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ABREVIATURAS

A: amperios
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mensajero

ATP: Adenosine TriPhosphate
(Adenosina Trifosfato)

C: culombios
CaM: Calmodulina

Cay: canales de calcio dependientes de
voltaje
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DMSO: DiMetilSulfOxido

DR: Delayed Rectifier (Rectificador
tardio)

EDTA: Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid (Acido Etilendiaminotetracético)

EGTA: Ethylene Glycol Tetraacetic Acid
(Acido Etilenglicoltetracético)

F: faradios

FBS: Fetal Serum Bovine (Suero Fetal
Bovino)

G: conductancia
g: conductancia unitaria

GABA: Gamma Amino Butiric Acid
(Acido y-aminobutirico)

GIP: Gastric Inhibitory Polypeptide
(polipéptido inhibidor géastrico)

GK: GlucoKinasa

GLP-1: Glucagon Like Peptide-1 (péptido
similar al glucagon tipo 1)

Hz: Hercios
I: corriente

IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1
(factor de crecimiento tipo 1 similar a la
insulina)

IL-6: InterLeucina-6
lieak: leakage current (corriente de fuga)
J: densidad de corriente

Katp: Canales de potasio rectificadores
de entrada modulados por ATP

Kca: canales de potasio activados por
calcio

K;: canales de potasio rectificadores de
entrada

Ky: canales de potasio dependientes de
voltaje

LDCVs: Large Dense Core Vesicles
(Vesiculas grandes de nucleo denso)

MCP-1: Monocyte Chemoattractant
Protein-1 (Proteina quimioatrayente de
monaocitos)

ml: mililitro

mM: milimolar

MP: membrana plasméatica
mW: milivatios

MQ: Megaohmios
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Nay: canales de sodio dependientes de

Voltaje

NEFA: Non Esterified Fatty Acid (Acido

graso no esterificado)
nm: nanémetros

PBS: Phosphate Buffered Saline
(tampon fosfato salino)

PC: Piruvato Carboxilasa
PKA: Proteina Kinasa tipo A
PKC: Proteina Kinasa tipo C

Q: integral de la corriente respecto al
tiempo

RBP4: Retinol Binding Protein-4
(proteina de unién a retinol tipo 4)

RE: reticulo endoplasmico
rpm: revoluciones por minuto
Rs: resistencia en serie

Rseno: resistencia del sello

SLMVs: Synaptic-Like Micro-Vesicles
(microvesiculas similares a las
sinapticas)

TEA: TetraEtilAmonio

TIRFM: Total Internal Reflection

Fluorescence Microscopy (microscopia

de fluorescencia de reflexién interna
total)

TNF-a: Tumour Necrosis Factor-a
(Factor de necrosis tumoral a)

VRAC: Volume Regulated Anion
Channels (Canales de aniones regulados
por volumen)

Vmb: Potencial de membrana o potencial
transmembrana

Von: Potencial umbral de activacion
Vpuiso: VOltaje del pulso
Viep: Potencial de membrana de reposo

Vso: Potencial al que se produce el 50%
de la activacion maxima

Anmaxem: longitud de onda maxima de
emision

Anmaxex: longitud de onda maxima de
excitacion

p: densidad de carga

€: Capacitancia especifica de la
membrana

pl: microlitro
Tm: constante de tiempo de activacion

Th: constante de tiempo de inactivacion

Nota sobre la nomenclatura: en la presente tesis se ha optado por la nomenclatura

estandarizada de la IUPHAR (International Union of Pharmacology; Union Internacional de

Farmacologia; http://www.iuphar-db.org/) para nombrar los canales ionicos.
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RESUMEN

La obesidad y el riesgo de padecer diabetes de tipo Il han sido relacionados de forma
indiscutible en los dltimos afios a través de estudios clinicos y epidemiolégicos. En el
modelo actual para la aparicién de la enfermedad en el individuo obeso, se postula que
existe un estadio temprano caracterizado por una resistencia periférica a la insulina, que la
célula B trata de compensar con un aumento de masa y/o secrecion para mantener la
glucemia dentro de los valores normales. Conforme la obesidad se hace méas severa o se
dilata en el tiempo, los requerimientos para la plasticidad del pancreas se incrementan. En
el 25-30% de los individuos obesos esta situacion se hace insostenible, la célula § entra
en un proceso de disfuncién y la diabetes se hace patente. Pese a que existe gran
cantidad de informacién respecto a las adaptaciones estructurales que se producen en el
contexto de la obesidad, actualmente se desconoce si la compensacion inicial transcurre

con una ganancia de funcion y los mecanismos moleculares que subyacen a la misma.

En el presente estudio, se ha establecido un modelo de obesidad inducida por dieta rica
en grasas en ratones C57bl/6J hembra que presentan una sintomatologia tipica de
estadios pre-diabéticos, para caracterizar las modificaciones funcionales y estructurales
gue se producen a nivel de las células pancreaticas en respuesta a esta situacion. Se han
utilizado técnicas “in vivo” para la evaluacién del estado de la homeostasis de la glucosa
en los ratones obesos y sus correspondientes controles, técnicas de inmunocitoquimica
(ICQ) e inmunohistoquimica (IHQ) para el analisis de las alteraciones estructurales en
ambos grupos, asi como radioinmunoensayos (RIA), microscopia de fluorescencia con
sondas sensibles a Ca®, técnicas de electrofisiologia y medidas de incremento de
capacitancia para profundizar en las alteraciones funcionales que se producen en los

ratones obesos en comparacidn con sus controles.

Nuestros resultados muestran importantes alteraciones en los ratones sometidos a la dieta
rica en grasa. Estructuralmente hemos comprobado que las células B de los ratones
obesos presentan una clara hipertrofia. Los experimentos de RIA plantean la presencia de
modificaciones funcionales que permiten a los ratones obesos secretar mayor cantidad de
insulina. Esta alteracion funcional no parece estar relacionada con efectos sobre las fases
iniciales de la generacién de actividad eléctrica dependientes del cierre de los canales
Karp- Por el contrario, la forma del potencial de acciéon generado por las células 3 de los
ratones obesos muestra alteraciones que pueden representar la base sobre la que

explicar los incrementos de [Ca®']; observados. La modulacién de la forma del potencial de
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accion en los ratones obesos se consigue presumiblemente a través de variaciones en las
conductancias que subyacen a su generacion. El analisis de las corrientes de ca* y K,
responsables respectivamente de las fases de despolarizacion y repolarizacion del
potencial de accion, no permite concluir de forma definitiva que alteracién es responsable
de los efectos observados sobre la forma del potencial de accion. No obstante, de estos
experimentos se extrae informacion muy interesante que apunta al efecto de la dieta HFD
sobre la modulacién de los canales Kq,. El andlisis de la dindmica vesicular en nuestro
modelo indica que los ratones obesos presentan un incremento en el nimero de vesiculas
disponibles para ser liberadas en el espacio inmediatamente adyacente a la hemicapa
interna de la membrana plasmatica, lo cual les permite incrementar su capacidad
secretora. En conjunto, los resultados de la presente tesis constituyen la primera
caracterizacion detallada de las modificaciones funcionales que sufren las células B para
responder a los requerimientos que plantea la existencia de la resistencia a la insulina
propia de las fases iniciales de la diabetes tipo Il asociada a la obesidad, y define los
mecanismos funcionales potencialmente implicados en el establecimiento de la marcada

hiperinsulinemia caracteristica de estos estadios.
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INTRODUCCION

1. PANCREAS ENDOCRINO. EL ISLOTE DE LANGERHANS

El pancreas es un 6rgano alojado en el espacio retroperitoneal que posee dos partes
diferenciadas desde un punto de vista histolégico y funcional. Por un lado, consta de una
porcion exocrina, constituida por células epiteliales dispuestas en estructuras esféricas u
ovoides huecas denominadas acinos pancreaticos, que se encargan de la secrecién de
enzimas digestivas y bicarbonato al intestino delgado. Por otro lado, contiene una porcién
endocrina, constituida por agrupamientos de células (=1000-3000 células/islote)
semiesféricos (J = 200-300um), que apenas constituye el 1-2% del érgano. Estas
agrupaciones celulares se conocen como islotes de Langerhans y se encuentran
distribuidas aleatoriamente en el espacio que delimita el tejido exocrino, separados de
éste por una capsula de tejido conectivo, fibras y células similares a las gliales. La funcion
de los islotes de Langerhans es liberar las hormonas necesarias para el mantenimiento de

la homeostasis de la glucosa plasmética.

Los islotes estdn formados por distintos tipos celulares: las células 3 secretoras de
insulina, las células a secretoras de glucagén, las células & secretoras de somatostatina y
las células PP (Pancreatic Polypeptide: Polipéptido pancreético) secretoras de polipéptido
pancreatico. Recientemente se ha puesto de manifiesto la existencia de un quinto tipo
celular en el islote llamado € que secreta ghrelina. Aunque este ultimo tipo celular esta
presente de manera destacable durante el desarrollo fetal en humanos y ratones, parece

gue su numero decrece drasticamente tras el nacimiento (Wierup et al., 2002).

Los islotes son micro-6rganos altamente vascularizados que reciben 20 veces mas flujo
sanguineo por unidad de peso que la porcion exocrina (Lifson et al., 1985) y en un orden
determinado, que es B—a—0 (Samols et al., 1988). Los islotes también se encuentran
altamente inervados por los sistemas simpatico, parasimpatico y sensorial, que afectan a
su funcién y tienen importantes implicaciones en la fisiologia y fisiopatologia del islote
(Ahren, 2000).

Es necesario remarcar las diferencias que se han descrito en cuanto a la citoarquitectura y
composicion porcentual de las diferentes poblaciones celulares en el islote para diferentes
especies (Fig. 1). Refiriéndonos s6lo a la especie humana y al ratdn como principal
modelo de experimentacién, éste Ultimo posee una organizacion muy caracteristica con un
nucleo central de células B (75%) rodeado por un manto de células no-B (a = 19%; & =

6%), mientras que en el humano, las células B (54%) se encuentran entremezcladas con
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los demas tipos celulares (a = 35%; & = 11%) (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006)
(Fig. 1). Debido a que la respuesta funcional caracteristica del islote intacto esta
influenciada por el entorno que crea la comunicacion intercelular B-f a través de gap-
junctions (uniones en hendidura) y las relaciones paracrinas y autocrinas que se
establecen entre los tipos celulares, estas diferencias han de tener una relevancia

fisiolégica que solo se ha evaluado de manera superficial (Cabrera et al., 2006).

Fig 1. Variaciones en la arquitectura de los islotes de Langerhans entre diferentes especies.
Secciones Opticas de =1um tomadas con microscopia confocal sobre una preparacion de
inmunohistoquimica con un triple marcaje anti-insulina (rojo), anti-glucagon (verde) y anti-
somatostatina (azul), donde se observan las diferencias en la distribucion de los principales tipos
celulares que componen el islote de humano (A), de mono (B), de raton (C) y de cerdo (D).
Modificado de (Cabrera et al., 2006). Barra = 50um.

2. HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA PLASMATICA

Los distintos tipos celulares que componen los islotes de Langerhans liberan las

hormonas especializadas en mantener la glucemia ([glucosa]y.sma) dentro de unos valores
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apropiados para el normal funcionamiento del organismo. Para conseguir mantener los
niveles de glucemia dentro del rango adecuado, el organismo se vale principalmente de
las acciones de dos hormonas liberadas por la porcion endocrina del pancreas: la insulina
y el glucagén. Estas dos hormonas constituyen un sistema fisiol6gico de homeostasis
controlada por retroalimentacion negativa. Otros ejemplos de este tipo de sistema son el
control de la frecuencia cardiaca, de la presion arterial, del ritmo respiratorio, de la

temperatura corporal o del pH de la sangre.

[|nsuI|na] 0 [insulina]
[glucagon] [glucagon]
/\é\@ TN
o Glucogenogénesis Glucogenogénesis o
Higado © Gluconeogénesis Gluconeogénesis @) Higado
Pancreas
= o © Captacion de Glucosa ’ Captacion de Glucosa ) .

Musculo Musculo

')

© Lipogénesis Lipogénesis @

O Lipolisis \@' Lipslisis @) 1
&

* @ Captacion de Glucosa Ve Captacién de Glucosa @ -
Tejido Tejido
Adiposo N ,ﬂ Adiposo
~ 4
o - - -
© [glucosal, ¢ ma (4] [glucosal;|,gm,

Fig 2. Mecanismo de mantenimiento de la homeostasis de la glucosa plasmética mediante
retroalimentacion negativa y relaciones paracrinas entre las células que componen el islote de
Langerhans. Un incremento en la glucemia actia como estimulo positivo en las células 3
pancreaticas para la liberacion de insulina. La accion de la insulina sobre sus tejidos diana provoca
la disminucion de la glucemia, que a su vez actla como estimulo positivo en las células a
pancreaticas para la secrecion de glucagon. El glucagén ejerce efectos antagonicos a la insulina
sobre los tejidos periféricos, aumentando de nuevo la glucemia. En la parte superior central se
observa un esquema de las interacciones auto y paracrinas que se producen entre las diferentes
células pancreéticas. El simbolo — indica un efecto estimulatorio mientras que el simbolo — indica
inhibicién.

El funcionamiento del sistema se basa en la accidon de la insulina, que es liberada en
respuesta a una glucemia elevada y actia sobre sus tejidos diana afectando al

metabolismo de carbohidratos y lipidos. Por su parte el glucagon es liberado a glucemias
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bajas y actia sobre los tejidos periféricos mediando acciones antagonicas a las de la
insulina. Entre los efectos mas importantes y los principales tejidos sobre los que ejerce
los mismos destacan el higado, donde la insulina estimula la ruta anabdlica de
almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno (glucogénesis) e inhibe la ruta
catabolica de liberacién de mondmeros de glucosa a partir de glucégeno (glucogenolisis),
asi como la ruta de biosintesis de glucosa a partir de precursores no glucidicos
(gluconeogénesis) y el tejido adiposo, donde estimula la ruta metabdlica de formacion de
acidos grasos y su esterificacion con glicerol para formar triglicéridos (lipogénesis) e inhibe
la ruta de transformacién de los lipidos en acidos grasos y glicerol para la obtencion de
energia (lipolisis). Ademas ejerce un efecto mas general a nivel de mdltiples tipos
celulares aumentando la captacién de glucosa y la ruta metabdlica de oxidacion de este
azlcar para la obtencion de energia (glucolisis). El glucagén actia sobre los mismos
tejidos pero con efectos contrarios. En el higado estimula la glucogenolisis y la
gluconeogénesis e inhibe la glucogénesis, en el tejido adiposo estimula la lipdlisis y la -
oxidacion de los acidos grasos para producir energia y a nivel celular disminuye la

captacion de glucosa (Fig. 2).

Pese a que estas dos hormonas se consideran las principales protagonistas del
mecanismo de homeostasis, en tanto que sin ellas no existiria el proceso de
retroalimentacién, el funcionamiento del sistema es considerablemente méas complejo, ya
gue se encuentra sometido a multiples entradas que modulan tanto la liberacién de las
hormonas como sus efectos en los tejidos sobre los que ejercen su accién. Como ejemplo
de ello citaremos brevemente la regulacion auto y paracrina ejercida por los diferentes
factores liberados al espacio intersticial del islote, ya que pone de manifiesto un hecho
importante, la necesidad de considerar al islote de Langerhans como un solo érgano a
nivel funcional. Se han descrito tanto efectos inhibitorios (Khan et al.,, 2001) como
estimulatorios (Aspinwall et al., 1999) de la insulina sobre la propia célula B, asi como
efectos inhibitorios sobre la secreciébn de glucagon a través de la propia hormona
(Gromada et al., 2007) o de otros factores liberados junto a ella en el proceso de
secrecién (GABA, Zn”") (Franklin et al., 2005; Gromada et al., 2007). El glucagén por su
parte estimula la liberacidn de insulina y somatostatina, mientras que esta Ultima ejerce un

efecto inhibitorio sobre la célula B y a (Singh et al., 2007) (Fig. 2).
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3. ALTERACIONES DE LA GLUCEMIA. DIABETES MELLITUS.

La pérdida del control sobre los procesos que conservan los valores de glucemia dentro
del margen adecuado tiene importantes consecuencias para la salud, siendo una de las
enfermedades mas comunes asociada al fallo en la funcién de los islotes de Langerhans
la diabetes mellitus (DM).

El término DM describe un trastorno metabdlico cronico de origen multifactorial
caracterizado por unos niveles de glucemia elevados, con alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos, grasas y proteinas, resultado de defectos en la secrecién de insulina, en
la accion de la insulina sobre sus tejidos diana o ambos. La DM cursa con sintomas
caracteristicos como poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso y vision borrosa. La
hiperglucemia mantenida provoca alteraciones funcionales y patologicas de aparicion
tardia, como las retinopatias con potencial pérdida de visién, las nefropatias, que pueden
progresar a fallo renal y/o las neuropatias, que llevan asociado el riesgo de aparicion de
multiples alteraciones (uUlceras en los pies, articulacion de Charcot, amputaciones o
alteraciones en la funcién del sistema nervioso autbnomo, como la disfuncién sexual). Las
complicaciones agudas son asimismo peligrosas ya que las alteraciones de la
osmolaridad sérica por incremento de la glucemia, como la cetoacidosis o el coma
hiperosmolar no-cetésico, pueden producir el coma y la muerte del paciente en ausencia
del tratamiento adecuado. Es importante sefialar también que los individuos que padecen
DM presentan un riesgo incrementado de padecer enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y de la vasculatura periférica. Entre los procesos patolégicos que se
asocian con el progreso de la enfermedad y causan las alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas, se encuentran tanto aquellos que llevan a la
destrucciéon o disfuncion de las células B como los que provocan una resistencia de los

organos diana a la accién de la hormona.

El diagnéstico de la DM debe ser inequivoco, ya que una vez establecido que un individuo
padece la enfermedad, las consecuencias de su tratamiento son considerables y de por
vida. Es por ello que resulta imprescindible manejar con cautela los casos que no
presentan sintomatologia clara, realizando una vigilancia del paciente con pruebas de
glucemia repetidas y teniendo en cuenta factores adicionales como el origen étnico, la
historia familiar, la edad, la adiposidad y la presencia de desérdenes relacionados. En
cuanto a los criterios diagnésticos, se establece que la presencia de sintomas

caracteristicos mas una muestra de sangre casual o al azar con valores de glucemia
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>200mg/dl son suficientes para establecer el diagndstico. En el caso de que la muestra de
sangre casual presente valores de glucemia en el limite de los niveles de corte para el
diagnostico, y que los niveles de glucemia tras al menos 8 horas de ayuno estén por
debajo de 126mg/dl (7mM), se aconseja realizar un test de tolerancia oral a la glucosa
(TTOG), en el que se toma una muestra de sangre en ayunas y otra a las 2 horas de una
sobrecarga oral con 75¢g de glucosa anhidra (o 82.5g de glucosa monohidratada) diluida
en 250-300ml de agua. Los criterios para la interpretacion de los resultados de esta

prueba se muestran en la Tabla 1.

Diagndstico glucemia en mg/dl (mM)
b >
Diabetes Mellitus g : ?rZsaélgg 2235 ((32(1 17 .)1)
Tolerancia ala glucosa alterada g : ?rzsaélgg ;12%6(;2)
Glucemia en ayuno alterada g 2 tersaéng 2110 (554:))();;182)6 (<7)

Tabla 1. Valores de glucemia umbrales para el diagnostico de la DM y otras categorias de
alteraciones de la glucemia que cursan con hiperglucemia mediante la realizacion de un test de
tolerancia oral a la glucosa. SOG: sobrecarga oral de glucosa.

Actualmente la DM, junto con las demas categorias de hiperglucemia, se clasifican en
base a diferentes parametros (Kuzuya and Matsuda, 1997). Por un lado, se usan criterios
clinicos relacionados con las fases a través de las que progresa la enfermedad y el grado
de hiperglucemia asociado a cada una de ellas. Por otro lado, la comprension cada vez
mayor de las causas que originan la enfermedad ha permitido establecer una clasificacion
etiologica de la misma. Esta clasificacion pone de manifiesto el hecho de que, para
cualquier fase clinica determinada, se puede conocer el proceso patoldgico de base que la
origina y que, para un proceso patologico concreto, el paciente puede presentar sintomas
asociados con una fase clinica, progresar a través de las siguientes, permanecer en una
de ellas indefinidamente o incluso revertir a una fase anterior mediante el tratamiento
adecuado. Las fases clinicas que se asocian con el progreso de la DM se muestran en el

siguiente esquema:
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Normoglucemia Hiperglucemia
Regulacién de la Diabetes Mellitus
glucosa alterada No requiere . .
TG' Normal ) Insulina Insulina para
(TG alterada o GA? tratamiento con . P .
. . para control supervivencia
alterada) insulina
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5

1TG: Tolerancia a la glucosa. GA: Glucosa en ayunas

Por otro lado se establece la siguiente clasificacion de los desdrdenes de la glucemia en
funcion de las causas que los provocan:

e Tipo I: existe un déficit practicamente absoluto de insulina debido a la destruccién de
las células B.

o Autoinmune: incluye los casos de destruccion de células 3 debida a un proceso
autoinmune.

o Idiopatica: incluye los casos de destruccion de células 3, asi como los casos que
presentan propension a cetoacidosis, para los que no se conoce la etiologia o
patogénesis.

e Tipo Il: formas de DM asociadas a un defecto en la secreciéon de insulina, casi siempre
acompafiada con resistencia a la accion de la insulina en sus tejidos diana. Comprende
tanto las formas de DM con resistencia a la insulina predominante y deficiencia de
insulina relativa como aquellas que presentan un defecto de secrecion predominante

con o sin resistencia a la insulina.

e Diabetes gestacional: DM provocada por una resistencia a la insulina temporal durante
el embarazo.

e Oftros tipos especificos: defectos genéticos de la funcidon de la célula B, defectos

genéticos de la acciobn de la insulina, enfermedades del pancreas exocrino,
endocrinopatias, DM inducida por farmacos o productos quimicos, por infecciones,
formas poco comunes de DM mediada por procesos autoinmunes y otros sindromes

genéticos asociados de alguna manera con la DM.

