in many
important biological functions, including retina and nervous
system development, Ca** modulation, membrane stabiliza-
tion, reproduction, immunity and osmoregulation (Aerts and
Van Assche, 2002).

Regarding to pancreas, taurine is found at high concentrations
within pancreatic islets, compartmentalized inside glucagon
and somatostatin-containing cells, suggesting that its release
is necessary for an efficient modulation of insulin secretion
(Bustamante et al., 2001). Previous studies have shown that
taurine increases insulin secretion (Kaplan et al., 2004; Cherif
et al., 1996, Cherif et al., 1998; Kalbe et al., 2005) and sensi-
tivity (Nakaya et al., 2000; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2006) in
different experimental conditions. However, the exact mecha-
nism of taurine action on glucose homeostasis as well as on
endocrine pancreas, is not well established.

Taurine reduces the rate of apoptosis (Merezak et al., 2001)
and acts on DNA synthesis, preventing abnormal development
of the endocrine pancreas (Boujendar et al., 2003). Moreover,
it has been shown that taurine increases glucose sensitivity of
UCP2- overexpressing p-cells by enhancing mitochondrial
metabolism (Han et al., 2004), by acting on the mechanism for
Ca** sequestration into the mitochondrial matrix (Lee et al,,
2004). Finally, taurine inhibits ATP-sensitive K* (KATP) channel
activity in adult rat beta cells (Park et al., 2004). In addition,
there is evidence that the hypoglycemic action of taurine is due
to the potentiation of the effects of insulin (Lapson et al.,
1983) and its interaction with the insulin receptor (Maturo and
Kulakowski, 1988).

We have recently found that taurine supplementation
increased insulin content in mice pancreatic islets, increased
insulin secretion at stimulatory glucose concentrations besides
increasing islet B-cell glucose sensitivity. Taurine also promot-
ed a higher expression of the transcription factor of the islets
of Langerhans (PDX-1) (Carneiro et al., 2008). We also
observed an improved glucose tolerance in these animals,
which appears to be due to the higher phosphorylation of both
basal and insulin stimulated tyrosine phosphorylation of the
insulin receptor in skeletal muscle and liver (Carneiro et al.,
2008).

At present, we are investigating the effects of taurine supplemen-
tation on the mechanisms of insulin secretion in rats fed a low
protein diet after weaning. Our preliminary results have shown
an improvement on insulin secretion at stimulatory glucose con-
centrations (Batista et al., 2008, unpublished results, Fig. 2B). In
an animal model of fetal protein malnutrition, taurine supplemen-
tation normalized islet cell proliferation and insulin secretion in
response to different secretagogues (Kalbe et al., 2005; Cherif et
al., 1998). However, taurine failed to restore insulin secretion in
vitro, indicating its importance during development for a normal
fetal beta cell function (Kalbe et al., 2005; Cherif et al., 1998).

Conclusion

In summary, protein restriction during the early stages of life
causes several alterations in pancreatic islets similar to the
abnormalities observed in type 2 diabetes, resulting in
impaired insulin secretion. Amino acids can directly stimulate
insulin secretion by pancreatic p-cells as well as acting on pro-
tein synthesis and gene transcription. The amino acids leucine
and taurine seem to have a potential as therapeutic tools in sit-
uations in which insulin secretion is not sufficient. Leucine sup-
plementation partially or completely restores insulin secretion
in undernourished mice. Taurine has been shown to increase
insulin content and secretion, as well as to increase the expres-
sion of genes essential for B-cell functionality. The knowledge
of the mechanisms through which amino acids act on pancre-
atic p-cells to stimulate insulin secretion is of interest for clini-
cal medicine. It can reveal new targets for the development of
drugs aimed at the treatment of endocrine diseases, in special
diabetes.
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El 6xido nitrico es una molécula muy reactiva que, dependiendo de su concentracion, tiene dos tipos de efec-
tos sobre la viabilidad y fisiologia de las células. A bajas concentraciones, promueve seiales de supervivencia.
A altas concentraciones, promueve sefiales de muerte, principalmente mediadas por estrés nitrosativo. El pre-
sente trabajo discute ambos aspectos aplicados a la obtencion y mantenimiento de las células beta pancreati-

cas como estrategia terapéutica contra la diabetes.

El Oxido Nitrico y la regulacion de la supervivencia de
las células beta pancreaticas. Una propuesta de

modificacion de protocolos

Gladys M. Cahuana, Francisco J. Bedoya, Juan R. Tejedo.

El Oxido Nitrico (NO) es una molécula di-atémica altamente
reactiva que tiene actividad sobre los sistemas bioldgicos.
Respecto a las células beta, es ampliamente conocido que
tanto en la diabetes tipo 1 como en la diabetes tipo 2, la dis-
minucion de la masa de células beta pancreaticas es un factor
importante en el desarrollo de la enfermedad. En esta dismi-
nucion esta comprometido el NO, producido principalmente
como parte de una respuesta inflamatoria a través de la induc-
cion de oOxido nitrico sintasa 2 (NOS2). Por otro lado, también

en estos tipos celulares ha sido descrito el papel protector del
NO producido a través de la activacion de la NOS3. Un conjun-
to de estrategias terapéuticas para hacer frente a la enferme-
dad es la posibilidad de suplir la disminucion de la masa de
células beta que desaparecen, ya sea a través de transplante
de islotes a partir de donantes cadavéricos o de células pro-
ductoras de insulina obtenidas a partir de células troncales. En
el primer caso, los islotes utilizados son obtenidos mediante el
protocolo de Edmonton. Este procedimiento ha mostrado ser