4. OBESIDAD Y DIABETES

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de
grasa corporal que puede tener consecuencias perjudiciales para la salud. El indicador

usual para evaluar la presencia de este tipo de trastornos en un individuo es el indice de
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masa corporal (IMC). Este parametro, que se obtiene al dividir el peso del individuo (en
kilogramos) por el cuadrado de su talla (en metros), presenta una relacion directa con la
adiposidad corporal (Gray and Fujioka, 1991). Un IMC225 kg/m? indica que el individuo
presenta sobrepeso, mientras que se le considera obeso con un IMC=30 kg/mz. Se ha
comprobado que un IMC elevado esta asociado con el incremento en el riesgo de padecer
algunas patologias graves como enfermedades cardiovasculares, ciertos canceres y DM
de tipo Il (Haslam and James, 2005). En este ultimo caso, se calcula que alrededor del
90% de los individuos que desarrollan esta enfermedad presentan valores de IMC>23
kg/m2 (Stevens et al., 2001).

Segun estudios recientes, el nimero total de individuos mayores de 20 afios con DM en el
afio 2000 era de 171 millones y los prondsticos auguran que se alcanzaran los 366
millones de afectados en el afio 2030, atendiendo sélo a factores demograficos y
asumiendo que la prevalencia de obesidad se mantendra constante (Wild et al., 2004). No
obstante, el hecho de que la prevalencia de la obesidad no deje de aumentar en paises
desarrollados y en vias de desarrollo (en 2005 ya habia en todo el mundo 1.100 millones
de individuos con sobrepeso, de los cuales 320 millones eran considerados obesos,
(Haslam and James, 2005)) y su manifiesta relacién con la aparicién de DM tipo Il, hace

pensar que las cifras seran considerablemente mayores (Wild et al., 2004).

Las caracteristicas del modo de vida actual proporcionan la base para que se produzca la
aceleracion del ritmo de crecimiento de la DM. Esto, junto con el efecto sinérgico asociado
al marco que proporcionan los estados de sobrepeso tan comunes en las sociedades
modernas, hace que la DM se haya convertido en una de las mayores epidemias de
nuestro siglo, generando no sélo un aumento de la mortalidad, sino enormes pérdidas a

las administraciones derivadas del manejo de la enfermedad y sus complicaciones.

5. ACTIVIDAD ELECTRICA Y SECRECION EN CELULAS
PANCREATICAS

Todas las células se encuentran rodeadas de una bicapa lipidica impermeable a
moléculas cargadas y/o excesivamente grandes, denominada membrana plasmética (MP).
Esta membrana contribuye a delimitar y dar forma a la célula, mantener el equilibrio entre

el medio intracelular y extracelular. Ademas de sus funciones estaticas, contiene proteinas
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especializadas en el intercambio de diversos atomos y moléculas entre el citoplasma vy el
medio extracelular que son responsables de sus funciones dinamicas. Tradicionalmente,
se han descrito dos tipos de proteinas encargadas del transporte a través de la MP: los
transportadores y los canales. Los transportadores, entre los que se encuentran la bomba
de Ca®*, el intercambiador Na*-Ca**, o la bomba Na*-K*, transportan iones en contra de su
gradiente de concentracién a costa del consumo de energia metabdlica. Los canales por
el contrario son proteinas que forman poros acuosos en la membrana fosfolipidica a
través de los cuales pueden fluir iones de forma pasiva a favor de su gradiente
electroquimico. En funcion del estimulo que lleva a la apertura del canal, podemos
distinguir entre dos principales tipos de canales: a) dependientes de ligando (LGC: Ligand-
Gated Channels), cuando requieren de la union especifica de una molécula directamente
al canal o a una proteina asociada a él y b) canales dependientes de voltaje (VGC:
Voltage-Gated Channels), cuando la apertura esta acoplada a un cambio en el potencial

transmembrana (V).

La presencia de proteinas no difusibles cargadas negativamente en el interior celular,
junto con la permeabilidad i6nica selectiva de los canales y la acciébn de los
transportadores, hace que la MP se encuentre polarizada, es decir, existe un exceso de
carga negativa en el interior respecto al exterior (potencial de membrana o potencial
transmembrana). Las células excitables responden al estimulo adecuado con una
descarga transitoria y rapida del V., que se conoce como potencial de accién y que lleva

codificada la informacién para controlar un proceso fisioldgico.

Los diferentes tipos celulares pancreéticos, a, B y 8, son células excitables. La expresion y
regulacion diferencial de los canales, transportadores y bombas presentes en su MP les
permite mantener la misma polarizada y responder a un determinado estimulo con una
alteracion de las conductancias i6nicas subyacentes que provoca un patrén caracteristico
de actividad eléctrica. En el caso de las células pancreaticas, la informacidon que se
codifica en su forma de disparo de potenciales es la relacionada con el control de la
secrecion hormonal. La secrecién hormonal en el islote de Langerhans es un proceso
dependiente de ca”, que se activa tras el incremento de la [Ca2+]i provocado por la
entrada de este i6n a través de los canales de calcio dependientes de voltaje (Cay)
durante las fases activas de disparo de potenciales de accion (Drews et al., 2010; Kanno
et al., 2002a; Rorsman, 1997). De esta manera la regulaciéon que ejerce la glucosa sobre

la excitabilidad de las células pancreéticas permite controlar de forma precisa la secrecion
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hormonal en respuesta a las demandas funcionales que caracterizan los periodos de hipo

e hiperglucemia (acoplamiento estimulo-secrecién).

La aplicacion de las modificaciones sobre la técnica de patch-clamp (Hamill et al., 1981)
desarrollada por Erwin Neher y Bert Sackmann en los afios 70 (Neher and Sakmann,
1976), permitié el conocimiento de las conductancias i6nicas implicadas en la generacion
de la actividad eléctrica en células de pequefio tamafio como las células pancreaticas. La
introduccién de estas técnicas al estudio de las células pancreaticas revolucion6 el
entendimiento de los mecanismos que controlan la secrecién de las diferentes hormonas

presentes en el islote de Langerhans.

5.1 CANALES IONICOS IMPLICADOS EN LA GENERACION DE LA
ACTIVIDAD ELECTRICA EN CELULAS PANCREATICAS

Los canales idnicos son proteinas de membrana que median el flujo iénico entre el interior
y el exterior celular, a través de la formacion de poros acuosos que conectan ambos
compartimentos. A través de su papel en la mediacion de estos flujos idnicos, son las
principales entidades moleculares responsables de la generacion de sefales eléctricas.
Tanto el mantenimiento del Vi, en reposo (V.p) como la forma caracteristica del potencial
de accion y la dinamica en la relacion de las fases activas y quiescentes en la célula B,
estan determinados por una compleja relacién coordinada de movimientos idnicos a través

de varios tipos de canales.

La aplicacion de la técnica de patch-clamp ha demostrado que cada célula 3 posee
multiples copias (100-5000) de entre 10-20 canales diferentes (Ashcroft and Rorsman,
1989). Ya que discutir sobre todos ellos excederia con mucho los limites de la presente
tesis, el objetivo de los siguientes apartados se limita a aportar informacién sobre algunos
aspectos basicos de la estructura y funcidon de los canales, que poseen especial
relevancia en la generacion de la actividad eléctrica y/o control de la secrecioén en célula 3,

para asi facilitar la comprension del acoplamiento estimulo-secrecion en este tipo celular.
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5.1.1 Canales de potasio

Los canales de K* representan la familia mas extensa y diversa de canales i6nicos, a ella

pertenecen los numerosos canales de K* dependientes de voltaje (Ky), los activados por

calcio (Kcy), los rectificadores de entrada (K;) y los de doble poro (K,p) (Gutman et al.,

2005). Son un grupo de canales mucho mas diverso de lo que se esperaria por el ya alto

ndamero de genes (> 40 genes en humanos para Ky), que codifican para subunidades a

formadoras de poro . La razén de esta diversidad descansa en diferentes factores:

Heteromultimerizacion: en el caso de las familias Ky1- K\4 la estructura tetramérica
del dominio de poro puede estar formada por el mismo miembro de una familia
(homotetrameros; Ej: (Ky1.1),) o por la combinacién con otros miembros de la misma
familia (heterotetrameros; Ej: (Ky1.1),(Ky1.2)s; (Ky1.1)5(Ky1.2);; etc....). Estos
heterotetrameros dan lugar a corrientes i6nicas con propiedades biofisicas
considerablemente diferentes. Dentro de los K; también se dan procesos de
heteromultimerizacion. En el caso de la familia K;;3, parece ser requisito indispensable
para la formacion de canales funcionales; asi, los canales responsables de la corriente
de K" activada por acetilcolina en el masculo atrial son complejos de K;;3.1 y K;3.4 y
también se sospecha la existencia de heteromultimeros funcionales de K;3.1, K;;3.2 y
K;3.3 en neuronas. A diferencia de los Ky, dentro de los K, también se dan procesos
de heteromultimerizacién entre subunidades de familias diferentes. Los complejos
entre K;;5.1 y K;4.1 se han propuesto como sensores de CO, en el tronco del encéfalo.
Subunidades “modificadoras”: este tipo de subunidad hace referencia a productos
proteicos de genes Ky que no forman canales funcionales por si mismos, pero estan
presentes en heterotetrdmeros modificando las propiedades del canal. Las familias
Kvb, Kv6, Ky8 y K\9 codifican este tipo de subunidades y se ha demostrado su
estrecha asociaciéon con miembros de la familia K2 para formar heterotetrameros con
propiedades diferentes

Proteinas accesorias: un gran nimero de proteinas se asocian a los tetrameros
modificando también las propiedades de las corrientes que se generan. Entre ellas se
incluyen subunidades 3 (que se asocian con las familias Ky1 y Ky2), KCHIP1 (K4),
calmodulina (Ky10) y minK (Ky11). Los K; y los K¢, también se asocian con este tipo de
proteinas. El receptor de sulfonilureas (SUR) asociado a K;6.2 en células B
pancredticas y la subunidad B que acompafa a los canales Kc,1.1 son ejemplos de

ello.
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e Splicing alternativo del RNAmM: La seleccion alternativa de intrones y exones para
generar ARNm maduros diferentes (splicing alternativo) es un proceso que contribuye
a generar variabilidad en los canales de K*. Por un lado, los genes de la familia Ky1 (a
excepcion de los Ky1.7) y los K9.3 contienen regiones intrénicas no codificantes cuyo
proceso de splicing puede resultar importante para regular la expresion de los Ky.
Ademas, varios miembros de las familias K3, Ky4, Ky6, Ky7, K\9, Ky10 y Kyl11
contienen regiones codificantes formadas mezclando diferentes exones dentro del
mismo gen para generar proteinas diferentes.

e Modificaciones postraduccionales: algunos canales de K* sufren modificaciones de
este tipo como fosforilaciones, ubiquitinaciones y palmitoilaciones que modifican sus

propiedades.

Fig 3. Topologia de membrana de los canales de K" (a) Topologia de membrana de una subunidad
formadora de poro de 6 TM caracteristica de los canales Ky y representacion esquematica de las
regiones que ocupan los diferentes segmentos TM de un canal Ky en la subunidad a, cuya
repeticion forma la estructura tetramérica del canal. Los simbolos + marcan el segmento
responsable de la sensibilidad al voltaje. (b) igual que (a) pero para la subunidad de 2 TM y la
estructura tetramérica Kj.. (c) igual que (a) pero para la subunidad de 4 TM y la estructura dimérica
del Kop.

Su gran diversidad hace que la clasificacion de los canales de K” muchas veces resulte
compleja. En una primera aproximacion, dividiremos sus miembros en 3 grupos en base a

la propiedad estructural de presentar 2, 4 6 6-7 segmentos transmembrana (TM) en la
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subunidad a que se repite para formar el poro permeable a K* y en la propia arquitectura
del dominio de poro:

e Dominios de poro tetraméricos (Fig 3a, b):

o 2 segmentos TM: a este grupo pertenecen los K; (Fig 3b), dentro de los cuales
encontramos 7 familias (K;1- K;;7). La funciébn mas generalizada de estos canales
es el mantenimiento del V., cerca del potencial de equilibrio para el K"y la
modulacién de la excitabilidad (K;2.1-4, K;3.1-3, K;7.1). Algunos ejemplos de
funciones especificas descritas para estos canales son la secrecion y reciclado de
K" en el rifion (Ky1.1 y Ky4.1), la participacion en la repolarizacion del potencial de
accion cardiaco mediante la generacion de corrientes lx; (Ky2.1-3), asi como la
disminucién del ritmo cardiaco a través de receptores muscarinicos M, y receptores
de adenosina y somatostatina acoplados a proteina G (Ky3.4), la inhibicion de la
secrecion en 6rganos endocrinos a través de la hiperpolarizaciéon activada por
neurotransmisores (Ky3.1-3) o la regulacion de la secrecidon de insulina en las
células B pancreaticas (K\6.2) (Kubo et al., 2005).

o 6-7 segmentos TM: en este grupo se inscriben los Ky (Fig 3a), con 12 familias (Ky1-
Kv12) y los K, con 5 familias (Keal- Keab). Los Ky se encuentran ampliamente
distribuidos en diferentes érganos, entre los que destacan el cerebro y el musculo,
donde estan relacionados con funciones como el mantenimiento del V., y la
modulacién de la excitabilidad (Ky1.1-2, Ky1.5, K\2.1-2 y Ky1.1), y el corazén,
donde median las corrientes lx, (Ky1.5 y Ky1.7), L1 (Kv4.2 y Ky4.3), Iks (Ky7.1) Y Ik,
(Ky11.1) responsables de la repolarizaciéon del potencial de accion cardiaco.
Ademas, regulan el V., y la sefializacién de Ca” en linfocitos y oligodendrocitos
(Ky1.3), la liberacion de GABA por las interneuronas gabaérgicas (K\3.1 y Ky3.2)
mediante la regulacion de la duracién del potencial de accién, determinan la
excitabilidad subumbral de las neuronas (Ky7.2-3, K\7.5) y ejercen un papel en el

control de ciclo celular y la proliferacion (Ky10.1) (Gutman et al., 2005).

Entre los K¢, existen canales de expresion ubicua que regulan procesos como la
entrada rapida en la fase de latencia tras el disparo de cada potencial de accién en
neuronas (Kca1.1+Cay2.2) o la liberacién de neurotransmisores en el terminal
postsinaptico (Kc,1.1), algunos relacionados también con los estados de latencia

tras el potencial de accién (Kg,2.1-3) y otros con la regulacién del volumen en los
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eritrocitos, la proliferacion en linfocitos y musculo liso, y la vasodilatacion vy
angiogénesis (Kc.3.1) (Wei et al., 2005).

e Dominios de poro diméricos (Fig 3c):

o 4 segmentos TM: El descubrimiento de los K,p (Fig 3c) dotd de entidad fisica a la
corriente de fuga (la) Propuesta en los experimentos clasicos de Hodgkin y
Huxley. La existencia de una via especifica para esta conductancia representa un
mecanismo altamente regulado de control de la excitabilidad, y la necesidad de
controlar este proceso hace que los Ky se encuentren bajo la influencia de
numerosos estimulos quimicos vy fisicos, entre los que se incluyen la presién parcial
de O, el pH, lipidos, fuerzas mecanicas, neurotransmisores y receptores acoplados
a proteinas G (Goldstein et al.,, 2005). Debido a su relativamente reciente
descubrimiento, no se cuenta con datos definitivos sobre la funcion que ejercen en

procesos fisiol6gicos especificos mas alla de los ya comentados.

5.1.1.a Canales de potasio rectificadores de entrada sensibles a ATP (Katp)

Los canales Katp SON una pieza esencial en multiples tipos celulares, actuando como nexo
entre el metabolismo y la excitabilidad de la célula. La introduccién de técnicas de
resolucion de estructuras 3D y el éxito en la cristalizacion de algunos canales de K
estrechamente relacionados como el KcsA, los extremos amino (NH,) y carboxilo (COOH)
del K;3.1 y K;2.1 y los homdlogos procariotas K;Bacl.1 y K;Bac3.1 han permitido
proponer un modelo consensuado para la estructura del canal que concuerda de forma
bastante satisfactoria con los resultados funcionales acumulados utilizando mutagénesis
dirigida (Antcliff et al., 2005; Haider et al., 2005).

En cuanto a su estructura molecular, el Karp €S un complejo hetero-octamérico (4:4)
compuesto por 2 tipos de proteina diferentes: K;6.x y SUR (Fig 4a, b), ambas divididas en
varios subtipos (K;6.1, K;6.2 y SUR1, SUR2A, SUR2B) especificos de tejido.

Ki6.x pertenece a la familia de los canales de K' rectificadores de entrada (K;). La
caracteristica rectificacién de entrada que comparten todos los miembros de esta familia
hace referencia a su capacidad de conducir mayor cantidad de corriente de entrada a

valores de Vi, < Ve, que corriente de salida a valores de V,, > Vi, incluso cuando [K']; =
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[K'o. Esta relacion (denominada inicialmente “anémala” en comparacién a la bien
conocida rectificacion de salida de los Ky) entre la resistencia de la membrana y la
polaridad de la corriente esta relacionada con la fuerte dependencia del voltaje que
presenta el bloqueo del canal por cationes intracelulares como Mg”* y poliaminas; estos
cationes obstruyen el acceso del K™ al vestibulo del conducto permeable en la cara interna
del canal, afectando asi a la conductividad. La afinidad que presenta el canal por estos
cationes permite establecer grupos en funcion del grado de rectificacion (Lu, 2004). En
cuanto a su estructura 3D, los canales K; son tetrameros en los que cada subunidad
presenta 2 hélices transmembrana que se denominan TM1 y TM2, unidas por un bucle P
(poro 0 H) que se inserta en la membrana para conformar el poro selectivo a K' y 2
dominios NH, y COOH citoplasmaticos (Bichet et al., 2003) (Fig 4a).

a K,6.2 SUR1 c
TMDO  TMD1 TMD2

NBF1 Thb i
Glb Diaz

© Activacion Complejo
@ Inhibicion octamérico

Fig 4. Organizacion estructural del Karp (&) Topologia de membrana de las subunidades que
conforman el canal Karp: se sefialan las regiones de union a los principales reguladores fisioldgicos
presentes en las subunidades K;6.2 y SUR1, asi como las regiones de unién a diferentes farmacos
que influyen en la actividad del canal; (b) proyeccion en planta de la organizacion estructural de una
subunidad de K;6.2 y SURL; (c) proyeccion en planta de la organizacién estructural del complejo
hetero-octamérico completo. Diaz: Diazéxido; TIb:Tolbutamida; Glb: Glibenclamida

SUR (SUlfonylurea Receptor) pertenece a la subfamilia C de la familia de proteinas
denominada “cassetes” de unién a ATP” o proteinas ABC. Como el resto de miembros de
esta familia, posee 2 dominios de 6 hélices transmembrana (TMD1 y TMD2) que albergan

2 plegamientos implicados en la union e hidrolisis de nucleétidos de adenina (NBF1 y
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NBF2). SUR contiene ademas un dominio NH, terminal de 5 hélices transmembrana
(TMDO) que se ha relacionado con la regulacion del trafico de K;6.2 hacia la MP y la
apertura del canal (Campbell et al., 2003; Nichols, 2006) (Fig 4a). Esta subunidad
representa la diana de unién de farmacos secretagogos que inhiben la actividad del canal
(tolbutamida y glibenclamida) y se usan como antidiabéticos orales. Otros farmacos
activadores (diazoxido) que también se unen a esta subunidad son usados para el
tratamiento de estados de hipoglucemia y/o hiperinsulinemia no asociados a defectos en

el canal.

Una compleja interaccion de mecanismos controla la apertura y cierre del Karp. Entre ellos
destacan la unién inhibitoria de ATP cuando la capacidad metabdlica de la célula es alta y
la unién activadora de PIP, cuando la capacidad metabdlica de la célula es baja. En este
segundo caso también interviene la unién de Mg2+—ADP y Mg2+—ATP, con hidrdlisis de éste
tltimo, a una region diferente del canal. Las medidas de la actividad del canal unitario
mediante la técnica de patch-clamp han puesto de manifiesto una cinética caracteristica
en la que las rapidas aperturas y cierres del canal se agrupan en rafagas separadas por

periodos de inactividad.

La cinética de apertura del Kyrp €s compleja incluso en ausencia de ligando. Las
evidencias experimentales y los modelos cinéticos construidos a partir de ellas apuntan a
la existencia de dos compuertas independientes en la ruta de entrada selectiva, una de
cinética rapida dependiente de voltaje pero independiente de ligando que se encuentra en
la regién que confiere selectividad al K* (Proks et al., 2001) y da lugar a los eventos de
apertura y cierre dentro de una rafaga y otra de cinética lenta que se regula por la unién
de nucleétidos de adenina y PIP, (Drain et al., 2004; Enkvetchakul et al., 2000) y que da
lugar a los eventos entre rafagas. Atendiendo sélo al mecanismo dependiente de ligando,
se sabe que la unién a ATP (en presencia o ausencia de Mg®") desplaza el equilibrio
conformacional hacia el estado cerrado, mientras que el PIP, lo desplaza hacia el abierto,
ambos a través de su union a los 4 sitios especificos que se forman en la interfase entre

las colas citoplasmaticas de cada subunidad K;6.x (Enkvetchakul and Nichols, 2003).

El modelo cinético de regulacion de la compuerta parte de las premisas de que cada sitio
de unidn estd predominantemente ocupado por ATP o PIP, en un momento determinado
para mantener la estabilidad de las subunidades, que esta union es mutuamente
excluyente (Enkvetchakul and Nichols, 2003) y que el mantenimiento de una de las

subunidades en la conformacion “cerrada” es suficiente para cerrar el canal (Enkvetchakul

18



INTRODUCCION

et al., 2000). No obstante, la implementacion de estas caracteristicas en el modelo predice
gue la probabilidad de apertura del canal en condiciones normales (valores fisiolégicos de
[Glucosa]pasma) Seria despreciable. Esto no ocurre por la influencia que ejerce la union de
Mg®*-ATP y su posterior hidrélisis a Mg®*-ADP en la interfase catalitica que se forma entre
NBF1 y NBF2 en el dominio intracelular de cada subunidad SUR. Esta hidrélisis provoca

un cambio conformacional que anula la influencia bloqueante del ATP.

Canales Katpen la célula B pancreatica.

Debido al papel central del Kytp como punto de control de la excitabilidad de las células
pancreaticas, a la constatacion de que representa la diana de regulacién de multiples
compuestos celulares y a la identificacion de mutaciones especificas que afectan a su
funcion asociadas con patologias graves como el hiperinsulinismo congénito (Sharma et
al., 2000), este canal ha centrado los esfuerzos de numerosos laboratorios a lo largo de

los ultimos afios.

Hacia 1980 se constatd la existencia de canales cuyo cierre era sensible a glucosa
(Ashcroft et al., 1984) y ATP (Cook and Hales, 1984) en célula B de rata, mas tarde en
célula B de ratén (Rorsman and Trube, 1985) y posteriormente se comprobd que el cierre
de este canal y la consiguiente despolarizacion del V,,, precedian al incremento de [Ca2+]i
(Arkhammar et al., 1987; Valdeolmillos et al., 1992). La identidad de los componentes del
Katp presente en la membrana de las células B pancreéticas de raton se comprobé
mediante técnicas de clonaje de las subunidades que lo conforman, comprobando que
esta formado por los subtipos K;6.2 y SUR1 (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et al.,
1995a; Inagaki et al., 1995b).

La corriente a través del Karp en configuracion de inside-out con [K' i = 150mM y [K'Jex =
5mM alcanza una conductancia unitaria de 20-30pS para corrientes de salida por encima
de -70 mV (Ve del K"), con [K'] simétricas aumenta hasta 50-80pS para corrientes de
entrada, en ambos casos con una I-V lineal. En configuracion de cell-attached, en la que
el mantenimiento de la estructura celular permite la accién de los cationes intracelulares,
la conductancia disminuye a 13-15pS y aparece la caracteristica rectificacion con

incrementos de corriente inapreciables a partir de +20mV (Ashcroft and Rorsman, 1989).
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5.1.1.b Canales de potasio dependientes de voltaje (Ky)

La arquitectura prototipica de un canal Ky consiste en 4 subunidades que se organizan
alrededor de la ruta de penetracién del i6n a través de la membrana. Cada una de estas
subunidades contiene una estructura canoénica (presente en todos los canales de KY)
compuesta por 2 hélices transmembrana (S5 y S6) unidas por un giro (P) que contiene un
fragmento de secuencia primaria muy conservado (T-V-G-Y-G). Este giro P penetra en la
membrana sin atravesarla contribuyendo a formar el poro permeable. En el caso de los
Ky, S5 esta precedida por 4 hélices transmembrana mas (S1-S4) que dotan al canal de la

capacidad de detectar y responder a los cambios en el V,, (Fig 3a) (Choe, 2002).

Atendiendo a sus propiedades electrofisiolégicas en sistemas de expresion heteréloga,
podemos distinguir 2 tipos de Ky: a) aquellos cuyo potencial umbral de activacion (V,,) es
bajo, denominados LVA (Low Voltage Activated; Activados por voltaje bajo), entre los que
encontramos miembros de las familias Ky1 (V,, entre -60 y -40 mV), Ky4 (V,, entre -60 y -
50 mV) y Ky7 (Von entre -70 y -50 mV), y b) Ky cuyo V,, es alto, denominados HVA (High
Voltage Activated; Activados por voltaje alto), entre los que encontramos principalmente
miembros de las familias Ky2 (Vo entre -30 y -20 mV) y Ky3 (Von -10 mV) (Coetzee et al.,
1999; Johnston et al., 2010). Dentro de ambos grupos podemos encontrar miembros que
se distinguen en funcién de sus cinéticas de activacién e inactivacion: Los Ky tipo DR
(Delayed Rectifiers: Rectificadores tardios) se activan con un ligero retraso tras la
aplicacién de un pulso despolarizante por encima de su V., Y una vez activados no sufren
inactivacion dependiente de voltaje o ésta es muy lenta (la mayoria con 1, en el rango de
los segundos). A este grupo pertenecen los Ky1.1-3, Ky1.5-7, Ky2.1-2, Ky3.1-2 y los K,/7.1-
5. Los Ky que median corrientes tipo A presentan una cinética de activacién rapida por
encima de su V., y una inactivacion dependiente de voltaje también rapida (1, entre 10-
300ms); entre los Ky que se catalogan en este grupo estan los Ky1.4, Ky3.3-4 y los Ky4.1-
3 (Fig 5a). En cuanto a su relacion I,<+-Vpu|SO presentan una caracteristica rectificacion de
salida. Todos los canales Ky comparten la caracteristica de que la corriente que median no
esta influenciada por la [Ca*], hecho que los distingue de los Kc, (Coetzee et al., 1999;
Edwards and Weston, 1995; Gutman et al., 2005).

Pese a que las propiedades biofisicas de los Ky “nativos” difieren a veces de manera
significativa de las medidas en sistemas heterdlogos, los rasgos distintivos de las
diferentes familias son reconocibles y asignables a determinadas funciones, a veces

solapadas e interrelacionadas (Fig 5a, b).
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Fig 5. Diversidad funcional de los canales Ky (a) Generalizacion de las propiedades cinéticas de las
distintas familias de Ky en células nativas. Se muestran las corrientes activadas con los protocolos
inferiores para los LVA y los HVA asi como su clasificacion en funcion de la cinética de activacion.
Los Kv4 (que median corrientes tipo A) estan inactivos a Viep y necesitan de una hiperpolarizacion
previa para ser activados (b) en funcidon de su cinética cada Ky se activa sobre una determinada
fase del potencial de accion, las flechas horizontales abarcan el rango sobre el que los Ky indicados
ejercen su efecto. En funcién de esta distribucion los LVA afectarian al potencial umbral de
activacion del potencial de accién mientras que los HVA a la repolarizacion del mismo. El efecto de
los Ky2 esta retrasado respecto a los Ky3 debido a su lenta cinética de activacion, pero su efecto es
maés duradero debido a su también lenta cinética de inactivacion. Modificado de (Johnston et al.,
2010).

Canales Kyen la célula 8 pancreatica.

La eliminacién de la corriente repolarizante de K" a través de los Ky (y Kca) mediante la
utilizacién del antagonista de amplio espectro Tetraetilamonio (TEA), aumenta la amplitud
y prolonga la duracién del potencial de accion (Atwater et al., 1979; Gopel et al., 1999b;

i (Herrington et al., 2006; Roe et al.,

Henquin, 1990), aumenta la disponibilidad de [Ca
1996) e incrementa la secrecion de insulina (Henquin, 1990; Herrington et al., 2006) en
células B de ratén. La interpretacion de los efectos del TEA es compleja debido a su baja
selectividad por un tipo especifico de canal, pero la descripcion de resultados similares
usando bloqueantes mas especificos de Ky como la 4-Aminopiridina (4-AP) (Ahren et al.,
1981), el compuesto C-1 (MacDonald et al., 2002) o la guangxitoxina (Herrington et al.,
2006), asi como las evidencias obtenidas mediante el uso de ratones knockout (Jacobson
et al., 2007), ponen de manifiesto el impacto funcional que ejerce la modulacion de estos

canales en el proceso de secrecién y plantea la posibilidad de su uso como diana
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terapéutica para el tratamiento de los estados hiperglucémicos que acompafian a la DM
(MacDonald and Wheeler, 2003).

La presencia de una corriente de K de salida dependiente de voltaje con caracteristicas
similares a las mediadas por Ky tipo DR fue identificada hace mas de 20 afios en células 3
de ratén (Rorsman and Trube, 1986) y, posteriormente, de humanos (Kelly et al., 1991) y
relacionada inmediatamente con el proceso de repolarizaciéon del potencial de accion en
este tipo celular. Aunque en las mismas fechas se puso de manifiesto la existencia de
corrientes con cinéticas y caracteristicas farmacolégicas similares a Ky de tipo A (Smith et
al., 1989a) y estudios posteriores han confirmado la coexistencia con los DR de este tipo
de corriente en células B de rata (MacDonald et al., 2001), lineas celulares secretoras de
insulina (MacDonald et al., 2002) e incluso células 3 de humanos (Herrington et al., 2005),
todavia existe controversia sobre su participacion en la repolarizacion de la célula B. Estas
discrepancias pueden explicarse en parte por el hecho de que la cinética y el bloqueo
farmacoldgico de los canales Ky pueden estar muy influenciados por factores como la
temperatura y el estado redox (MacDonald et al., 2003), que estan a su vez relacionados
con las condiciones experimentales utilizadas y también por las cada vez mas patentes

diferencias interespecificas en cuanto a la expresion de canales.

Aunque en los Ultimos afios se ha demostrado la existencia de multitud de subunidades a
formadoras de poro en células secretoras de insulina, mediante técnicas de reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), western-blot (WB) e
inmunohistoquimica (IHC) (Jacobson and Philipson, 2007; MacDonald and Wheeler, 2003)
resulta dificil establecer la identidad molecular de los Ky presentes en la célula § debido
en parte a los mecanismos de aumento de la diversidad comentados (apartado 5.1.1) y a
la falta de herramientas farmacoldgicas especificas para muchos de los canales. No
obstante, la combinacion de estas técnicas con andlisis cinéticos, farmacoldgicos y de
ingenieria genética, ha permitido incrementar sustancialmente nuestro conocimiento
acerca de este aspecto de la fisiologia de la célula 3. Actualmente, se sabe que la
corriente de K™ de salida dependiente de voltaje mediada por los Ky2, es un importante
componente en la regulacion del acoplamiento estimulo-secrecion en células B de ratones
(MacDonald et al., 2002) y humanos (Braun et al., 2008). La inhibicién de los Ky2.1 con el
antagonista C-1 bloquea el *80% de la corriente de K de salida en células B de ratén;
este componente sensible a C-1 se activa a un V,, de -30mV y se ajusta a una

exponencial simple con una constante de tiempo de =9 ms en su activacion ([K']i,

22



INTRODUCCION

=140mM; ([K'ot =4mM; T2 = 32-35°C). La aplicacion de C-1 también provoca un aumento
de la liberacién de insulina tanto en la primera como en la segunda fase de la secrecion
(MacDonald et al., 2002). Otra evidencia a favor del papel predominante de la corriente
Kv2.1 en la repolarizacion del potencial de accién en células B de ratén, surge del uso de
ratones en los que se ha interrumpido el gen que codifica para el Ky2.1 con una delecion
de 102 nucledtidos que da lugar a una subunidad a truncada (ratones Ky2.1"). En estos
ratones se produce una disminucion de la corriente de K* de salida del =80%, similar a la
reduccién conseguida con bloqueantes especificos de K2 (hanatoxina y stromatoxina) en

+/+

sus controles (ratones Ky2.1""). Estos efectos también son comparables al analizar las
alteraciones en la regulacion de la forma del potencial de accion y el manejo del ca*
intracelular (Jacobson et al.,, 2007; Jacobson et al., 2010). Diferentes evidencias
experimentales apuntan a los canales Ky1.4, Ky3.4 y K\4.2 como candidatos a mediar las
corrientes resistentes a bloqueantes de Ky2. El andlisis farmacol6gico de la contribucién
de canales diferentes al Ky2 en ratones KV2.1"' ha demostrado que esta corriente
remanente es resistente a bloqueantes de Ky1.2, Ky1.3, Ky1.6, Ky3.2, Ky3.4 y Ky11.1,
mientras que resulta completamente inhibida por el compuesto CP339818. Se ha
comprobado que el CP339818 inhibe al K\1.4 y Ky1.3 (Nguyen et al., 1996), por lo que el
canal Ky1.4 representaria un firme candidato para la corriente no-K,2. No obstante, son
muchas las dudas sobre la presencia del Ky1.4 en célula  y la especificidad del

CP339818 (Jacobson et al., 2010; MacDonald and Wheeler, 2003).

Es necesario remarcar las importantes diferencias interespecificas que se han planteado
respecto a la contribucion de las conductancias repolarizantes entre células 3 de ratones y
humanos. En nuestra especie, la corriente repolarizante de K* presenta 2 componentes:
uno principal sensible a Iberiotoxina (IbTx) y Co* (inhibidor de amplio espectro de Cay)
atribuido a Kc,1.1, que discutiremos en los siguientes apartados; y otro resistente 1bTx y
Co”", pero sensible a stromatoxina-1 con caracteristicas de Ky tipo DR (T,>10ms; T,>1s).
Estableciendo una analogia simple, esta corriente DR podria estar mediada por el K,2.1,
ya que se expresa también en humanos y comparte las caracteristicas electrofisiolégicas
de la corriente DR de ratones. No obstante, a nivel de RNAm los islotes humanos
expresan mas K,2.2 que Ky2.1. Las diferencias en la contribucién funcional de las
conductancias repolarizantes se hace patente también a nivel de la secrecion: la inhibicion
farmacoldgica de Ky2 no ejerce ningln efecto apreciable sobre la secrecion de insulina en
humanos, mientras que si disminuye de forma notable la de ratones (Braun et al., 2008;

Rorsman and Braun, 2012).
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5.1.1.c Canales de potasio activados por calcio (Kcg)

Los K¢, se expresan en un amplio nimero de tipos celulares, en los que median la
interaccion entre el Vp, Y la [Ca®*]. Comprenden canales de alta conductancia (g = 250-
300pS con [K']i, = [K]out = 150mM; (Magleby, 2003)) ,en los que la activacion se produce
de forma sinérgica por voltaje y [Ca2+]i (Kcal.1), canales sensibles a bajas [Ca2+]i pero
insensibles a voltaje, que pueden ser de baja conductancia (g = 9-10pS con [K'Tin = [K'Jout
= 150mM; (Stocker, 2004)) (Kca2.1l, Kca2.2 v Kca2.3) 0 de conductancia intermedia
(Kca3.1) y canales de dudosa inclusion en este grupo ya que, pese a presentar homologia
estructural, no son sensibles a [Ca2+]i sino a [Na'ly [CI]i (Kcad.1, Kcad.2) 0 a [OH T (Kea5.1)
(Wei et al., 2005).

S5
d 152 8384 Keal b
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+H N Ext 1
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89 10
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Fig 6. Topologia de membrana de canales Kcal y relaciones funcionales con los Cay (a) Topologia
de membrana de la subunidad a formadora de poro del canal Kcal (BK). Entre los dos dominios
RCK (RCK1 yRCK2) sombreados en gris, existe una region no conservada (linker) que los conecta y
separa las secciones del cuerpo y la cola de la subunidad. Ca?* bowl, M513 y D362/367 identifican
las regiones que se han asociado con el mecanismo de regulacién por ca® en experimentos de
mutagénesis. Modificado de (Magleby, 2003). (b) en la parte superior se muestra la relacion entre la
corriente normalizada (lhom) Y €l voltaje del pulso (Vpuso) Usado para activarla (inside-out en
“parches” gigantes; V= -80 mV; [Ca2+]0m = 1.3mM) para el Kcal.1 coexpresado en ovocitos junto al
Cayl.2 (tipo L) o Cay2.1 (tipo P/Q), en la parte inferior se muestra la misma relaciéon pero para la
corriente de Ca®" a través de Cay1.2 (—) y Cay2.1 (——); modificado de (Berkefeld and Fakler, 2008)

Estructuralmente los Kc,1.1 presentan dominios de poro tetraméricos. Al igual que los Ky
cada subunidad a estd compuesta por una region conservada S5-P-S6 y 4 hélices TM

(S1-S4) que contienen las regiones que actlan como sensor de voltaje. Como

24



INTRODUCCION

introducciones estructurales respecto a los Ky los Kca1.1 incorporan una hélice TM més
(S0) antes de S1 que hace que el dominio NH, terminal sea extracelular y un extremo
COOH terminal muy grande que contiene dos dominios RCK unidos por un linker de
secuencia poco conservada (Magleby, 2003). En este gran dominio COOH terminal se

encuentran las regiones responsables de la sensibilidad al Ca®* (Fig 6a)

En cuanto a la dependencia de voltaje de los Kc,1.1, comparten con los Ky la activaciéon
con pulsos despolarizantes por encima de su V,, y las relaciones I,<+-Vpu|SO con rectificaciéon
de salida, pero a diferencia de ellos, la corriente a través de los Kc,1.1 si es dependiente
de la [Ca2+]i (Edwards and Weston, 1995). La implementacién de los resultados
funcionales y estructurales en modelos cinéticos ha demostrado que los dos estimulos
([Ca2+]i y Voltaje) convergen para regular la transicién abierto-cerrado de los Kc1.1 a
través de mecanismos alostéricos diferentes, por lo que ambos pueden activar y/o
modular la actividad del canal. Como regla general se puede establecer que la Vs
(despolarizacion necesaria para alcanzar el 50% de la apertura maxima) se desplaza
hacia valores mas negativos conforme aumenta la [Ca2+]i y que conforme se aplican

I

pulsos mas despolarizantes, el canal se hace mas sensible a ca* y la [Ca™"]i necesaria

para alcanzar una apertura equivalente disminuye (Magleby, 2003).

La activacion de los canales Kca1.1 a potenciales <20mV requiere valores de
[Ca2+]i21OpM. En muchos tipos celulares estos niveles de [Ca2+]i estan restringidos a los
denominados micro/nanodominios de calcio que se forman alrededor de las zonas de
entrada de Ca®" al citosol, bien desde el exterior a través de los Cay tras una
despolarizacion o bien desde los depdsitos intracelulares. Recientemente se ha
demostrado que los tetrameros de subunidades a de los Kg,1.1 son capaces de
ensamblarse en complejos macromoleculares con algunas familias de Cay,
(macrocomplejos Kc,1.1-Cay), colocando ambos canales a distancia de nandmetros el
uno del otro y proporcionando niveles de [Ca®']; suficientes para activarlos a potenciales
fisiologicos (Berkefeld et al., 2006). La dependencia de voltaje y el curso temporal de las
corrientes de K* que se circunscriben a los macrocomplejos Ke,1.1-Cay estan en gran
parte influenciadas por las propiedades de los Cay (Berkefeld and Fakler, 2008) (Fig 6b).
Estos resultados establecen la importancia de la composicion molecular de estos
macrocomplejos y ponen de manifiesto como la respuesta repolarizante de los Kc,1.1 se
puede adaptar a los requerimientos de un subtipo celular especifico mediante la

asociacion con diferentes subunidades de Cay,.
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La estructura de los K¢, de baja conductancia (Kca2.1, Kea2.2 y Kea2.3) es también muy
similar a la de los Ky, presentan la misma topologia de membrana con una region
formadora de poro S5-P-S6 y 4 hélices TM (S1-S4) previas a S5. No obstante, el
segmento S4 que confiere la sensibilidad al voltaje en los Ky, muestra profundas
modificaciones en su secuencia primaria. Los Kc,2 so6lo tienen dos de los 7 aminoacidos
con carga positiva presentes en la S4 de los Ky, y sélo uno de ellos corresponde a los 4
residuos de Arginina que portan las “cargas de compuerta” en los Ky. Estas diferencias se
han sefialado como base para la independencia del voltaje que muestran estos canales.
Otro rasgo distintivo de los Kca2 (Y Kea3) es que su activacion no se produce por la unién
directa del Ca®*, ya que en la estructura primaria de sus subunidades no existe ningin
motivo de unién a este ion. Por el contrario, se ha demostrado que la sensibilidad al ca®
surge de la intima asociacion de cada una de las 4 subunidades a a la calmodulina (CaM)

a través de un dominio de unién adyacente a S6 (Stocker, 2004).