adecuado principalmente debido al uso de islotes a partir de
mas de un donante cadavérico y de una medicacién inmuno-
supresora libre de esteroides. Sin embargo, presenta una
serie de aspectos que disminuyen su eficiencia: solo entre el
15 al 30 % de los islotes transplantados son funcionales. El
método semiautomatico de Ricordi, con ligeros cambios,
sigue siendo el mejor método para la obtencién de los islo-
tes, a pesar de ser un método que implica un fuerte estrés
mecanico y la exposicién a proteasas, que como esta demos-
trado, disminuyen la viabilidad de los islotes. Esta problema-
tica hace necesario estudiar cambios en el sistema de mane-
ra que se incremente la eficiencia del método.
Particularmente en nuestro laboratorio trabajamos con un
sistema que incrementa la supervivencia de las células beta
pancredticas y de los islotes de roedores y humanos ante
diversos tipos de estrés. De este modo, en los ultimos afos,
hemos generado un cuerpo de evidencias acerca de que el
NO, utilizado en bajas concentraciones, es un agente protec-
tor, y que utilizado a altas concentraciones, es un agente inju-
riante. En este articulo intentaremos resumir este cuerpo de
evidencias y discutirlas respecto a la literatura cientifica actua-
lizada.

Acerca del Oxido Nitrico y sus propiedades biolégicas
El éxido nitrico es una molécula muy reactiva que, dependien-
do de su concentracidn, tiene dos tipos de efectos sobre la via-
bilidad y fisiologia de las células (Figura 1). A elevadas concen-
traciones produce estrés nitrosativo y promueve procesos que
culminan en la muerte celular por apoptosis. Estos efectos
estan mediados por dos tipos de sefiales. Una es la activacion
de vias de sefalizacién que regulan la expresion de proteinas
pro-apoptoticas (Bernabé y cols., 2001), como ASK-1, JNK, p38
quinasa e incremento de p53 y Bax (Sarker y cols, 2003). El
segundo tipo de senales esta relacionada con cambios estruc-
turales, como el incremento de modificaciones post-traduccio-
nales que promueven la degradacién de proteinas de actividad
anti-apoptoéticas (Bcl-2) inducida por el incremento de la lipo-
oxidacién y la carbonilacién, entre otras (Cahuana y cols.,
2003; 2004). Ademas, altas concentraciones de NO promueve
la apoptosis de las células beta a través de la via mitocondrial,
incrementando la liberaciéon de citocromo c y la activacion de
la caspasa 3 (Tejedo y cols., 1999).

A bajas concentraciones, el NO promueve la activacion de
diversas vias que estan comprometidas con la supervivencia
celular; este aspecto sera tratado con mayor detalle mas ade-
lante.

El Oxido Nitrico como molécula de supervivencia

El dxido nitrico desempeiia funciones relevantes para la fisio-
logia de la célula. Los niveles de NO que facilitan este desem-
pefio son cantidades moderadas (homeostaticas) dependiendo
del tipo celular. En la célula beta pancreatica, estas concentra-
ciones son del orden de nanomolar y juega un papel regulador
en su respuesta secretora. Ademas, es capaz de sustituir las
funciones de diversos factores tréficos, de manera que se com-
porta como un potente factor contra la apoptosis producida
por la ausencia de estos factores (Cahuana y cols., 2008).
Nuestro grupo ha descrito que la suplementacién exdgena a
partir de dadores de NO y la producciéon enddégena de bajas
concentraciones de NO, generada dentro de la célula por acti-
vacion de las isoformas constitutivas, la oxido nitrico sintasa
neuronal (NOS1) y la oxido nitrico sintasa endotelial (NOS3),
protegen de la apoptosis inducida por la retirada de suero
(Cahuana y cols., 2008; Tejedo y cols., 2001; Tejedo y cols.,
2004). En este contexto, hemos descrito la capacidad que
tiene el NO de activar un conjunto de vias de sefializacion, al
que llamaremos la Via de sefalizacion del Oxido Nitrico. La via
del NO comprende la activacion de la c-Src tirosina quinasa y
del sistema de la sGC/PKG. La activacidon de c-Src por el NO es
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Figura 1. Doble efecto del NO dependiendo de su concentracién. A bajas con-
centraciones, el oxido nitrico (NO), promueve sefiales de supervivencia. A altas
concentraciones, promueve sefiales de muerte, principalmente mediadas por
estrés nitrosativo. Es importante observar que las sefiales iniciadas a bajas con-
centraciones pueden estar activas a altas concentraciones; sin embargo, la inten-
sidad del dafio de las altas concentraciones es dominante.

un evento temprano en la sefalizacion antiapoptdtica que con-
duce a la activacién del sistema PI3K/Akt/Bad (Tejedo y cols.,
2001; Tejedo y cols., 2004). Ademas, hemos descrito la impli-
cacién de las proteinas sustrato del receptor de la insulina
(IRSs) en la sefalizaciéon protectora del NO en la célula. En
dicha respuesta protectora participa la fosforilacion de IRS-1 e
IRS-2 (Cahuana y cols., 2008), que también son dependientes
de la activacién de c-Src (Figura 2).

En otros sistemas celulares, se ha descrito dianas adicionales
del NO. En los linfocitos T, el NO activa la via Ras/Raf1/ Elk-1
y Erk 1/2 (Alavi y cols., 2003). En este tipo celular, esta via
controla la proliferacion celular, situacion que sugiere un papel
del NO en la regulacién de la proliferacion (Deora y cols.,
2000). En células endoteliales, el factor de crecimiento vascu-
lar (VEGF) induce la activacion de RAF-1 a través de la fosfori-
laciéon de sus residuos de tirosina 340 y 341, en un proceso
dependiente de c-Src y de PKG (Hood y Granger, 1998). El
resultado de esta activacion es una respuesta antiapoptoética
en el caso de c-Src y proliferacion en el caso de la PKG.

En las células beta pancreaticas, dado que el cultivo en ausen-
cia de suero conduce a la muerte por apoptosis, es razonable
proponer que la supervivencia y el crecimiento de la célula esté
modulado por factores tréficos extracelulares. Se habia descri-
to previamente que el IGF-1 era capaz de bloguear la respues-
ta apoptotica inducida por citoquinas inflamatorias en la célu-
la (Casellas y cols., 2006; Hill y cols., 1999). Teniendo en cuen-
ta estos antecedentes, iniciamos una serie de experimentos
encaminados a estudiar el papel del NO en la sefializacion del
sistema IGF-1/insulina. Nuestros resultados muestran que la
retirada de suero provoca la muerte de las células por apopto-
sis. También observamos que la retirada de suero produce un
descenso en los niveles de la proteina NOS3 y de la produccion
de NO. Estos efectos se cancelan sustancialmente tras la expo-
sicion de las células a insulina 6 IGF-1. Ademas, los efectos
protectores de la insulina/IGF-1 se cancelan en buena propor-
cién con inhibidores de la NOS.

Al igual que en otros modelos, y de acuerdo con lo descrito por
numerosos autores, nuestros resultados también muestran
que la sefalizacion por proteinas IRS esta involucrada en las
acciones antiapoptdticas de estos factores. Lo novedoso de
nuestros resultados es que la activacion por fosforilacion de
estas proteinas es un proceso parcialmente dependiente de la
activacion de Src y del NO. Al respecto de las proteinas IRS,
nuestro grupo ha demostrado (Tejedo y cols., 2004) que la IRS-
1 participa en la senalizacion del NO, y recientemente, (Cahuana
y cols., 2008) hemos descrito que la IRS-2 forma parte de la
sefial antiapoptoticas inducida por el sistema IGF-1/insulina y
por el NO. Por otro lado, en células RINmM5F hemos encontrado
que la proteina IRS-3 no participa en esta senalizacion.
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Utilizando islotes humanos hemos observado que la activacion
de las proteinas IRS-1 e IRS-2 es dependiente del Sistema IGF-
1/insulina, y que ademas son activadas por un dador exdgeno
de NO. Queda aun por determinar el papel de las diferentes
IRS en células diferenciadas murinas y humanas. Por una
parte, se ha descrito que la proteina IRS-2 juega un papel rele-
vante en el control de la masa de células durante el desarrollo
del pancreas en ratones (Burks y White, 2001). Por otro lado,
el hallazgo de que la variante polimérfica Arg972 IRS-1, abun-
dante en diabéticos tipo 2, causa apoptosis en islotes humanos
in-vitro (Federici y cols., 2001), indica que esta IRS puede
jugar un papel relevante en humanos. En este sentido, tam-
bién son relevantes los estudios con una insulina modificada
[LysB3, GluB29], que posee una accion protectora sobre la
célula beta asociada con una unién mas fuerte al receptor
(Rakatzi y cols., 2003).

El Oxido Nitrico en el contexto de la extraccion

de islotes.

La diabetes es una enfermedad que afecta a entre el 2 al 5 %
de la poblacién mundial. El trasplante de islotes a partir de
donantes cadavéricos bajo un régimen de inmuno-supresion
libre de esteroides ha mostrado ser una terapia que funciona
(Shapiro y cols., 2000) en los pacientes con Diabetes tipo 1.
Uno de los cuellos de botella en el transplante de islotes es el
alto nimero de islotes rechazados: sélo del 15 al 30 % de los
islotes transplantados son funcionales (Merani y Shapiro, 2006;
Soria y cols.,, 2007). En general, esta técnica necesita ser
mejorada en: i) el procedimiento de obtencion de los islotes;
i) el control de la supervivencia y muerte por apoptosis de los
islotes; iii) en la proteccion de los islotes del ataque inmunolé-
gico y iv) la utilizacion de nuevos regimenes de inmunosupre-
sion.

En este sentido, es posible mejorar los puntos i y ii modifican-
do los procedimientos en uno o varios pasos que incluyan la
suplementacién del sistema con bajas concentraciones de NO.
El rendimiento en la extraccidn de islotes depende basicamen-
te de las caracteristicas del donador y de los pardmetros
durante el procesamiento. La muerte cerebral del los donantes
ya promueve una rapida reaccion inflamatoria que predispone
a los islotes al ataque inmunoldgico en el receptor después del
transplante (Takada y cols., 2004): los islotes sintetizan el fac-
tor tisular (TF), que dispara la reaccién trombdtica después del
transplante y también expresan la proteina quimioatractante
de los macréfagos (MCP-1), que presenta una potente activi-
dad quimiotactica y esta relacionada con el rechazo de los islo-
tes después del transplante. La obtencion de los islotes de
donantes vivos sugiere mejores resultados; sin embargo, la
experiencia al dia de hoy es limitada (Soria y cols., 2007), de
modo que aun el método de Ricordi es el mejor método de
extraccion. Este método comprende la extraccidon del érgano,
transporte, perfusion, digestion y purificacion de los islotes.