Los K¢a2 representan sensores de Ca”" de alta sensibilidad (50% de activacién a [Ca2+]i =
300-700nM) y rapidez (constantes de tiempo de activacién entre 5-15 ms), ideales para
acoplar cambios de [Ca“]i con variaciones del V.. Pese a ser independientes de voltaje,
sus relaciones IK+—Vpu|SO no son lineales sino que presentan una rectificacién de entrada
debido al efecto de cationes divalentes intracelulares. Esto pone de manifiesto el hecho de
qgue, a voltajes positivos, el Ca”" no sélo activa sino que bloquea el canal de forma
interdependiente con el Mg2+ (que no activa pero si bloquea). De esta forma, las
variaciones dinamicas de la [Caz*]in junto con el efecto bloqueante del Mg2+ y otros
cationes divalentes intracelulares, modulan la corriente a través de los Kc,2 (Stocker,
2004).

Las corrientes a través de los Kc,2 también estan acopladas a la activacién de los Cay de
manera especifica en diferentes tipos celulares. Registros de patch-clamp en
configuracion de cell-attached en el soma de neuronas piramidales de la regién CA1 del
hipocampo, donde se registran canales Cay y Kca2 simultaneamente en el mismo
“parche”, han permitido constatar que ambos canales estan acoplados funcionalmente y

se encuentran a una distancia de 50-150nm (Marrion and Tavalin, 1998).

La introduccién de las conductancias a K* mediadas por los K¢, permite la incorporacion
de patrones de disparo adicionales en las células que los contienen. Tanto los canales
Kcal como Kea2 se han relacionado con efectos sobre la modulacion de la frecuencia de

disparo y la transicion desde un patrén de disparo de potenciales de accion continuo hacia
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un patron de disparo a rafagas separadas por periodos de inactividad a potenciales
negativos en diversos tipos celulares entre los que se incluye la célula B (Ammala et al.,
1991; Hille, 1984; Stocker, 2004).

Canales K¢ en la célula B pancreatica.

La contribucion de los K¢, en la corriente repolarizante de K* en célula  ha sido motivo de
controversia durante afios. Pese a que la presencia de una corriente de potasio de salida
con caracteristicas compatibles con las corrientes K¢, (transitoria de activacion rapida y
dependiente de Ca2+) fue descrita en célula B de raton hace mas de 20 afos (Satin et al.,
1989; Smith et al., 1990b), su contribucion a la generacién de la actividad eléctrica se
puso en duda tras comprobar que la Caribdotoxina (antagonista de Kc,1.1 extraido del
veneno de escorpién) aparentemente no ejercia ningun efecto sobre la misma (Kukuljan et
al., 1991). Investigaciones posteriores han llevado a la aceptacién generalizada de que la
corriente de K* de salida dependiente de voltaje en la célula B de rat6n esta formada por
dos componentes, uno independiente de Ca” através de los Ky que representa =80-85%
de la corriente total y otro dependiente de Ca*" a través de los Kca que representa =15-
20% (Herrington, 2007; MacDonald et al., 2002; Smith et al., 1990b). No obstante, la
participacién de esta Ultima conductancia en la corriente responsable de la repolarizacion
del potencial de acciéon sigue siendo bastante enigmatica. Recientemente se ha
reanalizado el efecto de los canales K¢, a partir de la utilizacién de ratones KV2.1"'. La
constatacion de que estos ratones contintan pudiendo repolarizar el potencial de accién y
la consiguiente caracterizacion farmacologica de la corriente residual a través de canales
diferentes del Ky (Jacobson et al., 2007; Jacobson et al., 2010), ha llevado a plantear una
modificacion del modelo de generacién del potencial de accién en célula B de ratdn que
implica la incorporaciébn de un papel predominante para el Kcal.1 en la fase de

repolarizacion (Houamed et al., 2010) (ver apartado 5.3).

Independientemente de su participacién en el proceso de repolarizacién, uno de los
efectos clasicos atribuidos a los K¢, en célula B sobre los que més se ha investigado es su
papel en la terminacién de las rafagas de potenciales por la activacion ciclica de este
canal producida por las oscilaciones de [Ca®']; (Atwater et al., 1979; Sherman, 1996). Esta
funciéon “marcapasos” ha sido tradicionalmente atribuida a canales K¢, en otros tipos

celulares (Hille, 1984) pero en el caso de la célula § resulta complejo asignar una
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identidad molecular a la conductancia responsable del proceso. La aplicacién de registros
de perforated-patch sobre células B en la superficie de islotes intactos ha permitido
identificar una pequefia corriente de salida de K (Kgow) Que presenta caracteristicas
cinéticas (1, = 6.5s) compatibles con el curso temporal de los periodos activos y
quiescentes caracteristicos del disparo de potenciales de accién en células 3 de islotes
intactos a [Glucosaley intermedias (Gopel et al., 1999b). Pese a estar regulada por [Ca2+]i,
la corriente Kgow NO parece estar mediada por Kcal.1 ya que es insensible a caribdotoxina
y altas [TEA] (Goforth et al., 2002; Gopel et al., 1999b). Otro candidato plausible a mediar
dicha corriente es el Kc,2 que se expresa en células B y regula la secrecién de insulina
(Tamarina et al., 2003), no obstante esta hipétesis plantea el problema de explicar porque
la actividad eléctrica oscilatoria no es sensible al antagonista canénico de canales K¢,2
(apamina) en otros tipos celulares (Ammala et al., 1993a; Goforth et al., 2002; Gopel et al.,
1999b). Por ultimo algunos autores han sugerido que la corriente Kqo, representa una

combinacion de la contribucion del Katp v el Ke, (Kanno et al., 2002b).

Por ultimo es necesario sefialar que a diferencia de las células B de ratén la corriente a
través de los Kca,1.1 parece jugar un papel incuestionable en la repolarizacion del
potencial de accién en células B de humanos. Tras un pulso estimulatorio a +10 mV, la
corriente sensible a IbTx (Kcal.1), que supone el = 30% de la amplitud de corriente de K*
total, se activa con una constantes de tiempo de activacion (1) de = 2ms y se inactiva
rapidamente con una constante de tiempo de inactivacion (1) de = 40ms. Por su parte la
corriente resistente a IbTx (Ky2) se activa con una T1,, de > 10ms y se inactiva con una T,
de = 2s. Las caracteristicas cinéticas de ambos componentes podrian explicar el efecto
gue ejerce su blogueo especifico sobre la forma del potencial de accién. La IbTx (bloquea
los Kcal.1) aumenta la amplitud de las espigas mientras que la Stromatoxina-1 (bloquea
los Ky tipo DR) ensancha las espigas con un efecto minimo sobre la amplitud de las
mismas (en ratones). En el caso de la células B humanas la inhibicién especifica de estas
conductancias tiene una correlacién funcional decisiva con el proceso de secrecion, la
IbTx aumenta la secrecion de insulina un =70% (en presencia de TIb) mientras que la
secrecion a 6 o 20mM Glucosa en presencia de Stromatoxina-1 no muestra ninguna
alteracion significativa (Braun et al.,, 2008; Rorsman and Braun, 2012). Las células
humanas también expresan canales Kc,2 cuyo blogueo incrementa la secrecion de
insulina, efecto asociado a la despolarizacion e incremento de la frecuencia de disparo de

potenciales de accion (Rorsman and Braun, 2012).
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5.1.2 Canales de calcio dependientes de voltaje (Cay)

El ién Ca®* ejerce una accién imprescindible como segundo mensajero en la regulacion de
procesos fisioldgicos como la contraccidon muscular, la excitacién neuronal o la secrecion
de neurotransmisores y hormonas. Los Cay son moléculas complejas de estructura
heteroligomérica que median la entrada de Ca*" al interior celular cuando el potencial
transmembrana alcanza su V,,, de esta manera, conectan las sefiales eléctricas que
tienen lugar en la MP con eventos intracelulares. Los Cay estan formados por diferentes

subunidades denominadas a4, a,0, By y (Fig 7a).

La subunidad a; esta formada por 4 dominios homoélogos (I-IV) de 6 segmentos
transmembrana (S1-S6) unidos por colas citoplasméticas, y en ella se localizan las
regiones responsables de la sensibilidad al voltaje (5-6 argininas y lisinas cargadas
positivamente en S4), de la formacién del poro selectivo a ca” (giros P que unen S5y
S6) y la mayoria de las regiones conocidas de unién a farmacos, toxinas y segundos
mensajeros (Catterall et al., 2005) (Fig 7a y b). La principal fuente de diversidad en las
propiedades electrofisiolégicas y farmacolégicas de los Cay surge de la existencia de
multiples subunidades a;. Cuando las diferentes subunidades a; se expresan en sistemas
de expresion heteréloga (ovocitos de Xenopus, HEK efc....), muestran unas
caracteristicas de activacién e inactivacion dependiente de voltaje, asi como una
regulacion por activadores e inhibidores que son cuantitativamente diferente a las de
células nativas debido a que la actividad del poro estd modulada por el resto de
subunidades. La estructura de la subunidad a,d se conforma tras el procesamiento
postraduccional de una Unica proteina, que se corta para dar 2 fragmentos (a, y d) que
permanecen unidos por un puente disulfuro. La porcién 6 ancla a a, a la MP a través de
un segmento transmembrana y contiene regiones en su secuencia implicadas en el
desplazamiento del V,, y en la modulacién de la cinética de inactivacion (Catterall, 2011).
La porcion a, es puramente extracelular y contiene los elementos estructurales requeridos
para la estimulacion del canal (Catterall, 2011) (Fig 7a). La subunidad B intracelular
contiene dominios SH3 (SRC Homology 3) y GK similares a las proteinas MAGUK
(Membrane Associated Guanylate Kinase: Guanilato quinasa de membrana), y su dominio
GK se asocia a a, a través del giro citoplasmatico de unién entre |-l (Catterall, 2011) (Fig
7a). La subunidad 3 modula las propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas del Cay,
su efecto mayoritario es acelerar la activacion e inactivacién y desplazar la curva de

inactivacién en estado estacionario hacia V., mas negativos (Catterall, 2011). También se
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ha asociado con el equilibrio del trafico de la subunidad a; desde el reticulo
endoplasmatico hacia la membrana, regulando asi la densidad de corriente (Bichet et al.,
2000). La subunidad y es una proteina integral de membrana que presenta 4 hélices
transmembrana y dominios NH, y COOH intracelulares, los giros de unién extracelulares

representan potenciales sitios de N-glicosilacion (Catterall, 2011) (Fig 7a).

Los Cay se clasifican en funcion de sus propiedades biofisicas y farmacologicas. En un
primer momento las evidencias experimentales de que algunos Cay necesitaban
pequefias despolarizaciones para activarse, mientras que otros necesitaban de saltos de
voltaje relativamente grandes llevo a dividirlos en dos grandes grupos, los HVA (High
Voltage Activated) que presentan un V., > -70mV y los LVA (Low Voltage Activated) que
presentan un V,, > -20mV. Los LVA también son conocidos como canales de ca® de tipo
T (Transient) por su caracteristica conductancia unitaria de pequefia amplitud y su cinética
de inactivacion rapida y engloban la subfamilia Ca,3 que expresan las subunidades a;g
(Ca,3.1), a1y (Ca,3.2) y ay, (Ca,3.3). Los principales representantes del grupo HVA son los
canales de la subfamilia Ca,1 que expresan las subunidades a;s (Ca,1.1), a;c (Ca,1.2; Fig
7c), a;p (Ca,1.3) y as (Cayl.4). Los Ca,l también son denominados como canales de
ca’ de tipo L (Long-lasting) porque, al contrario que los tipo T, presentan conductancias
unitarias de mayor amplitud y una cinética de inactivacion lenta. Todos los Cay de tipo L
son sensibles a las dihidropiridinas (DHPs), una familia de farmacos orgénicos que
contiene tanto blogueantes (nifedipina, nisoldipina, isradipina etc....) como activadores
(BayK8644) del canal. En los afios 80 se identificaron nuevos tipos de Cay en neuronas
gue presentaban valores de conductancia unitaria entre los tipo T y tipo L y se nombraron
como tipo N (Neuronal), posteriormente se comprobd que los canales tipo N podian ser
subdivididos en funcién de su sensibilidad a toxinas peptidicas provenientes de arafias o
serpientes marinas. Los canales sensibles a w-conotoxina GVIA, que engloban los
canales que expresan la subunidad a,5 (Ca,2.2), mantuvieron la nomenclatura de tipo N,
mientras que los sensibles a w-Agatoxina IVA se renombraron como tipo P/Q (Purkinje).
Estos ultimos engloban los canales que expresan la subunidad a;4 (Ca,2.1). Por Gltimo los
canales resistentes a ambas toxinas, a los que pertenecen los que expresan la subunidad

a;e (Ca,2.3; Fig 7c), se nombraron como tipo R (Resistant).
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Fig 7. Organizacion estructural y relaciones |-V de los canales Cay (a) Topologia de membrana de
las subunidades que conforman el canal Cay donde se observan los 4 dominios (I-IV) de la
subunidad formadora del poro (ai) con sus 6 hélices transmembrana (S1-S6), asi como las
subunidades accesorias asociadas a la modulacién de la actividad del canal (020, B y y). La seccién
desde 753-893aa (“synprint”) marcada en rojo en el giro citoplasmatico entre los dominios Il y Ill
corresponde a la zona de unién a la maquinaria de exocitosis. (b) Proyeccion en 3D de la
organizacion estructural de los 4 dominios (I-1V) para formar el poro selectivo. (c) Relacion entre la
corriente normalizada (Inorm) Y el voltaje del pulso (Vpuso) Usado para activarla para los principales
tipos de Cay presente en célula B de ratén (Cayl1.2: tipo L; Ca,2.3: tipo R). DHPs: Dihidropiridinas.

Canales Cayen la célula 8 pancreatica

La generacion de potenciales de accidon en células B pancreaticas de roedores es
altamente dependiente de la activacion de la conductancia al ca”™ (Dean and Matthews,
1970; Meissner and Schmelz, 1974). Tras la demostracion de esta dependencia se
consiguié registrar la activacion de un canal dependiente de voltaje implicado en la

entrada de Ca®" en células B de ratones (Rorsman and Trube, 1986) y humanos (Kelly et
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al., 1991) y posteriormente se identificaron transcritos del Ca, HVA-tipo L en estas

especies (Seino et al., 1992).

Aungue se ha identificado otros subtipos de Cay en células secretoras de insulina de
diferentes especies y lineas celulares su contribucién a la regulacion de la secrecion de
insulina requiere de mas investigacion y el subtipo HVA-tipo L se acepta actualmente
como principal Cay responsable de la regulacion de la secrecion en célula B (Gilon et al.,
1997; Satin, 2000; Schulla et al., 2003). Atendiendo especificamente a las células B de
raton el =50% de la corriente macroscopica en registros de whole-cell presenta
propiedades farmacolégicas tipicas de Cay HVA-tipo L (se bloquea por nifedipina e
isradipina y se activa por BayK8644), el *60% de la corriente resistente a antagonistas de
Cay HVA-tipo L es sensible al bloqueo por SNX482, compuesto que bloquea los Cay HVA-
tipo Ry el ®97% es bloqueado por la adiciéon de una mezcla de isradipina, SNX482, w-
conotoxina GVIA y w-Agatoxina IVA (Schulla et al., 2003). Respecto a los canales de ca”
HVA-tipo L se ha comprobado la presencia de subunidades formadoras de poro tipo a;c
(Ca,1.2) y aip (Ca,1.3) (Yamada et al., 1995; Yang et al., 1999). No obstante, el uso de
ratones modificados genéticamente defectivos para el gen que codifica la subunidad a;¢
especificamente en célula 8 (ratones Cavl.Z"') o defectivos para el gen que codifica la
subunidad a;p (ratones Cavl.3"') ha llevado a establecer que el subtipo Ca,1.2 es el
principal Cay HVA-tipo L en esta especie (Barg et al., 2001; Jing et al., 2005; Schulla et al.,
2003).

El ajuste de las corrientes de Ca” a una cinética de Hodgkin y Huxley tipo m? permite
calcular las constantes de tiempo de activacion (1,,) que alcanzan valores de < 1ms tras
pulsos despolarizantes por encima de -30 mV tanto en ratones como en humanos (Braun
et al., 2008; Gopel et al., 1999a). También en ambas especies la corriente evocada por un
pulso mantenido presenta una cinética de inactivaciébn de curso bifasico con un
componente inicial rapido y otro secundario més lento. Los valores concretos de las
constantes de tiempo de inactivaciéon (1, y Tnp) difieren en funcion del las condiciones
experimentales y de la especie, en registros de perforated-patch sobre células B en la
superficie de islotes intactos T, = 2ms y Tp, = 400ms (Vpuso = -10mV) (Rorsman et al.,
2011b) mientras que en registros de whole-cell en células B humanas aisladas 1,; = 7ms y
The = 70mMs (Vpuso = OMV) (Braun et al., 2008). En el caso de las células B de raton se ha
comprobado que el componente rapido de la inactivacion es dependiente de [Ca®].. Esto

se demuestra claramente por el hecho de que la sustitucién de Ca®* por Ba** (i6n al que
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también es permeable el Cay) en la soluciéon extracelular hace desaparecer la primera
fase de la inactivacion, quedando solo el componente mas lento y mantenido dependiente
de voltaje (Plant, 1988; Rorsman et al., 2011b).

En cuanto al papel de los diferentes subtipos de Cay en el proceso de secrecién de
insulina hay que sefialar que pese a representar solo el 50% de la corriente de ca”, la
eliminacién de la contribucién de los Cay HVA-tipo L mediante inhibidores especificos
(nifedipina o isradipina) o la ingenieria genética (ratones Cavl.2"') reduce la secrecion en
un 80%, afectando principalmente a la primera fase y sin alterar aparentemente la
segunda fase de la secrecién, la actividad eléctrica o a la sefalizaciéon de [Ca2+]i (Schulla
et al., 2003). La eliminacion del segundo representante mayoritario de Cay (Cay HVA-tipo
R) mediante bloqueo farmacolégico (SNX482) o ingenieria genética (ratones Ca\,2.3"')
reduce la secrecién un 80% o un 50% respectivamente (Jing et al., 2005) reduciendo
principalmente la segunda fase de la secrecion y sin afectar a la primera fase. En este
caso si se produce una ligera reduccién en la sefal de [Ca2+]i oscilatoria (18%). Estos
efectos estan relacionados con la caracteristica organizacion estructural y funcional de la

magquinaria de exocitosis en célula B y su interaccién con los Cay (ver apartados 5.4 y 5.5).

5.2 REGULACION DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA EN LA CELULA B

Desde el primer registro intracelular con electrodos de alta resistencia que demostré la
presencia de actividad eléctrica en islote en respuesta a glucosa hace mas de 40 afios
(Dean and Matthews, 1968), se ha empleado mucho esfuerzo para caracterizar dicha
actividad eléctrica y su comportamiento bajo diferentes estimulos importantes para la
comprension y/o tratamiento de las patologias asociadas a los desérdenes de la glucemia.
Aungue aun existen puntos oscuros y aspectos controvertidos, actualmente se cuenta con
suficiente informacién para construir un modelo preciso de cémo se genera y modula la
actividad eléctrica en las diferentes células pancreaticas en respuesta a las variaciones de

[glucosa]piasmas SU principal estimulo fisiolégico.

A [glucosalexy por debajo del umbral para activar la secrecibn de insulina
(aproximadamente <5mM), la célula B no genera potenciales de accion y el V,, se
mantiene sobre unos -75mV. El incremento de la [glucosa]ey por encima del umbral para la
activacion de la secrecion de insulina (aproximadamente 26mM en ratén) provoca una

despolarizacion del V,,,. Cuando se alcanza un valor de V,,;, entre -55 y -50mV, la célula 8
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comienza a disparar potenciales de accion que rara vez sobrepasan los OmV en su pico y

2+]i (Fig 9a). A valores de [glucosa]yy

gue provocan un incremento transitorio de la [Ca
entre =6-17 mM la actividad eléctrica es oscilatoria y consiste en rafagas de potenciales
de accién sobre un nivel meseta despolarizado, alternadas con periodos silentes de
retorno a un potencial mas negativo (alrededor de -60 mV). Conforme se incrementa la
concentracion de glucosa plasmatica se produce un incremento relativo en la duracién de
la fase activa respecto a la fase silente. A [glucosale por encima de =17mM, la actividad
oscilatoria desaparece y se observa un disparo continuo de potenciales de accién sobre el
potencial de meseta (Fig 8). La magnitud de los incrementos transitorios de la [Ca®"],
provocados por las rafagas de potenciales de accion se ve l6gicamente alterada en

relacion a la duracion de las mismas (Santos et al., 1991; Valdeolmillos et al., 1993).

8G 16G 20G

nivel maximo

_i nivel meseta

Y

T
]

fase activa fase silente e

Fig 8. Las células B en islotes intactos presentan actividad eléctrica oscilatoria. Registro de Vmp
realizado mediante la técnica de perforated-patch en una célula B de la superficie de un islote
intacto. En el registro superior se puede observar la respuesta oscilatoria y la diferente duracion
relativa de las fases activa y quiescente en respuesta a una [Glucosalex: de 8, 16 y 20mM. El registro
inferior muestra el fragmento sombreado del anterior a mayor escala para sefialar en detalle los
niveles y fases que caracterizan la respuesta oscilatoria.
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Los mecanismos que controlan la actividad eléctrica oscilatoria en célula 3 permanecen
sin ser aclarados por completo. No obstante, se ha propuesto varias hipétesis para
explicar este comportamiento del V,,,. Entre ellas destacan la activacion de canales Kc,1.1
(BK) por la entrada masiva de Ca** que produciria la hiperpolarizacién hacia el periodo
silente (Atwater et al., 1979; Sherman, 1996), la inactivacién de los Cay, (Cook et al.,
1991), el acoplamiento intercelular (Andreu et al., 1997), la activacion ciclica de una
conductancia operada por compuerta (Worley et al., 1994), la activacion de los canales
Kca por movilizacion de los depdsitos intracelulares (Ammala et al., 1991) o la activacion
de los Karp por la oscilacién en los niveles de [ATP]/[ADP]; a causa del metabolismo

(Larsson et al., 1996).
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Fig 9. Respuesta sincrénica de la actividad eléctrica, las oscilaciones de [Ca2+]i y la secrecion de
insulina en islote intacto. (a) Alineacién temporal de la respuesta eléctrica y las oscilaciones de
[Ca®] a [glucosa]ex =12mM. Modificado de (Gilon and Henquin, 1992) (b) Alineacién temporal de
las oscilaciones de [Ca2+]i y la secrecién de insulina. Modificado de (Gilon et al., 2002).