En la extraccion del érgano se ha observado que la utilizacion
del método de doble lamina entre el perfluorocarbono vy la
solucion de Universidad de Wisconsin incrementa la calidad y
el rendimiento de los islotes (Lakey y cols., 2002), aunque
recientemente se ha descrito que puede disminuir la oxigena-
cién en alrededor del 15 % del pancreas (Hering y cols., 2004).
También se ha descrito que la solucién de M-Kyoto, que con-
tiene trehalosa como citoprotector y ulinistatina como inhibidor
de tripsina, mejora significativamente la calidad de los islotes,
comparado con el método de doble lamina (Noguchi y cols.,
2006).

Durante la perfusién y la digestion es necesario optimizar la
digestién enzimatica por medio de la liberasa H1: el exceso a
la exposicién a la enzima puede producir la fragmentacién del
islote, apoptosis y la consecuente pérdida de capacidad de

secretar insulina (Balamurugan y cols., 2005). Por otro lado, el
método semiautomatico en la cdmara de Ricordi resulta en un
fuerte estrés mecanico debido a la agitacion.

La diferencia de densidad entre los islotes y el resto de tejido
pancreatico facilita la purificacidn de los islotes por centrifuga-
cion en una gradiente de densidad, utilizando el separador de
células COBE 2991. Las caracteristicas de los sistemas de gra-
dientes influyen en la calidad y rendimiento de los islotes (Ichii
y cols., 2005).

Con respecto al mantenimiento de los islotes, la posibilidad de
incrementar su viabilidad mediante el cultivo ha sido explora-
da por muchos grupos (Soria y cols., 2007). Tres grupos de
antecedentes han centrado nuestra atencion. En primer lugar,
se ha descrito que la utilizacién del FGF-2 en los cultivos de
islotes da como resultado un control de la glicemia, un incre-
mento de la calidad de los islotes y una mejor implantacion y
revascularizacion cuando se implantan baja la capsula supra-
rrenal de ratones diabéticos (Rivas-Carrillo y cols., 2006). En
segundo lugar, el hecho de que la suplementacién de las solu-
ciones de aislamiento de islotes con Nicotinamida mejora sus-
tancialmente la obtencién de islotes con alta calidad para usos
clinicos (Ichii y cols., 2006). Y en tercer lugar, nuestra expe-
riencia utilizando cultivos de islotes humanos y de rata mues-
tran que bajas concentraciones de Oxido Nitrico los protegen
de la apoptosis inducida por la retirada de suero.
Adicionalmente, hemos demostrado que tanto el IGF-1 como
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PI3K) -
m ' iiﬁ 3 i
NO ?
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Figura 2. Via de sefializacion del Oxido Nitrico implicada en la supervivencia
celular de las células beta pancreaticas. Los factores de supervivencia Insulina
e IGF-1, inician la activacién de una via que comienza con la fosforilacion de sus
respectivos receptores, que a su vez activan a las proteinas sustrato de recep-
tores 1y 2 (IRS 1y 2). La fosforilacién de las IRS 1/2 promueve la activacion
de la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), que a través de proteina quinasa B
(PKB/Akt) y de la fosforilacion de Bad protege de la muerte por apoptosis. La
proteina Akt activada induce el incremento de la actividad de la éxido nitrico sin-
tasa 3 (NOS3), que produce niveles bajos de dxido nitrico (NO). EI NO, a su vez,
puede incrementar la fosforilacion de las proteinas IRS 1/2 a través de la acti-
vacion de c-Src, dando lugar a la formacién de un circuito de retroalimentacion.
Por otro lado, el NO puede activar a la proteina quinasa dependiente de GMP
ciclico a través del incremento de cGMP o a través de la activacion de la c-Src.
La PKG, finalmente, activa a la Ekr 1/2, que también puede ser activada por una
via dependiente de PI3K; esta via tiene también como efecto el incremento de
la supervivencia celular.



la insulina promueven sefales de supervivencia que son
mediadas por el NO (Cahuana y cols., 2008; Tejedo y cols.,
2001; Tejedo y cols., 2004).

Por otro lado, se ha observado que el NO protege a los hepa-
tocitos de la apoptosis inducida por estrés oxidativo provocado
por el acido araquiddnico, que se ve incrementado por la inhi-
bicion de las oxido nitrico sintasas (NOS) (Wu y Cederbaum,
2006). En esta misma linea de razonamiento, la preincubacion
de osteoblastos con bajas concentraciones de donadores de
NO protege a estas células de la apoptosis inducida por altas
concentraciones de NO, a través de mecanismos dependientes
de la mitocondria y de la activacion de vias de sefializacion (
Chang, 2006; Tai, 2007;). Mecanismos adicionales de regula-
cién de la expresion génica por el NO han sido propuestos
como parte de la respuesta protectora (Kitiphongspattana,
2007; Liu, 2007).

Como hemos comentado anteriormente, una serie de vias de
sefalizacion dependientes de estrés oxidativo son activadas
durante el proceso de obtencion y mantenimiento de los islo-
tes (Abdelli y cols., 2004), las mismas que se activan cuando
los islotes son expuestos a citoquinas inflamatorias y a espe-
cies reactivas de oxigeno, incluyendo altas concentraciones de
NO (Bernabe y cols., 2001; Cahuana y cols, 2003; Cahuana y
cols., 2004). Es mas, recientemente se ha descrito que duran-
te el proceso de aislamiento de islotes se activa la ruta depen-
diente de JNK y ASK-1(Noguchi, 2007; Noguchi y cols., 2007).
Con todos estos antecedentes, pensamos que es interesante
estudiar el efecto de bajas concentraciones de NO en todos
los pasos del método de aislamiento de islotes como un siste-
ma promotor de sistemas de supervivencia, ya sea activando
vias de sefializacion intracelular, como promoviendo la expre-
sion de genes. Este razonamiento se fundamenta en tres
ideas: 1) Se ha descrito que el Oxido Nitrico es un mediador
de las sefiales extracelulares inducidas por factores de creci-
miento tales como el IGF-1 y la insulina; 2) El Oxido Nitrico
afadido en bajas concentraciones o mediante la sobre-expre-
sion de las NOS constitutivas protege a las células de la muer-
te celular por apoptosis; y 3) La preincubacion de otros mode-
los celulares con bajas concentraciones de NO protege de la
apoptosis inducida por altas concentraciones de NO. De tal
manera, es factible que la utilizacion de bajas concentraciones
de NO durante los procesos de extraccién de islotes mejore la
calidad de los islotes a través de la promocion de procesos de
proteccion celular.

Recientemente se ha descrito que el pre-tratamiento con bajas
concentraciones de dxido nitrico (NO) protege a los osteoblas-
tos de la apoptosis inducida por altas concentraciones de NO,
aunque los mecanismos de esta accion alin no han sido des-
critos. Ademas, nuestro grupo ha demostrado que bajas con-
centraciones de NO protegen a las células productoras de insu-
lina de la apoptosis inducida por la retirada de suero. Con estos
antecedentes, pensamos que es interesante estudiar el uso de
bajas concentraciones de NO en todas las fases del método de
extraccion. Nuestra hipdtesis plantea que la utilizacion de bajas
concentraciones de NO durante las fases de extraccién de los
islotes incrementa su viabilidad, funcionalidad y mejora su
implantaciéon en modelos animales. Resultados preliminares
utilizando células INS-1E muestran que el pre-condicionamien-
to con bajas concentraciones de NO incrementa la expresidn
de la Hemo-oxigenasa 1 y de la Hsp-70, dos potentes sistemas
de proteccion de muerte por estrés.

Takada y cols. (2004) plantean que la muerte cerebral de los
donantes promueve una rapida reaccion inflamatoria que pre-
dispone a los islotes al ataque inmunoldgico en el receptor
después del transplante (Takada y cols., 2001). Este aspecto
de la activacion de sefiales inflamatorias es crucial para las
células beta pancredticas, ya que estas células presentan
receptores para las citoquinas inflamatorias cuyo mecanismo

de accion implica un incremento de la expresion de la NOS
inducible, y por lo tanto, de la produccion de altas concentra-
ciones de NO. En este contexto, si un procedimiento promue-
ve la activacion de sefiales de proteccion antes de la muerte
cerebral en los animales de experimentacion, podria emplear-
se para discernir si este efecto puede ser contrarrestado utili-
zando la administracion exdgena de bajas concentraciones de
NO en ratones.

Durante el procedimiento de extraccion del pancreas se emple-
an diversas soluciones, tales como la utilizada en el método de
doble lamina entre el perfluorocarbono y la solucion de
Universidad de Wisconsin (Lakey y cols., 2002), y la solucion
de M-Kyoto, que contiene trehalosa como citoprotector y uli-
nistatina como inhibidor de tripsina. Ambas mejoran significa-
tivamente la calidad de los islotes comparando con el método
de doble lamina (Noguchi y cols., 2006), aunque ninguno de
los dos sistemas permite la oxigenacion completa del 6rgano
(Hering y cols., 2004). Debido a ello, se siguen investigando
otros sistemas, basicamente utilizando las dos soluciones indi-
cadas suplementadas con factores de crecimiento como el
FGF-2 (Rivas-Carrillo y cols., 2006), o con sustancias que pro-
mueven la proliferacién celular, como la Nicotinamida (Ichii y
cols., 2006). En todos estos ensayos se ha obtenido buenos
resultados; sin embargo, su utilizacién en protocolos de aisla-
miento de islotes plantea dos problemas. El primero, relaciona-
do con el alto coste de la obtencion del FGF-2 y el segundo,
con el poco conocimiento que se tiene de las acciones de la
Nicotinamida en las células beta pancreaticas. Como plantea-
miento de futuro, y teniendo en cuenta lo descrito previamen-
te sobre las acciones protectoras de bajas concentraciones de
NO sobre lineas celulares productoras de insulina como la
RINmMSF y sobre islotes aislados a partir de pancreas humano
y de rata (Cahuana y cols., 2008; Tejedo y cols., 2001; Tejedo
y cols., 2004), seria razonable utilizar NO en todas las fases de
aislamiento de los islotes.