Las células B que componen el islote estan acopladas eléctricamente (Zhang et al., 2008),
permitiendo que las oscilaciones de [Ca2+]i provocadas por el disparo de potenciales de
accion en células f individuales estén sincronizadas a nivel del islote completo (Santos et
al., 1991; Valdeolmillos et al., 1993) y, por tanto, que la secrecion de insulina activada por
este incremento de [Ca®’]; también lo esté. El mecanismo que subyace a esta
sincronizacion tampoco se conoce en profundidad, pero parece que tanto la union

eléctrica via gap-junctions (MacDonald and Rorsman, 2006) como las interacciones
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paracrinas mediadas por las hormonas liberadas por células vecinas (Zarkovic and
Henquin, 2004), estdn implicadas. Cualquiera que sea el mecanismo, esta sefal
coordinada puede tener una implicacion funcional importante superponiendo la repuesta
global a la heterogeneidad de respuestas individuales de cada célula  y propiciando una

secrecion mas vigorosa (Pipeleers, 1992; Salomon and Meda, 1986)

La naturaleza ritmica del disparo de potenciales de accion y el incremento de [Ca2+]i se ha
asociado con la liberacién pulsatil de insulina a nivel del islote (Barbosa et al., 1998;
Bergsten, 1995; Gilon et al., 2002) (Fig 9b) y con las oscilaciones observadas en la
insulinemia en humanos (Hellman et al., 1994). Aunque los mecanismos moleculares que
explican esta relacion permanecen sin ser explicados, se ha comprobado que la liberacion
pulsatil de insulina es més efectiva reduciendo los niveles de glucemia que la liberacion

continua de la hormona (Matthews et al., 1983).

La dependencia que existe entre el patron ritmico de la actividad eléctrica/incremento de
[Ca“]i y el mantenimiento del microentorno que se crea gracias a las interacciones
intercelulares en el islote intacto, se pone de manifiesto por el hecho de que las células 3
aisladas y mantenidas en cultivo pierden la capacidad de responder sincrénicamente. En
este tipo de preparacioén las células B responden a un incremento de glucosa con largas
rafagas de potenciales de accién (a veces de varios minutos) (Ammala et al., 1991; Gopel
et al., 1999b; Larsson et al., 1996; Smith et al., 1990a). Como explicaciones de este
fendmeno se han barajado los cambios en la expresion de algunos canales iénicos (Gopel
et al., 1999b), la pérdida de la sefalizaciéon paracrina (Grapengiesser et al., 1991) y la

pérdida de la comunicacion intercelular (Smolen et al., 1993).

5.3 FLUJOS IONICOS IMPLICADOS EN LA GENERACION DEL POTENCIAL
DE ACCION EN CELULA B

La conductancia mayoritaria en una célula B cuando la concentracion de glucosa
circundante es baja esta asociada a la apertura espontanea del Karp, que provoca un flujo
de salida de iones K* generando un exceso de carga negativa en el interior celular. Este
flujo catidnico de salida coloca el V,, en un valor caracteristico de reposo proximo a -75
mV, cerca del potencial de equilibrio para el K. Cuando la concentracion de glucosa
extracelular aumenta, se produce un incremento asociado en su incorporacion al interior

celular a través de su transportador especifico (GLUT2) y en su metabolizacion
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mitocondrial, lo que produce a su vez un incremento en los valores de la razon
[ATP]/[ADP]; y un aumento de la resistencia al flujo iénico en el Katp. Conforme aumenta
la glucosa extracelular se produce la reduccién paulatina de la conductancia del Katp,
presentando una ICs, = 2-3mM de glucosa en células B aisladas (Ashcroft and Rorsman,
1989) y una ICso = 5mM en islotes intactos (Gopel et al., 1999a). A una [Glucosa],, = 5mM
(valor de glucemia de un ratén sometido a ayuno) la actividad del Kyrp se ve reducida en
un 90%, pero el 10% restante es suficiente para mantener el V, lejos del valor necesario
para el disparo de potenciales de accion (Smith et al., 1990a). Cuando la [Glucosa]oy
aumenta hasta 8-10 mM, la actividad del Karp €s suprimida casi completamente. Esta
drastica disminucién de la conductancia del Kxtp desenmascara la influencia de una
conductancia de entrada despolarizante mediada presumiblemente por iones Na* y/o ca*
(Rorsman et al., 2011b) que lleva el V,,, a los valores necesarios para la activacion de los
Cay (entre -60 y -50 mV). Cuando el V,,, alcanza el umbral de activacién de los canales
Cay éstos se abren de forma regenerativa, acelerando la despolarizacion y conformando
la fase ascendente del potencial de accién (Trube and Rorsman, 1986). Sobre el rango de
voltajes asociado a la activacion de los canales Cay se produce la activacién, solapada
parcialmente, de los Kc, ¥ Ky con cierto desfase temporal entre ambos. Como hemos
comentado en apartados anteriores los modelos clasicos no suponian determinante la
contribucién del K¢, en la repolarizacion del potencial de accion, considerando que dicha
funcion estaba mediada exclusivamente por canales Ky. Sin embargo la aplicacion de
nuevas técnicas junto con el uso de antagonistas més especificos (Jacobson et al., 2007,
Jacobson et al., 2010) han llevado a retocar el modelo introduciendo a participacion del
Kca €n este proceso. Segun este nuevo modelo, tras la rapida despolarizacion de la

membrana dependiente de Cay, el incremento en la [Ca2+]i

y la despolarizacion activa los
canales Kca1.1 a = 3 ms de alcanzar el pico del potencial de accion. Su influencia
hiperpolarizante junto con la inactivaciéon dependiente de voltaje de los Cay trunca la fase
de despolarizacién. Los Ky tienen una menor amplitud y una cinética de activacion mas
lenta (se activan = 2 ms después que los Kcz1.1, a = 1 ms de alcanzar el pico del potencial
de accién) por lo que afectan minimamente a la fase de subida y a la amplitud del
potencial de accion. Tanto los Kc,1.1 como los Ky alcanzan su maximo = 3 ms después de
gue el potencial de accién alcance su pico y gobiernan la fase de repolarizacién, los
Kcal.1l la fase inicial debido a que tienen una inactivacion mas rapida y los Ky, la fase

tardia y el V¢t (Houamed et al., 2010) (Fig 10c).
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Fig 10. Acoplamiento estimulo-secrecion y flujos idnicos implicados en la generacién del potencial
de accion en célula B pancreatica. (a) Representacion esquematica de los canales ionicos y
procesos celulares implicados en el inicio y la generacion de la actividad eléctrica caracteristica de
la célula B de ratén (ver texto para los detalles). (b) Representacion esquematica de los canales
idnicos y procesos celulares implicados en el inicio y la generacién de la actividad eléctrica
caracteristica de la célula $ de humano (ver texto para los detalles) (c) alineamiento temporal del
Vmb durante un potencial de accion y los flujos iénicos (I) relacionados con la generacion del mismo.
Modificado de (Houamed et al., 2010).

Los puntos basicos del modelo para el acoplamiento estimulo-secrecién en ratones que
establecen el inicio de la fase activa de disparo de potenciales de accién por aumento de
la glucosa a través del cierre del Kyrp (Rorsman and Braun, 2012) y un incremento
asociado de la [Ca2+]i (Quesada et al, 2006; Rorsman and Braun, 2012) que
desencadenaria el proceso de exocitosis (Rorsman and Braun, 2012), son también

aplicables a las células B en humanos. No obstante, se ha puesto de manifiesto
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importantes diferencias en la identidad molecular de los participantes en este proceso
entre roedores y humanos. Un ejemplo clasico de estas discrepancias es la expresion de
mayores cantidades del transportador de glucosa GLUT1 y GLUT3 en humano en
oposicion a la mayor expresion de GLUT2 en roedores (De Vos et al., 1995).
Recientemente algunos grupos han logrado tener acceso a suficiente tejido pancreatico de
origen humano como para analizar en detalle las diferencias en la dotacion de canales
gue existen entre estas dos especies, proponiendo un nuevo modelo de funcionamiento
de la célula B en humanos (Braun et al., 2008). Segun este nuevo paradigma, la elevacién
de la glucemia por encima de = 6mM provoca el cierre del Karp Y despolariza la MP hasta
el umbral de activacién de los canales Cay3.2 (Tipo T) y Cay1.2 (Tipo L), por encima de -
60 mV y -50 mV, respectivamente. La contribucién de estos dos canales de calcio inicia la
fase de despolarizacion del potencial de accién, que en su ascenso provoca la apertura de
los Nay (por encima de -40 mV), acelerando la despolarizacion y permitiendo que se
alcancen potenciales asociados con la apertura de los canales Cay2.1 (Tipo P/Q), por
encima de -20 mV. La repolarizacién del potencial de accion es dependiente de canales
Kcal.1l principalmente y en menor medida, de Ky2.2 y Ky2.1. Este estudio también ha
demostrado el hecho de que, si bien el bloqueo mediante herramientas farmacolégicas de
los Cayl.2 inhibe la secrecién por su efecto sobre la generaciéon de los potenciales de
accion, el principal canal de calcio asociado con la exocitosis es el Cay2.1 (Braun et al.,
2008; Rorsman and Braun, 2012) (Fig 10b).

5.4 DINAMICA VESICULAR DURANTE EL PROCESO DE EXOCITOSIS

La exocitosis es el conjunto de procesos celulares por medio del cual las vesiculas
situadas en el citoplasma se fusionan con la MP vy liberan su contenido al medio
extracelular. Existen dos tipos de exocitosis: la constitutiva (no dependiente de Ca2+) y la
regulada (dependiente de Ca2+). La exocitosis constitutiva esta presente en todas las
células y se encarga de suministrar componentes a la matriz extracelular y del recambio
de proteinas de membrana por otras de nueva sintesis. La exocitosis regulada se
restringe a células especializadas que almacenan sustancias (hormonas,
neurotransmisores, enzimas digestivas, etc.) en vesiculas de secrecién y son liberadas en
respuesta al estimulo adecuado. La secreciéon de insulina representa un proceso de
exocitosis regulada que se dispara por la entrada de Ca”" a través de los Cay (Ammala et

al.,, 1993b) y coincide con los periodos de actividad eléctrica y oscilaciones del [Ca2+]i
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(Gilon and Henquin, 1992; Gilon et al., 2002). Este proceso de exocitosis implica el
empaquetamiento de la hormona en pequefias (J=300nm) vesiculas de secrecion
denominadas Large Dense Core Vesicles (LDCVs), la movilizacion de estas LDCVs desde
el reticulo endoplasmico (RE) hacia el espacio submembrana, la fusion exocitética de las

mismas con la MP y eventualmente su recuperacion mediante endocitosis.

Atendiendo a su cinética la secrecion de insulina en respuesta a glucosa en raton y
humano presenta un patrén bifasico (Anello et al., 1999; Bratanova-Tochkova et al., 2002;
Henquin et al., 2002; Rorsman and Braun, 2012). La primera fase se inicia rapidamente
tras un incremento de la [Glucosa],, por encima del umbral para la generacién de la
actividad eléctrica, con un retraso de = 1min (tiempo necesario para metabolizar la
glucosa). Esta fase es transitoria (5-10 min) y supone la liberacién del =0.14%/min del
contenido total de insulina (estimulo = 15mM Glucosa). La segunda fase representa la
liberacién mantenida del 0.05%/min del contenido total de insulina (Anello et al., 1999) y
presenta una profunda dependencia por estimulos capaces de aumentar la [ATP]i,
(Henquin, 2000). Gracias a estudios ultraestructurales (Olofsson et al., 2002) y medidas
de amperometria (Huang et al., 1995) sabemos que en cada célula f hay 10000 LDCVs
y que cada una contiene =1.6 amoles de insulina. En base a estos datos podemos calcular
gue a nivel de cada célula individual en la primera fase se secretan =15vesiculas/min
(=40-80 vesiculas durante la fase completa en base a la integracion de la zona

comprendida bajo el primer transitorio) y en la segunda =5vesiculas/min (Fig 11a).

Los resultados obtenidos mediante la combinacion de técnicas bioquimicas (RIA, ELISA),
microscopicas (microscopia electrénica, confocal, para onda evanescente) y biofisicas
(medidas de capacitancia, amperometria) junto con el establecimiento de una analogia
con el proceso de secrecidn en otros tipos celulares (Neher, 1998) ha llevado a plantear
un modelo en el que existen dos grupos funcionales de LDCVs en la célula B (Rorsman et
al., 2000). Un primer grupo denominado RRP (Readily Releasable Pool) en el que se
encontrarian una pequefia fraccion (1-5%) de las LDCVs (Olofsson et al., 2002; Wan et
al., 2004) y que se encuentra “anclado” a la MP o muy cercano a ella, presenta la
caracteristica de poder ser liberado rapidamente tras un estimulo ya que no requiere de
modificaciones adicionales para adquirir la competencia para ello (Rorsman and
Renstrom, 2003). Sin embargo el grupo mayoritario de LDCVs (95-99%) se encuentra en
el denominado RP (Reserve Pool). Este grupo debe desplazarse para alcanzar la MP y

sufrir una serie de modificaciones dependientes de Ca®* (Ammala et al., 1993b), ATP
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(Eliasson et al., 1997) y T2 (Renstrom et al., 1996) para ser liberadas, que se conocen
colectivamente como movilizacién o priming. El proceso de priming implica tanto el
“anclaje” a la membrana como las reacciones quimicas de maduracion necesarias para

aumentar su probabilidad de ser liberadas.
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Fig 11. Representacion esquematica del patron bifasico de secrecién activado por un incremento de
[Glucosalext @ 10mM (&) y grupos funcionales de LDCVs presentes en la célula B (b). En naranja se
muestra la primera fase de la secrecion y el grupo de LDCVs asociada con ella (RRP). En azul se
muestra la segunda fase de la secrecion y el grupo de LDCVs que se moviliza para dar lugar a la
misma (RP). Modificado de (Rorsman and Renstrom, 2003).

Este marco conceptual plantea la posibilidad de explicar la dinamica bifasica de la
secrecion de insulina en base a la liberacion secuencial de los diferentes grupos de
LDCVs, hipétesis que se apoya en diversos resultados experimentales que representan un
reflejo de la cinética y la dependencia metabdlica de ambas fases. El analisis de la
ultraestructura mediante micrografias de microscopia electronica ha demostrado que de
las =10000 LDCVs presentes en la célula 3, =600 estan ancladas a la MP y otras =2000
se encuentran a menos de 0.2um de ella (Olofsson et al., 2002). La estimulacion de la
secrecion de insulina con altas [K'] en ausencia de glucosa produce un incremento de
[Ca®"]; transitorio (debido a la inactivacién de los Cay), un aumento de secrecién también
transitorio y una disminucion del =30% de las LDCVs ancladas a la MP. Un segundo
estimulo con K* en estas condiciones no tiene ningin efecto sobre la secrecion. Sin
embargo, en presencia de glucosa, la estimulacién con K* provoca una secrecion de

insulina mantenida y en estas condiciones un segundo estimulo si es capaz de evocar una
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respuesta secretora similar a la inicial (Henquin, 2000; Olofsson et al., 2002). La presencia
de un grupo de LDCVs ancladas a la MP con un comportamiento funcional equivalente
también se ha demostrado mediante experimentos de co-inmunoprecipitacién de las
proteinas componentes del mecanismo de anclaje de las LDCVs (Daniel et al., 1999). Por
su parte el analisis funcional mediante la monitorizacion de los incrementos de C,, en
células B aisladas ha demostrado que la cinética del proceso de exocitosis muestra
también un patron bifasico compuesto por un componente inicial rapido y transitorio
seguido de otro mas lento y sostenido. Este doble componente se observa tanto si se

2+]i mediante la fotoliberacion del i6n

utiliza como estimulo un incremento global de [Ca
“enjaulado” con un pulso de luz UV (Olofsson et al., 2002; Renstrom et al., 1997), como si
se reconstruye la cinética a partir de los AC,, evocados por pulsos cuadrados de voltaje
(que activan la entrada de Ca” através de los Cay) de duracién progresivamente mayor
(Barg et al.,, 2001). En base a estas medidas se ha planteado que el componente
transitorio se debe a la rapida (vely,ax =12000-30000 LDCVs/min a =20-50ms del estimulo)
liberacién de =20-100 LDCVs que componen la porcion del RRP anclada vy lista para su
liberacién. Una vez agotado el RRP la exocitosis prosigue a una velocidad mas lenta
(=300 LDCVs/min) que refleja el ritmo de suministro de nuevos LDCVs mediante priming
(Barg et al.,, 2002a; Rorsman and Renstrom, 2003). Aunque la secrecién mantenida a
tiempos largos l6gicamente requiere de la aportacién de “nuevos” LDCVs que sufran un
desplazamiento hacia la MP seguido de anclaje y maduracién, las primeras fases de este
“rellenado” del RRP representan la fusién de los LDCVs pre-anclados que solo requerian
de modificaciones quimicas para su maduracién final (Barg et al., 2002b). Ademas
requiere de acceso a energia metabdlica (Eliasson et al., 1997; Olofsson et al., 2002) al

igual que la segunda fase de la secrecion.

Como se puede observar los valores de la tasa de exocitosis medida como AC,, en células
B aisladas superan ampliamente los obtenidos en medidas de secrecién de insulina con
ensayos bioquimicos. Pese a que actualmente no se conoce la explicacién para este
fend6meno, se piensa que la pérdida de la organizacion estructural del islote junto con los
efectos autocrinos de la insulina pueden jugar un papel importante (Gopel et al., 2004).
Estudios recientes en los que se han aplicado las técnicas de monitorizacion de la Cy,
sobre células B en la superficie de islotes intactos han demostrado que en estas
condiciones la tasa de exocitosis se reduce hasta un =90% (Gopel et al., 2004). Ademas
las diferencias experimentales como la [AMPc] en la solucioén intracelular usada (Eliasson

et al., 2003), la diferencia de T2 (Renstrom et al., 1996) o la dependencia del voltaje que
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presenta la C,, (Gopel et al., 2004) han de ser tenidas en cuenta para introducir
correcciones a la hora de comparar directamente los resultados de secrecién obtenidos

por ambas técnicas.

e ATP Metabolismo
. Glutamato

. Serotonina

Glc Glc

ATP/ADP4

Poro de fusion
d>12nm
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Fig 12. Maquinaria molecular y eventos celulares relacionados con la secrecion de insulina inducida
por alta [glucosa] en célula B de ratén. (1) El aumento de [glucosalex: produce el cierre del Katp y la
despolarizacion de la célula B. (2) La despolarizacion alcanza el potencial umbral para la activacion
de los canales de calcio tipo L (Cavl.2) y R (Cayv2.3). (3) El incremento en la [Ca2+]i activa la
exocitosis del grupo de granulos preparados para su liberaciéon inmediata (RRP) con un retardo de
unos pocos milisegundos; esta exocitosis “rapida” esta relacionada con la union fisica de la
magquinaria de exocitosis del RRP con los Cayl.2 a través del segmento 753-893 presente en el giro
citoplasmatico entre los dominios Il y Il del canal. (4) El incremento en la [Ca2+]i también activa la
movilizacién de granulos de reserva (RP) hacia la MP, este proceso es dependiente de ATP, se
inhibe a bajas temperaturas y parece estar mas relacionado con la entrada de Ca** a través de los
Cay2.3. (5) Paso intermedio durante el proceso de exocitosis en el que se produce la hemifusion de
las membranas vesicular y plasmatica. (6) Cuando el poro de fusion alcanza un diametro (d) de
<1nm se produce la liberacion de sustancias de bajo peso molecular como ATP, Glutamato o
Serotonina albergadas en los granulos de secrecién junto a la insulina. (7) La liberaciéon de la
insulina requiere que el poro de fusion alcance un diametro minimo de 12nm.

Recientemente la aplicacion de técnicas de TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy) al estudio de la dinamica vesicular ha planteado la introduccion de un nuevo
tipo de exocitosis en la que LDCVs distantes de la MP son reclutados y fusionados sin un

aparente paso previo de anclaje. Segun este modelo las variaciones sub y supra-
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fisiologicas de [Ca2+]i evocadas por diferentes estimulos (elevacion de [Glucosa]ey 0 [KJex)
activarian diferentes tipos de fusién exocit6tica en funcidn de su capacidad para romper la
barrera para el anclaje establecida por la interaccion de las proteinas Rim2a y Rab3.
Ademas postula que este nuevo tipo de exocitosis seria responsable de la mayoria de la
secrecion en la primera y segunda fase otorgando un papel regulador a la remodelacién
del citoesqueleto de actina (Seino et al., 2011; Shibasaki et al., 2007).