Son muy novedosos los trabajos de Chang (2006) y Tai (2007)
sobre la preincubacion de osteoblastos con bajas concentracio-
nes de donadores de NO, con la finalidad de promover sefales
de proteccidn contra la apoptosis inducida por altas concentra-
ciones de NO, principalmente relacionadas con la activacion de
sefiales inflamatoria. Sin embargo, Tai y cols. (2007) plante-
an que el efecto de la proteccion se da a través de la activa-
cién del la ruta de la INK. Este aspecto es controvertido, por-
que en varios sistemas celulares la apoptosis inducida por dis-
tintos tipos de estrés es mediada por esta ruta. Es mas, recien-
temente se ha publicado dos articulos donde se describe que
durante el proceso de aislamiento de islotes se activa la ruta
dependiente de JNK y ASK-1 (Noguchi, 2007; Noguchi y cols.,
2007).

Nuestra experiencia referente a la activacion de vias de sefia-
lizacion por NO, nos muestra que a altas concentraciones coe-
xisten las vias de sefalizacion protectoras y vias de sefializa-
cién inductoras de muerte por apoptosis (Bernabe y cols,
2001; Cahuana y cols, 2003; Cahuana y cols, 2006; Sarker y
cols., 2003). Las concentraciones utilizadas por Tai y cols.
(2007) son de 0,3 y 2,0 mM como baja y alta concentracion,
respectivamente, por lo que es enteramente posible que JNK
esté activada como parte de un programa de muerte a 0,3 mM
de NO. En nuestras condiciones, ambos casos corresponden a
altas concentraciones de NO. La individualizacion de estos dos
sistemas debe ser realizada utilizando modelos de apoptosis
como los publicados por nuestro grupo (Cahuana y cols., 2008;
Tejedo y cols., 2001; Tejedo y cols., 2004).

Agradecimientos:
Este trabajo ha sido financiado por la Direccion General de Investigacion
Cientifica y Técnica (SAF2007/60105), Junta de Andalucia (CTS576) e Instituto

FISIOLOGIA. Boletin informativo de la SECF

13



FISIOLOGIA. Boletin informativo de la SECF

14

de Salud Carlos IIT (TERCEL RD06/0010/0025) para FJ. Bedoya. Por el CIBER-
DEM para FJ. Bedoya, GM. Cahuana y JR. Tejedo. Por la Consejeria de Salud-

Fundacidn Progreso y Salud (PI-0095/2007) para JR. Tejedo.

Referencias

Abdelli, S., J. Ansite, R. Roduit, T. Borsello, I. Matsumoto, T. Sawada, N. Allaman-
Pillet, H. Henry, J. S. Beckmann, B. J. Hering, and C. Bonny (2004). Intracellular
stress signaling pathways activated during human islet preparation and following
acute cytokine exposure. Diabetes 53:2815-2823.

Alavi, A., J. D. Hood, R. Frausto, D. G. Stupack, and D. A. Cheresh. (2003). Role
of Raf in vascular protection from distinct apoptotic stimuli. Science (New York,
N.Y ) 301:94-96.

Balamurugan, A. N., J. He, F. Guo, D. B. Stolz, S. Bertera, X. Geng, X. Ge, M.
Trucco, and R. Bottino (2005). Harmful delayed effects of exogenous isolation
enzymes on isolated human islets: relevance to clinical transplantation. Am J
Transplant 5:2671-2681.

Bernabe, J. C., J. R. Tejedo, P. Rincon, G. M. Cahuana, R. Ramirez, F. Sobrino,
and F. J. Bedoya (2001). Sodium nitroprusside-induced mitochondrial apoptotic
events in insulin-secreting RINm5F cells are associated with MAP kinases activa-
tion. Experimental Cell Res 269:222-229.

Burks, D. J,, and M. F. White (2001). IRS proteins and beta-cell function.
Diabetes 50 Suppl 1:5140-145.

Cahuana, G. M., J. R. Tejedo, J. Jimenez, R. Ramirez, F. Sobrino, and F. J. Bedoya
(2003). Involvement of advanced lipooxidation end products (ALEs) and protein
oxidation in the apoptotic actions of nitric oxide in insulin secreting RINm5F cells.
Biochem Pharmacol 66:1963-1971.

Cahuana, G. M., J. R. Tejedo, J. Jimenez, R. Ramirez, F. Sobrino, and F. J. Bedoya
(2004). Nitric oxide-induced carbonylation of Bcl-2, GAPDH and ANT precedes
apoptotic events in insulin-secreting RINm5F cells. Exp Cell Res 293:22-30.

Cahuana, G. M., J.R. Tejedo, A. Hmadcha, R. Ramirez, A.L. Cuesta, B. Soria, F.
Martin and F.J. Bedoya (2008). Nitric Oxide mediates the survival actions of IGF-
1 and Insulin in Pancreatic B cells. Cellular signalling 20 301-310.

Casellas, A., A. Salavert, J. Agudo, E. Ayuso, V. Jimenez, M. Moya, S. Munoz, S.
Franckhauser, and F. Bosch (2006). Expression of IGF-I in pancreatic islets pre-
vents lymphocytic infiltration and protects mice from type 1 diabetes. Diabetes
55:3246-3255.

Chang, C. C, Y. S. Liao, Y. L. Lin, and R. M. Chen (2006). Nitric oxide protects
osteoblasts from oxidative stress-induced apoptotic insults via a mitochondria-
dependent mechanism. J Orthop Res 24:1917-1925.

Deora, A. A., D. P. Hajjar, and H. M. Lander (2000). Recruitment and activation
of Raf-1 kinase by nitric oxide-activated Ras. Biochemistry 39:9901-9908.

Federici, M., M. L. Hribal, M. Ranalli, L. Marselli, O. Porzio, D. Lauro, P. Borboni,
R. Lauro, P. Marchetti, G. Melino, and G. Sesti (2001). The common Arg972 poly-
morphism in insulin receptor substrate-1 causes apoptosis of human pancreatic
islets. FASEB J 15:22-24.

Hering, B. J., R. Kandaswamy, J. V. Harmon, J. D. Ansite, S. M. Clemmings, T.
Sakai, S. Paraskevas, P. M. Eckman, J. Sageshima, M. Nakano, T. Sawada, I.
Matsumoto, H. J. Zhang, D. E. Sutherland, and J. A. Bluestone (2004).
Transplantation of cultured islets from two-layer preserved pancreases in type 1
diabetes with anti-CD3 antibody. Am J Transplant 4:390-401.

Hill, D. 3., J. Petrik, E. Arany, T. J. McDonald, and T. L. Delovitch (1999). Insulin-
like growth factors prevent cytokine-mediated cell death in isolated islets of
Langerhans from pre-diabetic non-obese diabetic mice. J Endocrinol 161:153-
165.

Hood, J., and H. J. Granger (1998). Protein kinase G mediates vascular endothe-
lial growth factor-induced Raf-1 activation and proliferation in human endothelial
cells. J Biol Chem 273:23504-23508.

Ichii, H., A. Pileggi, R. D. Molano, D. A. Baidal, A. Khan, Y. Kuroda, L. Inverardi,
J. A. Goss, R. Alejandro, and C. Ricordi (2005). Rescue purification maximizes the
use of human islet preparations for transplantation. Am J Transplant 5:21-30.

Ichii, H., X. Wang, S. Messinger, A. Alvarez, C. Fraker, A. Khan, Y. Kuroda, L.
Inverardi, J. A. Goss, R. Alejandro, and C. Ricordi (2006). Improved human islet
isolation using nicotinamide. Am J Transplant 6:2060-2068.

Kitiphongspattana, K., T. A. Khan, K. Ishii-Schrade, M. W. Roe, L. H. Philipson,
and H. R. Gaskins (2007). Protective role for nitric oxide during the endoplasmic
reticulum stress response in pancreatic beta-cells. Am J Physiol 292:E1543-1554.

Lakey, J. R, T. Tsujimura, A. M. Shapiro, and Y. Kuroda (2002). Preservation of
the human pancreas before islet isolation using a two-layer (UW solution-per-
fluorochemical) cold storage method. Transplantation 74:1809-1811.

Liu, X. M., K. 1. Peyton, D. Ensenat, H. Wang, M. Hannink, J. Alam, and W.
Durante (2007). Nitric oxide stimulates heme oxygenase-1 gene transcription via
the Nrf2/ARE complex to promote vascular smooth muscle cell survival.
Cardiovasc Res 75:381-389.

Merani, S., and A. M. Shapiro (2006) Current status of pancreatic islet transplan-
tation. Clin Sci (Lond) 110:611-625.

Noguchi, H. (2007). Activation of c-Jun NH2-terminal kinase during islet isolation.
Endocrine J 54:169-176.

Noguchi, H., M. Ueda, Y. Nakai, Y. Iwanaga, T. Okitsu, H. Nagata, Y. Yonekawa,
N. Kobayashi, T. Nakamura, H. Wada, and S. Matsumoto. (2006). Modified two-
layer preservation method (M-Kyoto/PFC) improves islet yields in islet isolation.
Am J Transplant 6:496-504.

Noguchi, H., Y. Nakai, M. Ueda, Y. Masui, S. Futaki, N. Kobayashi, S. Hayashi, and
S. Matsumoto (2007). Activation of c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) pathway
during islet transplantation and prevention of islet graft loss by intraportal injec-
tion of IJNK inhibitor. Diabetologia 50:612-619.

Rakatzi, I., G. Seipke, and J. Eckel (2003). [LysB3, GluB29] insulin: a novel insu-
lin analog with enhanced beta-cell protective action. Biochem Biophys Res
Commun 310:852-859.

Rivas-Carrillo, J. D., N. Navarro-Alvarez, A. Soto-Gutierrez, T. Okitsu, Y. Chen, Y.
Tabata, H. Misawa, H. Noguchi, S. Matsumoto, N. Tanaka, and N. Kobayashi
(2006). Amelioration of diabetes in mice after single-donor islet transplantation
using the controlled release of gelatinized FGF-2. Cell transplant 15:939-944.

Sarker, K. P, K. K. Biswas, J. L. Rosales, K. Yamaji, T. Hashiguchi, K. Y. Lee, and
I. Maruyama (2003). Ebselen inhibits NO-induced apoptosis of differentiated
PC12 cells via inhibition of ASK1-p38 MAPK-p53 and JNK signaling and activation
of p44/42 MAPK and Bcl-2. J Neurochem. 87:1345-1353.