5.5 REGULACION DE LA EXOCITOSIS POR EL ION Ca*

La exocitosis en célula B se ajusta perfectamente al modelo de exocitosis regulada
denominada “hipotesis SNARE (SNAP REceptor)”. Este modelo postula la existencia de
un grupo de proteinas, presentes tanto en la MP (proteinas t-SNARE como la sintaxina y
la SNAP-25) como en la membrana de las vesiculas (proteinas v-SNARE como la
sinaptobrevina (VAMP)), cuya interaccion y cambio conformacional proporciona la energia
libre necesaria para facilitar un proceso tan energéticamente desfavorable como la fusion
de dos membranas fosfolipidicas (Bruns and Jahn, 2002). La célula B esta equipada con
todas estas proteinas, las cuales se piensa que median las mismas funciones que en la
fusion de vesiculas sinapticas. No obstante la participacion exclusiva de las proteinas
SNARE produce fusiones lentas que no estan reguladas por Cadk (Chapman, 2002), lo
gue plantea la necesidad de incluir otras proteinas que medien como reguladores y
sensores de Ca”* en el proceso de fusion. Los principales candidatos para ejercer como
sensores de Ca** en este proceso son una familia de proteinas de 13 miembros
denominadas sinaptotagmina I-XIll. Todos los miembros de esta familia comparten la
presencia de dos motivos estructurales con varios sitios de unién a Ca** (C2A y C2B), sin
embrago, cada sinaptotagmina presenta una afinidad diferente por el i6n que va desde
valores de ECsy = 10-20uM (sinaptotagmina | y Il) hasta = 1uM (sinaptotagmina Ill y V)
(Sugita et al., 2002). Aunque la sinaptotagmina | y Il parecen ser esenciales para la fusion
de las vesiculas sinapticas estos subtipos no se expresan en células  de raton y los
estudios mas recientes sefialan a la sinaptotagmina V y VIl como las implicadas en mediar
la sensibilidad al Ca** en célula B (Gut et al., 2001). Pese a las dificultades para establecer
la identidad molecular del sensor de Ca** en células B, la dependencia del AC,, con la
[Ca®"]; se ajusta satisfactoriamente a una funcion de Hill con un coeficiente de =5, lo que
demuestra un alto grado de cooperatividad en el proceso y refuerza la idea de que varios

atomos deben unirse al sensor de Ca®* para iniciar la exocitosis (Barg et al., 2001).
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El i6n Ca*" actlia como segundo mensajero en una gran variedad de rutas de sefializacion
y reacciones quimicas intracelulares. La especificidad y la rapidez que requiere el control
de procesos como la exocitosis, se consigue mediante la restriccion las sefiales de Ca®* a
dominios espaciotemporales centrados alrededor del vestibulo intracelular de los canales
Cay, en cuyo entorno se consiguen variaciones de magnitud y cinética muy superiores a
los que se consiguen medir con sondas fluorescentes que reportan los cambios de [Ca2+]i
globales en todo el volumen celular (Barg et al., 2001; Bokvist et al., 1995). Por ello, para
entender el proceso de exocitosis resulta imprescindible el conocimiento de la magnitud y
cinética de estos cambios locales de [Ca®']. La distribucién espacial de la sefial de Ca®*
generada en esta regién del espacio submembrana tras la apertura de los Cay, es
compleja; las leyes que rigen la difusion intracelular del ca* junto con la accién de
diferentes sistemas de tamponamiento dan forma a estos dominios locales de
sefializacién de Ca’*. Estos se pueden clasificar en nanodominios y microdominios. Los
nanodominios estan asociados a la entrada de Ca®* a través de un Gnico Cay, su distancia
de influencia es de =20-50nm desde la entrada del Cay donde se pueden alcanzar [Ca2+]i
de =100uM con cinéticas muy rapidas (=100us) y los quelantes (EGTA) son inefectivos.
Los microdominios se asocian al sumatorio del A[Ca”]i producido por grupos de Cay, su
distancia de influencia es de <500nm, las [Ca2+]i alcanzadas son de =5-10uM, la cinética

es mas lenta (=100ms) y son sensibles EGTA (Augustine et al., 2003; Neher, 1998).

La entrada de Ca®* en la célula B se encuentra polarizada en la zona de la que mayor
concentracién de LDCVs presenta (Bokvist et al., 1995). Ademas se ha comprobado que
un fragmento peptidico del giro intracelular que conecta el dominio Il y Il del Cayl1.2 (Fig
7a) se une a las proteinas sintaxina, SNAP-25 y sinaptotagmina y suprime la exocitosis
evocada por un pulso Unico de 500ms cuando se afade en exceso a la solucion
intracelular (Wiser et al., 1999). Esto junto con el hecho de que la exocitosis en célula 3
opera a altas velocidades y con requerimientos elevados de [Ca®"]; (Kg = 10-30uM) (Barg
et al., 2001; Bokvist et al., 1995; Takahashi et al., 1997) y que la densidad de Cay en
célula B es muy baja (<1 Cay/um’ mediante analisis de fluctuacién no estacionaria (Barg
et al., 2001)), ha llevado a proponer una organizacidn estructural de las proteinas
participantes en el proceso de exocitosis que maximiza la eficiencia de secrecién y apoya
los resultados obtenidos respecto a la progresion bifasica de la liberacion de LDCVs
pertenecientes a grupos funcionales diferentes. Segun este modelo el fragmento synprint
ensambla las LDCVs (pertenecientes al RRP) a los Cay a través de la maquinaria de

exocitosis permitiendo que estén expuestas a las altas [Ca*']; que se alcanzan en la region
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del espacio submembrana asociada a la entrada de Ca®* (Barg et al., 2002a). Otro
aspecto que se deriva de estos estudios es que la exocitosis no esta regulada por la
entrada de Ca®" a través de un solo Cay sino por grupos de ellos (presumiblemente 3)
(Barg et al., 2001).

El patron de disparo en rafagas de potenciales de accién caracteristico de la célula 8 tiene
una especial relevancia funcional para la iniciacion de la exocitosis. Las rafagas de alta
frecuencia resultan un estimulo mucho mas efectivo para iniciar el proceso de exocitosis
gue el disparo de la misma cantidad de potenciales a baja frecuencia (<1Hz) debido a que
. . 2+ . . .
en el primer caso no se permite el retorno de la [Ca”]; a los niveles pre-estimulatorios
cuando cesa el estimulo y la contribucién de los transitorios de Ca” es acumulativa
(Ammala et al., 1993b).

6. FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES TIPO Il ASOCIADA A LA
OBESIDAD

Tanto la obesidad como la diabetes tipo Il estan relacionados con un aumento de la
resistencia periférica a la insulina (Reaven, 1988). El tejido adiposo y los tipos celulares
gue lo acompafian (macrofagos y células endoteliales) influyen en el metabolismo a través
de la liberacion de diversos factores como NEFAs (Non-Esterified Fatty Acids), glicerol,
hormonas (leptina y adiponectina) y otras adipocinas (RBP4, TNF-a, IL-6, MCP-1). El
aumento de la proporcién de tejido adiposo ligado a la obesidad lleva asociado un
incremento de la liberacién de estos compuestos que pueden alterar la sensibilidad a la
insulina por medio de sus efectos sobre numerosas rutas de sefalizaciéon celulares
(Boden, 1997; Kadowaki et al.,, 2006; Roden et al., 1996; Scherer, 2006; Wellen and
Hotamisligil, 2005). No obstante, la resistencia a la insulina no explica per se el desarrollo
del estado hiperglucémico caracteristico de los individuos diagnosticados como diabéticos
de tipo Il. Las fluctuaciones en la sensibilidad periférica a la insulina se producen en
individuos delgados u obesos como un proceso “normal” asociado a etapas como la
pubertad (Moran et al.,, 1999), la prefiez (Buchanan et al., 1990), la edad avanzada
(Defronzo, 1979) o al incremento de la actividad fisica (Goodyear and Kahn, 1998). Estas
variaciones en la sensibilidad a la insulina modulan la respuesta secretora de las células
promoviendo un aumento o disminucion de la misma para mantener la glucemia dentro del

rango adecuado y asegurar la normoglucemia (Fig 13). Gracias a estos mecanismos de
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compensacién existen muchos casos en los que la obesidad y la resistencia periférica a la
insulina no evolucionan hacia estados abiertamente diabéticos. Sin embargo, en un 25-
30% de los casos, en los que existe un alto riesgo de fallo funcional (asociado a unas
caracteristicas genéticas determinadas) la célula B no es capaz de responder a las
demandas de los tejidos periféricos, no se produce la hiperinsulinemia compensatoria y la
relacion hiperbdlica entre la sensibilidad y la liberacion de insulina se altera promoviendo
que el individuo manifieste una TG alterada que progresara paulatinamente hacia la DM
tipo Il en el peor de los casos (Kahn et al., 2006) (Fig 13).

. Fig 13. Relacion hiperbdlica entre la
sensibilidad a la insulina y la secrecion de la
) misma. Las lineas punteadas sefialan las
\ Nl regiones _hipotéticas q.ue. .caracterizarian
P esta relacion en un individuo con una

tolerancia a la glucosa normal, con una TG
alterada (TGA) y con DM tipo Il (DMII). El
punto verde (e) representa las fluctuaciones
gue se producen en la secrecién de insulina
para compensar las variaciones en la
sensibilidad a la hormona. El punto rojo (e)
0 0!5 1!0 1!5 2!0 25 muestra la progresién desde una tolerancia
a la glucosa normal hacia un estado de DM
Sensibilidad a la insulina tipo Il a través de una TGA en un individuo

con riesgo de padecer DM tipo Il. Modificado de (Kahn et al., 2006).

e

Secrecion de insulina

Durante la etapa de compensacién la respuesta adaptativa puede implicar modificaciones
estructurales encaminadas a incrementar la masa de célula 3, modificaciones funcionales
gue promuevan un aumento de secrecién por unidad celular o ambas. Entre los
mecanismos celulares implicados en esta respuesta adaptativa de la célula B se ha
sefialado la importancia del metabolismo (Chen et al., 1994, Liu et al., 2002). Mediante la
utilizacién de ratas fa/fa como modelo de obesidad y resistencia a la insulina se ha
comprobado que el metabolismo de la glucosa esta incrementado por efecto del aumento
de la actividad de la PC y los procesos de anaplerosis. Este modelo presenta =4 veces
mas masa de célula B que sus controles pero el incremento de secrecion llega a ser 10
veces mayor, por lo que se hace evidente que debe existir un incremento afadido de la
capacidad secretora (Liu et al., 2002). Por otro lado los NEFAs han demostrado tener una

importante funcion en la regulacién de la secrecion y recientemente se han sefalado
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como responsables directos de la hiperinsulinemia observada en la etapa de
compensacion (Stefanovski et al., 2011). El efecto de los NEFAs se ha relacionado con
tres mecanismos: la disminucién del aclaramiento hepatico de la insulina (Stefanovski et
al., 2011), la union a GPR40 con activacion de la exocitosis mediada por la liberacion de
Ca” de los depositos intracelulares (Itoh et al., 2003) y la generacién de acetil-CoA, el
cual incrementa la secrecién actuando directamente o indirectamente (a través de PKC)
sobre la exocitosis (Prentki et al., 2002). Otros mecanismos de adaptacion implican la
posible alteracion de la respuesta a incretinas como el GLP-1 y el GIP. Ambas estimulan
la secrecion de insulina a través de la unién a su receptor especifico en célula B de forma
dependiente o independiente de la activaciéon de PKA, ademas actian como sefiales
positivas para la proliferacién e inhiben la apoptosis, afectando a la masa de célula  en
modelos animales (Drucker, 2006). Debido al papel critico que juega el sistema nervioso
central en la regulacién del metabolismo y a la extensa inervacion simpatica y
parasimpdtica del islote (Ahren, 2000), también se ha barajado como punto de regulacién

en la respuesta adaptativa.

El aumento de masa de célula B puede ser debido a un incremento en el nimero de
células (hiperplasia) por neogénesis o replicacién de células preexistentes, a un aumento
en el tamafio de las mismas (hipertrofia), a una disminuciéon de la apoptosis 0 a una
combinacion de todos estos factores (Bonner-Weir, 2000). Algunos de los mecanismos
relacionados con estos efectos son el incremento de la ruta de sefializacion activada tras
la unién de insulina o IGF-1 a su receptor de membrana (Bernal-Mizrachi et al., 2001), la
accion mitogénica del GLP-1 ya comentada (Drucker, 2006) o la hiperactividad vagal (Kiba
et al., 1996). Estos mecanismos podrian estar detras de los efectos sobre la masa
observados tanto en modelos de obesidad inducida por dieta en ratones (Hull et al., 2005)
como en modelos de infusion con alta [Glucosa] o lipidos en ratas (Bonner-Weir et al.,
1989; Steil et al., 2001).

Una vez que se excede la capacidad compensatoria, la célula 8 entra en una disfuncion
progresiva con un incremento asociado de la [glucosa]pasma: EXisten diversas hipétesis
para explicar el desarrollo de la disfuncién de las células B en fases tardias de la
enfermedad. Entre ellas destacan la reduccién de la masa de célula B posiblemente
debida a la acumulacién de depdsitos de amiloide y los efectos nocivos de la propia
glucosa (glucotoxicidad) y la elevada [NEFAs] (lipotoxicidad) sobre la funcién y la

sensibilidad a la insulina (Kahn, 2001). Los efectos de los NEFAs sobre la funcién de la
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célula B son complejos. A corto plazo incrementan la secrecion de insulina, efecto que se
ha propuesto como causante del incremento de funcién responsable de la compensacion
(Stefanovski et al., 2011), sin embargo, el aumento crénico de la [NEFASs] resulta dafiino
para la funciéon. Los mecanismos responsables de este Ultimo efecto son aln motivo de
debate pero se ha propuesto que los fallos en el metabolismo, la reduccién de la
biosintesis de insulina o la perdida de células B pueden estar implicados (Poitout and
Robertson, 2008; Yaney and Corkey, 2003). Recientemente se ha realizado una profunda
caracterizacion del efecto de la incubacién a largo plazo en presencia de NEFAs sobre el
proceso de exocitosis. Estos estudios han llevado a proponer la idea de que los NEFAs
afectan a la colocalizacion de los Cay con los LDCVs. Esta alteracion de la estructura de
los dominios funcionales de Ca** hace que se pierda efectividad en la exocitosis sin una
aparente modificacion de las corrientes de Ca** o las variaciones de [Ca2+]i (Hoppa et al.,
2009). La obesidad inducida por dieta rica en grasa e ratones produce los mismos efectos
descritos para la incubacion con NEFAs (Collins et al., 2010). Por ultimo es importante
sefialar que la hiperglucemia y la elevada [NEFAs] no solo tienen efectos independientes
sino que la accién sinérgica de ambos contribuye a incrementar los efectos perjudiciales

generando un proceso patolégico conocido como glucolipotoxicidad
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OBIJETIVOS

La obesidad representa un factor de riesgo clave en la fisiopatologia de la DM tipo Il, a
través de su efecto sobre la sensibilidad a la insulina. Desde un punto de vista
epidemiolégico, la progresion de crecimiento de los casos de DM tipo Il muestra una
relacion directa con la prevalencia de la obesidad. Esto ha llevado a plantear que la DM
tipo 1l solamente resultara una enfermedad manejable si su gestién incorpora acciones

encaminadas a solventar ambos problemas tratados como uno solo.

En el contexto de la resistencia a la insulina causada por la obesidad, las células
pancreaticas muestran un alto nivel de plasticidad. Mediante la modulacién de la cantidad
de hormona liberada y la sensibilidad a la misma de sus tejidos diana se puede conseguir
retrasar o incluso evitar la aparicién de la DM tipo Il en un individuo obeso. Este proceso
de compensacion puede implicar alteraciones cuantitativas como el incremento de la
masa de célula B (modificaciones estructurales) y alteraciones cualitativas como el
incremento de la cantidad de insulina liberada por unidad celular (modificaciones
funcionales). En nuestra opinion resulta de vital importancia conocer las modificaciones
que sufren las células B en el entorno fisioldgico que plantea la obesidad a fin de entender
los procesos “naturales” que utiliza para aliviar los requerimientos de insulina, de esta
manera podremos identificar posibles dianas sobre las que actuar farmacolégicamente y
predecir qué procesos presentan un riesgo elevado de fallar en la progresién hacia

estadios mas avanzados de la enfermedad.

Por todo ello el objetivo general de la presente tesis es la caracterizacion de las
adaptaciones que sufren las células B pancreaticas en individuos obesos, para clarificar y
comprender el tipo de modificaciones que se producen en estadios tempranos de la
fisiopatologia de la diabetes tipo Il asociada a la obesidad e identificar los mecanismos de
compensacion funcional que puedan servir en Ultima instancia como posibles dianas

terapéuticas.
Los objetivos especificos son:

1. Establecer un modelo de obesidad en ratones valido para el estudio de las
alteraciones sufridas durante los estadios pre-diabéticos.
2. Estudiar las modificaciones estructurales y funcionales que se producen en las

células B pancreaticas mediante dicho modelo.
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MATERIAL Y METODOS

1. MODELO DE OBESIDAD EN RATON INDUCIDA POR DIETA

En el presente trabajo se han utilizado ratones hembra de la cepa C57BL/6J
pertenecientes a la colonia del servicio de experimentacién animal (SEA) de la UMH.
Inmediatamente después del destete (3 semanas), dichos ratones fueron asignados
aleatoriamente a 2 grupos y mantenidos durante 12 semanas con suministro de agua ad
libitum y una alimentacién clasica en forma de pellet rica en grasa (HFD) o control (ND)
Ambas dietas fueron obtenida de la casa comercial Jackson (Jackson Laboratory, USA)
siguiendo las recomendaciones del fabricante para el establecimiento de modelos de
estadios pre-diabéticos, el uso de una casa comercial nos asegura una composicion
estable y sin alteraciones y/o variaciones debidas a la preparacién de la misma. La

composicién detallada de ambas dietas se muestra en la siguiente tabla (Tabla 2).

ND HFD
producto g (%) Kcal (%) g (%) Kcal (%)
Proteina 19.2 20 26.2 20
Carbohidrato 67.3 60 26.3 20
Grasa 4.3 10 34.9 60

Total 100 100

Kcallg 3.85 5.24
Ingrediente g Kcal g Kcal
Caseina 200 800 200 800
L-Cisteina 3 12 3 12
Almidén de maiz 315 1260 0 0
Maltodextrina 10 35 140 125 500
Sacarosa 350 1400 68.8 275.2
Celulosa, BW20 50 0 50 0
Aceite de soja 25 225 25 225
Manteca de cerdo 20 180 245 2205
Mix de minerales, S10026 10 0 10 0
Fosfato dicéalcico 13 0 13 0
Carbonato célcico 55 0 55 0
Citrato potasico, 1H,O 16.5 0 16.5 0
Mix de vitaminas, V10001 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 0 2 0

Total | 1055.05 4057 773.85 4057

Tabla 2. Composicién detallada de las dietas utilizadas para la alimentacion de los ratones
pertenecientes al grupo ND y HFD en el presente estudio.
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La caracterizacion del modelo se realiz6 mediante los procedimientos que se detallan a
continuacion y los resultados obtenidos se muestran ampliamente en el apartado de
resultados de la presente tesis. Todos los procedimientos llevados a cabo con animales
de experimentacion fueron aprobados por el comité ético de la UMH de acuerdo a las

normativas nacionales e institucionales.

2. AISLAMIENTO DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

Para la extraccion de los islotes de Langerhans los animales fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical, tras lo cual se les sometié a una laparotomia media completa que
dej6 al descubierto los 6érganos abdominales. Una vez localizado el conducto biliar comdn
0 colédoco se realizé una sutura a la altura de su insercion en el intestino delgado y se
practicé una incision en la parte proximal por donde se introdujo una fina canula con
ayuda de unas pinzas que se sujetdé mediante otra sutura. Se prepard una solucion de la
enzima colagenasa tipo V (Sigma, Espafia) en 10 ml de medio de aislamiento
(composicién (en mM): 115 NaCl, 5 KCI, 10 NaHCO3, 1.1 MgCl,, 1.2 NaH,COQ,, 2.5 CaCl,,
25 HEPES, 1%BSA y 5 Glucosa (ajustado a pH 7.4 con NaOH)) y se inyectaron 7 ml de
ésta a través de la canula. Se procedi6 a separar el pancreas de los érganos circundantes
para su transferencia a un tubo tipo falcén de 15 ml, se afiadieron los 3 ml restantes de
medio de asilamiento con colagenasa y se mantuvo en hielo hasta su introduccién en un
bafio a 37°C durante 9 minutos para facilitar la digestion enzimatica del tejido exocrino (el
tiempo de digestion depende de la actividad del lote de colagenasa). Tras este tiempo se
par6 la reaccion enzimatica afiadiendo 10 ml de medio de aislamiento frio (sin
colagenasa) y se completo la digestion mediante agitacién mecanica e inspeccion visual
hasta obtener una preparacion homogénea. La preparacién final se mantuvo en hielo
durante 5-10 minutos para permitir la precipitacién de los fragmentos de pancreas, tras lo
gue se retiré el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur y se afladieron otros 10 ml
de medio de aislamiento frio (sin colagenasa), proceso que se repiti6 3 veces. Los 3
sobrenadantes se transfirieron a placas Petri negras para su inspeccion bajo una lupa
binocular (Zeiss, Alemania). Los islotes encontrados se trasladaron a una placa Petri con
medio de aislamiento limpio mediante succidén con una micropipeta y se mantuvieron en

un incubador a 37°C y atmosfera himeda hasta su utilizacion.
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3. CULTIVO DE CELULAS B AISLADAS

Transcurrido un minimo de 1 hora de recuperacién en el incubador a 37°C y atmésfera
hameda, los islotes de Langerhans aislados en el medio de aislamiento se transfirieron a
un tubo falcén de 15 ml y se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos, se eliminé el
sobrenadante y se procedié a la digestion enzimatica de los islotes afiadiendo una
solucion de 0.05% Tripsina (Sigma, Madrid) + 0.02% EDTA (Sigma, Madrid) e
incubandolos 3 minutos a 37°C. Se par6 la reaccion mediante la adicion de 3 ml de medio
de cultivo (RPMI 1640 suplementado con 10% FBS, 0.1mg/ml Estreptomicina, 100Ul/ml
Penicilina'y 11mM Glucosa) y se centrifugd de nuevo a 1000 rpm durante 10 minutos para
colectar las células disgregadas en el fondo del tubo. Se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendieron las células en el volumen de medio de cultivo requerido para sembrar 20
pl en cubres de vidrio de 12 mm o 24 mm (en funcién del experimento) previamente
tratados con 0.01% poli-L-lisina (Sigma, Madrid) durante 1 hora y lavados 3 veces con
H,O estéril. Una vez sembrados los cubres se mantuvieron 2 horas en el incubador para
dejar que las células se depositaran sobre el cubre, a continuacién se afiadi6 1 ml de
medio de cultivo y se volvieron a transferir al incubador hasta la realizacién de los

experimentos 24 horas después.

4. REGISTROS DE SENALIZACION DE CALCIO INTRACELULAR
CON SONDAS FLUORESCENTES

4.1 Registro ratiométrico de calcio intracelular en islote completo y

cultivo de células B aisladas

Tras la extraccion de los islotes se dejaron recuperar en 1 ml de medio de aislamiento un
minimo de 1 hora en incubador a 37°C, se afadieron 2 ul de una disolucién stock de la
sonda de Ca’* fluorescente fura-2-AM (Molecular Probes, Holanda) de 2 mM en DMSO
(Sigma, Madrid) para obtener una concentracion final de sonda de 4 uM (0.2% de DMSO
final) y se incubaron durante al menos 2 horas a temperatura ambiente en atmésfera
himeda y gaseados continuamente con carbégeno (mezcla de 95% O, y 5% CO.,).
Durante este tiempo la forma esterificada lipofilica de la sonda atraviesa la membrana

celular y es retenida en el citosol gracias a la hidrélisis de los grupos AM por las esterasas
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celulares que la dotan de carga negativa. Una vez cargados los islotes se transfirieron de
uno en uno a una camara de registro termostatizada a 37°C cuyo fondo lo conforma un
cubre de 24 mm pretratado con poli-L-lisina para fijar el islote. Durante los experimentos
los islotes fueron perfundidos con una solucién compuesta por (en mM): 120 NaCl, 5 KCl,
1.8 NaHCO3, 1.1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 20 HEPES mediante una bomba peristéaltica cuya

velocidad se ajusto para proporcionar un flujo continuo de 1ml/min.

La camara y el sistema de perfusiébn se montaron en un microscopio invertido modelo
Axiovert 200 (Carl Zeiss, Alemania) con un sistema de registro basado en una lampara de
arcoxenon como fuente de radiacion electromagnética cuyo paso se cortdé mediante un
sistema intercambiador de filtros con obturador modelo Lambda 10-2 (Sutter Instruments
CO, USA) equipado con filtros de 340 nm y 380 nm (Omega Optics, Madrid). La radiacion
de la longitud de onda seleccionada por el filtro se refleja en un espejo dicroico que la
desvia hacia un objetivo 40X Fluar de inmersion en aceite y apertura numérica (NA) 1.3
(Carl Zeiss, Alemania) a través del cual excita la muestra. La emisiéon del fluorocromo
atraviesa de nuevo el objetivo y se transmite por el espejo dicroico primero hacia un filtro
de 510 nm (Omega Optics, Madrid) y después a una camara digital de alta resolucion y
amplio rango dinamico modelo ORCA C4742-95 (Hamamatsu Photonics, Barcelona) que
recoge la sefal y la amplifica. Las imagenes se tomaron con una frecuencia de
adquisicién de 1 imagen/2segundos. Para el control de los pardmetros asociados a los
diferentes componentes del sistema y la monitorizacién de la sefial de calcio se utilizé la

interfaz del software Aquacosmos 2.0 (Hamamatsu Photonics, Barcelona).

En el caso de las medidas ratiométricas con fura-2-AM en células aisladas en cultivo se
parti6 de un cultivo realizado como se especifica en el apartado 3 de este capitulo. El
procedimiento de cargado de la sonda, la solucién de perfusién utilizada, asi como el
procedimiento de registro que se detalla en el parrafo anterior para la medida de islotes

fueron idénticos en el caso de las células en cultivo.

En ambos casos los datos referentes a las variaciones de [Ca2+]i en las medidas
ratiométricas con la sonda fura-2-AM se representaron como la razon entre la
fluorescencia de 510nm recogida tras la excitacion a 340nm y la recogida a la misma
longitud de onda tras la excitacion a 380nm (F340/F380). A partir de cada registro
representado de esta forma se analiz6 el valor medio de F340/F380 basal (3mM Glucosa),
el valor medio del F340/F380 méaximo alcanzado a cada una de las glucosas usadas (el

valor de 8 mM de glucosa corresponde al transitorio inicial de la respuesta), los
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incrementos de fluorescencia ([F340/F380]na - [F340/F380]inica) tomando como
fluorescencia inicial el valor a 3mM glucosa y la integral respecto al tiempo del segmento
comprendido bajo la curva de variacién de [Ca®']; a cada una de las glucosas testadas.
Todos estos analisis asi como el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se

realizaron con el software Origin v7.0552 (OriginLab Corp, USA).

4.2 Registro de calcio intracelular en célula B individual en islote

intacto

Para el registro de células B individuales en islotes intactos se utiliz6 una modificacion de
la técnica explicada en el apartado anterior. En cuanto a la recuperacién y cargado de los
islotes el procedimiento fue idéntico a excepcion de la sonda utilizada que fue Fluo-4-AM.
La principal modificacion responde a la utilizacion de un microscopio Axiovert 200 M con
un modulo confocal de escanéo por laser LSM 510 (Carl Zeiss, Alemania) que nos
permite, mediante la manipulacién del colimador de orificio delimitante o pinhole, obtener
secciones opticas de entre 0.5-12.4 um (en nuestro caso 8 um). La fuente de radiacion
electromagnética usada fue un laser de Argon que emite a una Unica longitud de onda (A)
de 488 nm cuya potencia se mantuvo siempre por debajo de 15 mW para minimizar la
fototoxicidad en la muestra. El objetivo utilizado fue un 40X Plan NeoFluar de inmersion en
aceite y NA 1.3 (Carl Zeiss, Alemania) y los filtros de excitacion y emisién se
seleccionaron adecuadamente para una Apagex = 506 NM y una Apayem = 526 nm del
fluorocromo. Las imagenes se tomaron con una resolucion de 256 x 256 pixeles y una
frecuencia de adquisiciéon de 0.5 Hz. Tanto el control del sistema como la monitorizacion
de la sefal se realizaron mediante el software LSM Pascal 5 proporcionado por el

fabricante (Carl Zeiss, Alemania).

Los datos referentes a estos registros se representaron como la fluorescencia recogida a

526nm en unidades arbitrarias de fluorescencia (u.a.f.)

5. REGISTROS DE ELECTROFISIOLOGIA

Los registros de electrofisiologia se realizaron usando un sistema compuesto por un
amplificador HEKA EPC-10 USB con una interfaz LIH 8+8 AD/DA integrada (HEKA
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Elektronic, Alemania) que permite un control digital de los componentes y procesos a
través del software Patchmaster (HEKA Elektronic, Alemania), sin necesidad de usar
tarjeta PCI periférica. El contacto con la célula se consigue mediante un headstage
equipado con un sistema de soporte (holder) de micropipetas que se controla
espacialmente mediante un micromanipulador motorizado modelo MP-285 (Sutter
Instruments CO, USA). El holder circunda un electrodo de plata clorurada que conecta con
el amplificador a través del headstage mediante un cable coaxial con un conector BNC.
Cuando se coloca una micropipeta este electrodo queda inmerso en la solucién interna
permitiendo el paso de corriente hacia el amplificador. Las células cultivadas en cubres de
12 mm (ver apartado 3 de este capitulo para el procedimiento de cultivo) se introdujeron
en una camara de registro modelo RC-26GLP (Warner Instruments, USA) dotada de un
sistema de perfusion por gravedad controlado por valvulas. La temperatura de la perfusion
se mantuvo a 32-35°C mediante un controlador bipolar de temperatura modelo CL-100
(Warner Instruments, USA) conectado a un in-line Heater/Cooler modelo SC-20. Las
micropipetas utilizadas se fabricaron a partir de capilares de borosilicato (Sutter
Instruments CO, USA) de 10 cm de longitud (diametro interno = 0.69 mm, didmetro
externo = 1.2 mm) utilizando un estirador de micropipetas horizontal modelo P-97 (Sutter
Instruments CO, USA) y su punta se pulié con una microforja modelo MF-830 (Narishige,
Japén), obteniéndose resistencias finales en el rango de 4-6 MQ cuando se rellenaron con
las diferentes soluciones internas. En el caso de los registros simultaneos de Cay Yy
capacitancia (C,,) se cubrié la superficie externa de la punta de la micropipeta con el
elastémero sylgard 184 (Dow Corning Europe SA, Bélgica). La sefial de corriente se filtré
a 2.9 kHz mediante un filtro pasa bajas tipo bessel de 4 polos implementado en el
amplificador. Todos los registros a excepcion de los de canal unitario se realizaron a una

temperatura de 32-35°C,

Registros de Corrientes de Ca**

Para la medida de las corriente de Ca®* se utilizé la técnica de fijacion de voltaje con
electrodo Unico en la configuracion de whole-cell estdndar con una frecuencia de
adquisicion de 10 kHz y una ganancia de 5 mV/pA. Durante estos registros las células se
perfundieron con una solucién que contenia (en mM): 118 NaCl, 10 TEA-CI, 4.8 CsCl, 1.2
MgCl,, 5 CaCl, 5 HEPES y 5 D-glucosa (pH 7.4 ajustado con NaOH). Las micropipetas se
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rellenaron con una solucién interna de la siguiente composicion (en mM): 130 CsCl, 1
MgCl,, 1 CaCl,, 10 EGTA, 3 Mg-ATP y 10 HEPES (pH 7.2 ajustado con CsOH).

El protocolo utilizado como input de voltaje para construir las relaciones corriente (Ica>")-
voltaje (Vpuso) de las corriente de Ca”" consistié en 15 barridos con un segmento inicial y
final de 20 ms a un potencial de mantenimiento (V) de -70 mV, y un segmento intermedio
de 50 ms en el que se incremento el voltaje sucesivamente de -60 a +80 mV en saltos de
10 mV (Fig 16a). Solo se admitieron como resultados validos para el andlisis aquellos que
presentaron resistencias en serie (Rg) y corrientes de leak (lea) estables y bajas
(tipicamente Rs<12MQ; la<2pA), asi como resistencias de sello (Rs0) altas (tipicamente
Rselo>3 MQ), prestando especial atencién al hecho de que no existieran diferencias

significativas en ninguno de estos parametros entre los dos grupos de estudio.

Para la medida de los parametros relativos a las corrientes resultantes se utilizd el
programa FitMaster (HEKA Elektronic, Alemania) y el procesado posterior de los datos asi
como el andlisis estadistico se realiz6 con el programa Origin v7.0552 (OriginLab Corp,
USA). Los datos relativos a la corriente de Ca® 3¢ expresan como la integral respecto al
tiempo de la corriente de entrada resultante de la activacion por el pulso despolarizante a
cada uno de los voltajes testados. Para la construccion de las relaciones densidad de
corriente (pca’’)-voltaje (Vpuiso) Simplemente se dividio en valor de la integral por el tamafio
de la célula en cada uno de los registros. La cinética de activacion de la corriente de ca”
se analizd ajustando los registros de corriente a un modelo m? de Hodgkin-Huxley
mediante la herramienta que incluye el software Fitmaster para tal fin. La cinética de
inactivacién se analizd en base a registros realizados mediante el protocolo para
corrientes de Ca®* explicado pero aumentando la duracién del segmento intermedio a
500ms. Una vez obtenidos los registros de corriente se selecciond el intervalo entre el
punto maximo y la interrupcion del pulso y se ajusté a una funcién exponencial de

segundo orden de la forma:
logz+ = b+ Aje /71 + Aze /2

Donde Ic.”" es la corriente de Ca’*, t es el tiempo, b es la linea base, A; y T, son la
amplitud y constante de tiempo del primer componente y A, y T, la amplitud y constante de

tiempo del segundo componente.

63



MATERIAL Y METODOS

Registros de corrientes de K*

Para la medida de las corrientes de K’ se utilizd la misma técnica, configuracion y
frecuencia de adquisicion que para las corrientes de Ca®* pero la ganancia en este caso
fue de 2 mV/pA. Durante estos registros las células se perfundieron con una solucién que
contenia (en mM): 138 NacCl, 5.6 KCI, 2.6 CaCl,, 1.2 MgCl,, 5 HEPES and 5 D-glucose
(pH 7.4 ajustado con NaOH). Las micropipetas se rellenaron con una solucion interna de
la siguiente composicion (en mM): 140 KCI, 1 MgCl,, 1 CaCl,, 10 EGTA, 3 Mg-ATP and 10
HEPES (pH 7.2 ajustado con KOH).

El protocolo utilizado como input de voltaje para construir las relaciones corriente (Ic")-
voltaje (Vpuso) CONsistié en 15 barridos con un segmento inicial de 100 ms a un potencial
de mantenimiento (Vy) de -70 mV, un segmento intermedio de 500 ms en el que se
incrementd el voltaje sucesivamente de -60 a +80 mV en saltos de 10 mV y un segmento
final en el que se mantuvo el voltaje a -30 mV durante 50 ms antes de volver al V,, (Fig
14b). En este caso se aplicaron las mismas restricciones que en las corrientes de ca® en

cuanto a las R, lieak Y Rsello para la validez de los resultados.

El procesado y andlisis de los datos se realizé con los mismos programas que se han
indicado para los Cay. La contribucion de la corriente de Ca** en estos registros se evalué
mediante la cuantificacion del minimo valor de corriente de entrada durante los primeros
10 ms del pulso, mientras que la contribucién retrasada de la corriente de K* se evalu6
midiendo el maximo de corriente evocada durante el pulso completo. La cinética de
activacion de la corriente de K se analizo ajustando los registros de corriente a un modelo
n* de Hodgkin-Huxley mediante la herramienta que incluye el software Fitmaster para tal
fin. La cinética de inactivacion se analiz6 en base a registros realizados mediante el
protocolo para la corrientes de K™ explicado pero aumentando la duracion del segmento
intermedio a 10s. Una vez obtenidos los registros de corriente se selecciond el intervalo
entre el punto maximo y la interrupcion del pulso y se ajusté a una funcion exponencial de

segundo orden de la forma:
-t -t
Ixg+ = b+ Ase /1 + Aze [z

Donde I es la corriente de potasio, t es el tiempo, b es la linea base, A; y T, son la
amplitud y constante de tiempo del primer componente y A, y T, la amplitud y constante de

tiempo del segundo componente.
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Registros simultaneo de corriente de Ca”"y Cp,

Los registros simultaneos de corriente de Ca** y C,, se realizaron con la técnica de fijacion
de voltaje con electrodo Unico en la configuracion de whole-cell estandar. La
monitorizacion de las variaciones de C,, se realizé gracias al modo sine+DC de la
extension Lockin implementada en el software del amplificador. Para estos experimentos
se utilizé una solucion de perfusion que contenia (en mM): 118 NacCl, 5.6 KCI, 20 TEA-CI,
1.2 MgCl,, 5 CaCl, 5 HEPES y 5 D-glucose (pH 7.4 ajustado con NaOH) y las
micropipetas se rellenaron con una solucion interna que contenia (en mM): 140 CsCl, 10
NaCl, 1 MgCl,, 0.05 EGTA, 3 Mg-ATP, 0.1 cAMP y 5 HEPES (pH 7.2 ajustado con CsOH).

Los protocolos fueron modificados para incluir un estimulo sinusoidal de voltaje de 20 mV
de amplitud y 1 kHz de frecuencia que oscila sobre un Vy, de -70 mV, lo que proporciona al
amplificador la informacién necesaria para calcular la C,, a partir de la corriente sinusoidal
resultante. Estos segmentos sinusoidales fueron interrumpidos para aplicar los pulsos
cuadrados de voltaje desde un V, de -70mV hasta OmV. La interrupcién en la medida de
C, resulta imprescindible ya que no es posible monitorizar los AC,, durante la aplicacién
de los pulsos despolarizantes debido al incremento de G que se produce por la activaciéon
de las corriente de Ca** (Lindau and Neher, 1988). La estimulacion repetida consistié en
10 pulsos cuadrados de 500ms aplicados a una frecuencia de 1Hz o de 15 pulsos
cuadrados de 50ms de duracion aplicados a una frecuencia de 10Hz en funcién del
experimento (Fig 14e y f). Para evaluar la dependencia de las variaciones de C,, respecto
al voltaje se utiliz6 un protocolo de 9 barridos en el que el segmento sinusoidal se
interumpié para aplicar pulsos cuadrados de voltaje desde -40mV hasta +40mV en

incrementos de 10mV (Fig 149 ).

El procesado y andlisis de los datos se realiz6 con los mismos programas que se han
indicado para las corriente de Ca®*. Los datos se representan también de manera analoga
a la explicada para las corrientes de Ca** y asimismo ocurre con el célculo de las cinéticas

de inactivacion.

Registros de potencial de membrana

Los registros de V,,, se llevaron a cabo mediante la técnica de fijacion de corriente en

configuracion de parche perforado. La frecuencia de adquisicion fue de 5 kHz y la
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ganancia de 5 mV/pA. Para estos registros se usé una solucién de perfusion que consistia
en (en mM): 140 NaCl, 3.6 KCI, 1.5 CaCl,, 5 NaHCO3, 0.5 MgSO,, 0.5 NaH,PO,, 10
HEPES (pH 7.4 ajustado con NaOH) y la concentracién de D-glucosa que se indica en
cada figura. La solucién interna utilizada fue (en mM): 76 K,SO,, 10 NaCl, 10 KCI, 1
MgCl,, 5 HEPES (pH 7.35 ajustado con KOH) y se afiadieron 0.24 mg/ml del antibiético
Anfotericina b que tiene la propiedad de formar poros en la membrana, lo que nos permite
tener acceso eléctrico al interior celular. Los registros se comenzaron en fijacion de voltaje
para seguir el incremento en la R hasta conseguir un valor satisfactorio (tipicamente < 50
MQ en =20 minutos), momento en el que se pasé a fijacion de corriente y se fij6 la misma
a 0 pA para registrar las variaciones de voltaje mediante un protocolo consistente en un
Unico barrido continuo de duracion no limitante. El registro de voltaje se interrumpio
brevemente en los tramos correspondientes a los diferentes estimulos para evaluar la
conductancia del Kyrp mediante rampas de voltaje. Para ello se pasé al modo de fijacién
de voltaje y se realizaron rampas de 800 ms en un rango de -100 a 0 mV desde un V,, de -

70 mV. Para cada célula se promedié la sefial de corriente de 10 rampas (Fig 14d).

El andlisis de los parametros relativos a los registros de V,,, se realizé mediante el
software Clampfit 9.0 (Axon Instruments Co) y el procesado posterior asi como el analisis
estadistico con el programa Origin v7.0552 (OriginLab Corp, USA). Para el analisis de los
V., a baja glucosa y entre espigas se eligieron segmentos de duraciéon =2min en zonas
estables y representativas de cada registro y se graficé la relacién de frecuencias de cada
V., en dicho fragmento. El histograma de frecuencias obtenido se ajust6 a una funcién

Gaussiana de la forma:

A _(Vm_#)z

e 202
oV2m

f=f+t

Donde f es la frecuencia, fy es la linea base, A es el area bajo la curva desde f,, V, es el
voltaje, u es la media y o la desviacion estandar. Las y obtenidas se promediaron para
graficar el valor de V,, alcanzado en cada segmento. El analisis de los potenciales de
accion se realiz6 mediante la herramienta ‘template search” presente en el software de
andlisis Clampfit. Esta herramienta permite utilizar un potencial de accion modelo
(template) construido en base a los registros obtenidos en los experimentos para buscar
eventos similares en los fragmentos de registro seleccionados y calcular automaticamente

todos los parametros relativos a cada evento identificado.
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Las rampas de voltaje se analizaron ajustando el tramo de -100 a -50 mV (donde no hay
contribucién de canales dependientes de voltaje) a una funcién lineal para calcular la
conductancia (G) del Karp, este valor de G se dividié por el tamafio de la célula en cada

registro para eliminar las diferencias relativas a este.