Shapiro, A. M., J. R. Lakey, E. A. Ryan, G. S. Korbutt, E. Toth, G. L. Warnock, N.
M. Kneteman, and R. V. Rajotte (2000). Islet transplantation in seven patients
with type 1 diabetes mellitus using a glucocorticoid-free immunosuppressive
regimen. The New England Journal of Medicine 343:230-238.

Soria, B., F.J. Bedoya and J.R. Tejedo (2007). Generation of islet from stem cells.
Principles of tissue engieneering. Chapter 41. 3rd edition. Ed. by Lanza, Langer
and Vacanti.

Tai, Y. T, Y. G. Cherng, C. C. Chang, Y. P. Hwang, J. T. Chen, and R. M. Chen.
2007. Pretreatment with low nitric oxide protects osteoblasts from high nitric
oxide-induced apoptotic insults through regulation of c-Jun N-terminal kinase/c-
Jun-mediated Bcl-2 gene expression and protein translocation. J Orthop Res
25:625-635.

Takada, M., H. Toyama, T. Tanaka, Y. Suzuki, and Y. Kuroda (2004).
Augmentation of interleukin-10 in pancreatic islets after brain death. Transplant
Proc 36:1534-1536.

Tejedo, J., J. C. Bernabe, R. Ramirez, F. Sobrino, and F. J. Bedoya (1999). NO
induces a cGMP-independent release of cytochrome c from mitochondria which
precedes caspase 3 activation in insulin producing RINm5F cells. FEBS lett.
459:238-243.

Tejedo, J. R, R. Ramirez, G. M. Cahuana, P. Rincon, F. Sobrino, and F. J. Bedoya
(2001). Evidence for involvement of c-Src in the anti-apoptotic action of nitric
oxide in serum-deprived RINm5F cells. Cel Signalling 13:809-817.

Tejedo, J. R., G. M. Cahuana, R. Ramirez, M. Esbert, J. Jimenez, F. Sobrino, and
F. J. Bedoya (2004). nitric oxide triggers the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt
survival pathway in insulin-producing RINm5F cells by arousing Src to activate
insulin receptor substrate-1. Endocrinology 145:2319-2327.

Wu, D., and A. Cederbaum (2006). Nitric oxide donors prevent while the nitric
oxide synthase inhibitor L-NAME increases arachidonic acid plus CYP2E1-depen-
dent toxicity. Toxicol Appl Pharmacol 216:282-292.

Gladys M. Cahuana, Francisco J. Bedoya, Juan R. Tejedo

Laboratorio de Regeneracion de la célula beta pancredtica. Departamento de
Terapia Celular y Medicina Regenerativa. Centro Andaluz de Biologia Molecular y
Medicina Regenerativa (CABIMER). Universidad Pablo de Olavide. Ciber de
Diabetes Mellitus y enfermedades asociadas (CIBERDEM).

Correspondencia

J.R. Tejedo

Juan.tejedo@cabimer.es

Edificio CABIMER. Av. Américo Vespucio s/n. Parque Cientifico Tecnoldgico
Cartuja 93. 41092, Sevilla, Espafia.




N2 CRUPOTAPER

TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

GRUPO TAPER, S.A. se funda en junio de 1989 mediante la agregacion de seis
empresas que contaban con una experiencia de mas de 25 afios en la distribucién
de productos sanitarios y cientificos.

T8 PAC

EDIC ENDOSCOPIA

"TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

e

B tA CAST DEL MEDICO o

Desde el ario 2004, las actividades de las compafias que formaban el Grupo (Endoscopia
Medica, Pacisa y Giralt, La Casa del Medico y Dissa) han sido absorbidas e integradas en
un unica empresa denominada Grupo Taper, S.A. Dentro de |a estrategia de expansion del
grupo, ha extendido sus actividades a Portugal, mediante |a adquisicion de tres empresas,
lo que situa a GRUPO TAPER, S.A. entre |as primeras companias de distribucion de productos
sanitarios y cientificos de |a peninsula ibérica, con un equipo de mas de 140 profesionales y
unos fondos propios de 24 millones de Euros.

Avda. Industria, 49 = Edificio Fresno. 22 pl. - Pol. Ind. * 28108 ALCOBENDAS (Madrid)
Teléfono: 916 596 520 - Fax: 916 610 084 / e-mail: informacion@grupotaper.com

www.GRUPOTAPER.com




O R C A_ e 2 'Rapid Readout' Digital Camera

\
\

The world-leader in scientific cameras introduces the new

ORCA-R2 'Rapid Readout’ Digital Camera. Building on the

success of the market-leading ORCA-AG, the ORCA-R2

utilises the same exclusive ER-150 progressive scan interline

1344 x 1024 pixel CCD and offers superior performance and

quality with twice the frame rate in the same compact camera head.

The ORCA-R2 is the camera of choice for a wide range of applications such as fluorescence
microscopy where a balance of speed, sensitivity and resolution are essential.

Features Applications

e Rapid readout — 16.2 frames/s at full resolution » Fluorescence microscopy

e High performance IEEE1394b interface DNA and ploidy analysis

e Fully synchronised operation of two cameras Histology, pathology and cytology

e Selectable 16-bit digitisation Fluorescence in-situ hybridisation studies
lon imaging

HAMAMATSU

PHOTON IS OUR BUSINESS
www.sales.hamamatsu.com

Freephone: Europe 00 800 800 800 88, USA 1-800 524 0504