VPuIse +80 m) -70
(mV) S 1kHz
-70 — 0
-70
b 500ms 500ms
+80 20ms
oo f
m !
-30
70— Lo
C Sms
v 50ms | 7
pulse | /
mv) 0 ’—I:1O
-70
-150
9 500ms
800ms e 40
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(mV) =70 vt —
-70

-100

Fig 14. Protocolos de voltaje utilizados en los registros de electrofisiologia. (a) protocolo para
relacion |-V de canales Cay. (b) protocolo para relacion 1-V de canales Ky (c) protocolo para la
inactivacion en estado estacionario de Nay (identificacion célula B). (d) protocolo para la G del Karp.
(e) protocolo para Cay y Cn (pulsos largos). (f) protocolo para Cayv y Cn (pulsos cortos). (g) protocolo
para relacion lca”"-Cn.
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Registros de Kartp

En el caso de los registros de canal unitario (canal Karp) se utilizé un amplificador AXON
200B (Axon Instruments Co) conectado a un ordenador a través de una tarjeta de
adquisicién Digidata 1322A (Axon Instruments Co) y controlado por el software p-Clamp
(Axon Instruments Co) con un sistema equivalente al ya explicado. Los registros se
realizaron mediante la técnica de patch-clamp estandar, la sefial de corriente se filtr6 a
1kHz y la frecuencia de adquisicion fue de 10kHz. Las solucion de perfusidon usada en
este caso fue (en mM): 5 KCI, 135 NaCl, 2.5 CaCl,, 10 HEPES y 1.1 MgCl, (pH 7.4
ajustado con NaOH) suplementada con D-glucose como se indica en cada caso, las
solucién de la pipeta contenia (en mM): 140 KCI, 1MgCl,, 10 HEPES y 1 EGTA (pH 7.2

ajustado con KOH). Estos registros se realizaron a T2 ambiente (22-24°C).

La actividad del Karp se cuantificé como el producto de la probabilidad de que el canal este
abierto (Po) por el numero de canales funcionales (N) en el parche en base a secciones de
60 segundos extraidas del registro de corriente. Py se determiné dividiendo el tiempo total

gue el canal se encuentra en el estado abierto por el tiempo total de la seccion analizada.

6. IDENTIFICACION DE LA CELULAS B

La presencia de mas de un tipo celular en el islote de Langerhans (ver apartado 1 de la
introduccion) hace imprescindible la utilizacion de métodos de identificacion que nos
permitan discernir si los registros han sido realizados sobre células a, B o d. La
identificacion de las células B se llevd a cabo en base a diferentes parametros en funcién
del experimento. En el caso de las medidas ratiométricas de [Ca2+]i con la sonda fura-2-
AM la utilizacién de un microscopio de fluorescencia convencional que nos permite
recoger la sefial de varios planos focales por encima y debajo del plano ecuatorial del
islote, junto con la arquitectura caracteristica del islote de Langerhans en la que todo el
nucleo central esta formado por células 3, nos permite asumir que la sefal detectada
corresponde casi exclusivamente a la de este tipo celular. En los registros de Cay y los
registros simultdneos de Cay y C,,, se identificaron las células B en base a su tamafio y su
caracteristica dependencia de voltaje para la inactivacion de la corriente de sodio en
estado estacionario. Las células B de raton son tipicamente mas grandes que las células a
o 0 y la contribucidn transitoria de los Nay no es observada en célula B de raton a los

voltajes asociados con la fase activa de disparo de potenciales de accion, mientras que si
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se observa en células a y & de la misma especie (Gopel et al., 1999a). El tamafio de las
células se midi6 mediante la compensacion de la capacitancia a través del circuito
implementado para tal fin en el amplificador mientras que la inactivacion dependiente de
voltaje de los Nay se evalué mediante un protocolo de 16 barridos desde un V,, de -70 mV
gue constd de un primer pulso (pre-pulso) de 50 ms en el que se incremento el voltaje en
saltos sucesivos de 10 mV entre -150 y 0 mV y un segundo pulso de 5 ms con un salto de
-70 a +10 mV para comprobar la magnitud de la corriente remanente (Fig 14c). Las
corrientes resultantes se representaron frente al voltaje del primer pulso y se ajustaron a

una funcién de Boltzman de la forma:

1

(Vl/2 _Vpulsel)
1+e K

hing =

donde h;y es la amplitud de corriente expresada como fraccién de la amplitud méxima
(Max), V1o €s el voltaje al cual hjy = 0.5 y K es la pendiente. En la Figura 15 se muestran
los ajustes de Boltzman para todos los registros electrofisiolégicos realizados asi como los
valores de los parametros V,, y k obtenidos en el caso de los ratones ND y HFD. Como
referencia, las células a presentan valores del parametro Vi, en experimentos
equivalentes de = -40mV (Barg et al., 2000; Gopel et al., 2000b), mientras que en las

células 0 este valor se suele desplazar a valores de = -30mV (Gopel et al., 2000a).

En el caso de los registros de V., en células (3 aisladas en cultivo y los registros de [Ca2+]i

con sondas fluorescentes en células individuales en islotes intactos se utilizé la respuesta
caracteristica a glucosa de los distintos tipos celulares para la identificacion de las células
B. Como se ha explicado en la introduccion las células B expuestas a alta glucosa

disparan potenciales de accion que son responsables de las variaciones de [Caz+]i

que
activan el proceso de secrecion. En el caso de las células a la regulacidon que ejerce la
glucosa sobre su patron de disparo, y por tanto de secrecion, es contrario al de célula 3. A
baja glucosa la célula a dispara potenciales de acciéon de gran amplitud (tipicamente
sobrepasan los OmV) que, segin el modelo actual, disminuirian de amplitud por
inactivacion dependiente de voltaje de los canales implicados en la generacion del mismo
a alta glucosa. Esta inactivacion estaria provocada por la ligera despolarizacion que
provoca la anulacion de la corriente de K" a través del Kyrp cuando aumenta la glucosa
(Gromada et al., 2004). Por su parte, las células & muestran oscilaciones de [Ca®'];

asociadas a la generacién de potenciales de accion a [glucosale, de 3mM y el incremento
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de la misma hasta valores de 11mM no ejerce ningun efecto inhibitorio (Nadal et al.,
1999). Ademas de esta respuesta diferencial a la glucosa de los 3 principales tipos
celulares presentes en el islote, también es Util para su identificaciéon la aparicion de
actividad oscilatoria sincrénica entre diferentes células que caracteriza las respuestas de
la célula B (Nadal et al., 1999; Valdeolmillos et al., 1993).

Y
pulse
0sl V,,=-87.8t069 40
_C.E
04} ND
0.2l V1/z =-88.210.55
k=6.9310.415
00 —or T T 1
-160 -120 -80 -40

Vprepulso (mV)

Fig 15. Identificacion de las células B mediante la inactivacién de la corriente de Na® en estado
estacionario. (a) Ajuste de Boltzman de la relacion entre hiy y el voltaje del primer pulso (Vprepuiso). Se
muestran los valores de los parametros V12 y k obtenidos en el ajuste de los datos correspondientes
a los ND y HFD (b) Registros representativos de los experimentos realizados para evaluar la
inactivacién de la corriente de Na* en estado estacionario.

7. EVALUACION DEL TAMANO DE CELULAS B INDIVIDUALES
MEDIANTE TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Las células disgregadas cultivadas en cubres de vidrio de 12 mm (ver apartado 3 de este
capitulo para el procedimiento de cultivo) se fijaron por inmersion en paraformaldehido al
4% durante 12 horas, se lavaron con PBS y se sometieron a la sustitucion del H,O por
alcohol, sustancia que les da rigidez y evita que se deformen, mediante la inmersion
sucesiva en etanol al 30 %, 50 % y 70 % durante 3 minutos cada uno. Tras ello se lavaron
con PBS, se permeabilizaron con Tritdbn X100 al 0.5 % durante 30 segundos y se lavaron
de nuevo. Para evitar posibles uniones inespecificas del anticuerpo se preincubaron las

células con una solucién bloqueante de BSA al 5 % en PBS durante 1 hora, tras lo cual se

70



MATERIAL Y METODOS

sustituyd por una solucién de suero de cabra al 1%, anticuerpo anti-glucagén hecho en
ratén a una dilucién 1:500 (Sigma, Madrid) y anticuerpo anti-insulina hecho en conejo a
una dilucién 1:200 (Santa Cruz, USA) en PBS y se incubé a 4°C durante toda la noche. Al
dia siguiente se lavd el anticuerpo primario con PBS y se sustituyé por una dilucion de
suero de cabra al 1%, anticuerpo anti-raton hecho en cabra conjugado con fluorocromo
Alexa-Fluor® de Anaywex = 546 nm a una dilucion 1:500 y anticuerpo anti-conejo hecho en
cabra conjugado con fluorocromo Alexa-Fluor® de Ayavex = 488 nm a una dilucion 1:500
en PBS durante 2h a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo se
lavaron una Ultima vez, se dejaron secar y se montaron en portas con ProLong®
(Molecular Probes, Holanda) para su almacenamiento en oscuridad a 4°C hasta su

utilizacion.

Las imégenes se tomaron en el mismo sistema confocal comentado en el apartado 4.2. La
especificidad del marcaje se comprobd por la ausencia de sefial en placas donde se

omitié el anticuerpo primario durante el protocolo.

Para el céalculo del tamafio se eligieron las células positivas para el marcaje con insulina y
se midié su radio mediante las herramientas de andlisis del software LSM Zeiss Pascal 5.
A partir del radio medido, se asumid la esfericidad de las células y se calculé su superficie
mediante la formula pertinente (S = 4mr®). Una vez obtenido el dato de superficie en pm®
se transform6 a pF usando un valor de capacidad especifica de la membrana de 10
fF/um? para su comparacién directa con los tamafios obtenidos en los registros de

electrofisiologia.

Los datos referentes al tamafio de las células se presentan de dos formas en los
resultados. Por un lado se muestran la media + error estdndar de todas las células
medidas por cada uno de los dos métodos (electrofisiologia e inmunofluorescencia) y por
otro se muestra la frecuencia normalizada de los tamafios celulares medidos por cada uno
de los métodos, esta distribucién de tamafios se ajusté a una funcién Gaussiana de la

forma:

A _(p-w?

e 202
oV2m

f=f+t

Donde f es la frecuencia normalizada, fy es la linea base, A es el area bajo la curva desde

fo, p es el tamafo, p es la media y o la desviacion estandar. A partir de esta
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representacion se eligié un intervalo de tamafios que permitiera la comparacion de los
resultados en ausencia de diferencias estadisticamente significativas de este parametro,
resultando el tamafio comprendido entre 5-6.5pF indicado para tal fin (p>0.05 en todos los

€asos).

8. DETERMINACION DEL CONTENIDO Y LA SECRECION DE
INSULINA

Tras el aislamiento de los islotes se dejaron recuperar en medio de aislamiento en el
incubador a 37°C y atmésfera himeda durante 2 horas. Tras la recuperacion se formaron
grupos de 5 islotes (12 replicas por condicién) que se transfirieron a pocillos con 400ul de
una solucién de secrecion compuesta por (en mM): 140 NacCl, 4.5 KClI, 2.5 CacCl,, 1 MgCl,,
20 HEPES (pH = 7.4 ajustado con NaOH) y la concentracion de glucosa a testar en cada
caso. Después de 1 hora, se afiadieron a los pocillos 100ul de la misma soluciéon de
secrecion suplementada con 5% de BSA, se dej6é incubando a T2 ambiente durante 3
minutos y después se depositaron las placas sobre un lecho de hielo durante 15 minutos
para enfriarlas. EI medio fue recogido y la cantidad de insulina en las muestras se
determiné por duplicado mediante la técnica de Radioinmunoensayo (RIA) usando un kit
coat-a count DPC (Siemens, USA). Para obtener el dato del contenido total de insulina se
parti6 de los mismos islotes recuperados durante 2 horas. Se formaron grupos de 10
islotes y se incubaron durante toda la noche a 4°C en una solucién de lisis compuesta por
70% etanol/ 0.12% HCI, esta solucién destruye los islotes y permite la liberacién de toda la
insulina contenida en ellos. Tras la incubacion se retiro la soluciéon de etanol/HCI y se
determiné la cantidad de insulina presente mediante un kit de RIA. Una vez finalizado el
experimento, los islotes componentes de todas las muestras utilizadas tanto para la
secrecion como para el contenido de insulina se transfirieron a solucion de etanol/HCI
durante toda la noche y se determind la cantidad de proteina mediante un ensayo de

Bradford para establecer las relaciones insulina/proteina en cada replica.
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9. INMUNOHISTOQUIMICA Y EVALUACION DE LA MASA DE
CELULAB

Los pancreas completos fueron extraidos de los ratones mediante la cirugia pertinente y
transferidos a una solucion de paraformaldehido al 4% en la que se incubaron durante
toda la noche a 4°C para su fijacién. Posteriormente se embebieron en parafina y se
cortaron secciones de 5 ym de grosor mediante un micr6tomo modelo RM2245 (Leica,
Alemania). Tras su deshidratacion mediante la inmersién sucesiva en etanol al 30 %, 50 %
y 70 %, las secciones se calentaron a 100°C en presencia de 10 mM de tampédn citrato
(pH 6.0) durante 20 minutos. La actividad peroxidasa enddégena se bloqueo mediante la
incubacién de las secciones en una solucién de hidrégeno peroxidasa (3%) en metanol al
50% durante 30 minutos. Para evitar la union inespecifica del anticuerpo las secciones se
incubaron en una solucién de BSA al 3% en PBS durante 1 hora a T2 ambiente. El
marcaje posterior de las células B se realiz6 mediante una solucién que contuvo un
anticuerpo anti-insulina humana a una dilucién 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, CA), en
la que se mantuvieron las secciones toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las muestras se
lavaron y se incubaron con un anticuerpo anti-conejo biotinilado IgG (H+L) (Vector
Laboratories, CA) durante 1 hora a T2 ambiente. Para el método de formacién del
complejo avidina-biotina (ABC) se utilizé el kit Vectastain ABC (Vector Laboratories, CA)
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La actividad peroxidasa se comprobé
mediante 3, 3-diaminobenzidina (DAKO, CA). Las secciones fueron contrastadas con
hematoxilina, deshidratadas con una cadena de alcoholes y xileno y montadas en cubres.
Para la cuantificacion del &rea cubierta por células 3, las secciones fueron fotografiadas
en un microscopio invertido con un objetivo 20X y transferidas a un ordenador en el que
se realizaron las medidas mediante el software de analisis Metamorph. Por cada raton se
analizaron =2 secciones separadas 200um. Para la cuantificacion del nimero de islotes

por corte solo se tuvieron en cuenta aquellos que presentaban >5 células marcadas.

Para el calculo del tamafio de las células en los islotes intactos se partié de los mismos
cortes histologicos. Se eligieron aleatoriamente islotes pertenecientes a ratones
alimentados con dieta HFD o ND, se contd el numero de ndcleos y se calculé promedio la

razon entre el area total de cada islote y el numero de nucleos presentes en el mismo.
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10.ESTADISTICA

En todos los casos los datos se representan como la media + error estandar del nimero
de experimentos que se indica. Se consideran diferencias estadisticamente significativas

cuando se obtiene un valor de p < 0.05 al realizar una prueba t de student.
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1. Establecimiento y caracterizacion del modelo de obesidad en ratén

Tras 12 semanas los ratones C57BL/6J hembra alimentados con dieta rica en grasa
presentaron un evidente sobrepeso (Fig 16a). El promedio de los valores de peso corporal
fue de 20.5+0.27 g en los ND frente a 27.46+0.75 g en los HFD (Fig 16b).
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Fig 16. Caracterizacion del modelo de obesidad: Aspecto, pesos corporales, insulinemias y
glucemias. (a) Fotografias mostrando las diferencias cualitativas entre ratones alimentados durante
12 semanas con dieta rica en grasa (HFD) y sus controles alimentados con dieta de contenido en
grasa normal (ND). (b) Valores de peso corporal alcanzados en los dos grupos de ratones tras las
12 semanas. (c) Comparacion de los valores de glucosa plasmatica en ambos grupos en situacion
de acceso libre al alimento (Fed) o tras un ayuno de 12 horas (Fasted). (d) Igual que en (b), pero se

muestra la concentracion de insulina plasmatica. n=6 ratones para cada condicion. *p<0.05
***p<0.001.

Los niveles de glucosa plasmética en condiciones de acceso libre a la comida (fed) fueron
idénticos, con valores de 177.4+5.1 mg/dl en los ND y 178.5+4.6 mg/dl en los HFD,

mientras que si mostraron una muy leve hiperglucemia tras 12 horas de ayuno (fasted),
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con valores de glucosa en plasma de 91.5£3.50 mg/dl en los ND y 105.2+1.97 mg/dl en
los HFD (Fig 16c). Respecto a la concentracion de insulina plasmatica es necesario
destacar la marcada hiperinsulinemia que presentaron los HFD frente a sus controles, con
valores de 0.43£0.2 ng/ml en los ND frente a 1.43+0.3 ng/ml en los HFD (Fig 16d).
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Fig 17. Caracterizacion del modelo de obesidad: homeostasis de la glucosa plasmatica. (a)
Progresion de los valores de glucosa plasmatica durante un test de tolerancia a la glucosa en
ratones alimentados con dieta rica en grasa (o) comparados con sus respectivos controles (m). (b)
Igual que en (a) pero para un test de tolerancia a la insulina y representando la progresiéon respecto
al punto inicial que se tom6 como 100%. n=6 ratones para cada condicion. *p<0.05 ** p<0.01.

Con el fin de obtener una vision méas dindmica de las alteraciones en la capacidad de
mantener la homeostasis de la glucosa en estos ratones, realizamos pruebas de
tolerancia a la glucosa (GTT) y de tolerancia a la insulina (ITT). En el caso de la GTT, tras
un ayuno de 12 horas, los ratones presentaron niveles de glucosa en plasma de 95.4+4.4
mg/dl en los ND y de 105.9+3.4 en los HFD (Fig 17a), no mostrando diferencias
significativas. Una vez realizada la medida inicial se les administr6 una sobrecarga
intraperitoneal de glucosa (2g/kg) y se monitoriz6 la progresion de los valores de glucemia
en ambos grupos. Los ratones HFD presentaron diferencias significativas en las glucemias
a 15 y 30 minutos, que disminuyen a los 60 minutos, hasta desaparecer tras 2 horas,
presentando valores en este Ultimo punto de 113.0+8.4 mg/dl en los ND y 135+7.4 mg/dl
en los HFD (Fig 17a). El test de tolerancia a la insulina mostré resistencia a la hormona en
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los ratones HFD. La glucemia a tiempo 0 se tom6é como el 100% y se compard la
progresion de los valores de glucemia respecto a este punto. La disminucion de glucemia
por efecto de la insulina es mas marcada en el caso de los ND. Este efecto es evidente a
todos los tiempos examinados y presenta valores estadisticamente significativos en 15 y
30 minutos. La disminucién (respecto al tiempo 0) en estos dos puntos es del 20.1% y
48.6% en HFD y 32.6% y 55.3% en ND para el punto de 15 y 30 minutos respectivamente
(Fig 17b).
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Fig 18. Caracterizacién del modelo de obesidad: relacién glucemia-insulinemia durante una GTT
parcial. (a) Comparacion de los valores de glucosa plasmatica en ratones ND y HFD previamente a
una sobrecarga de glucosa mediante inyeccion intraperitoneal (0 min) y pasada media hora (30 min)
desde la misma. (b) Valores de insulina plasmética durante el mismo experimento mostrado en (a).
n=6 ratones para cada condicién. *p<0.05 ** p<0.01 ***p<0.001

Para evaluar de forma inequivoca que nuestro modelo se encuentra en un estadio en el
gue existe un incremento de los niveles circulantes de insulina para compensar la
resistencia observada en la ITT y mantener la glucemia estable, realizamos una GTT
parcial (solo los puntos de 0 y 30 minutos) en la que se tomaron muestras de sangre de
los mismos ratones para medir la insulina plasmética asociada a las glucemias. Las
glucemias a 0 minutos fueron practicamente iguales, con valores de 108.7+1.7 mg/dl en
los ND y de 104.1+2.2 mg/dl en los HFD, mientras que la insulinemia de los HFD presento
un aumento significativo respecto al ND, con valores de 0.14+0.01 ng/ml y 0.05+0.01
ng/ml respectivamente (Fig 18a y b). Tras 30 minutos de la administracion intraperitoneal

de 2g/Kg de glucosa las glucemias, pese a ser mayores en los HFD, no presentaron
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diferencias significativas (ND = 171.5+18.7 mg/dl; HFD = 218.6x21.5 mg/dl; p = 0.1). En
este punto la concentracién de insulina plasmatica presenté un incremento ain mayor,
con valores de 0.16+0.03 ng/ml en ND y 0.31+0.04 ng/ml en HFD (Fig 18ay b).

2. Los ratones alimentados con dieta HFD contienen mas insulina y

secretan mayores cantidades de hormona

Dado que el analisis de la insulina en plasma indicaba una actividad hipersecretora de
insulina, decidimos explorar la capacidad de secrecién “in vitro”. El andlisis del contenido y
la secrecién de insulina mostro claras diferencias entre los ratones obesos y sus controles,
aun normalizando los resultados por la cantidad de proteina para evitar diferencias
debidas al tamafio de los islotes.
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Fig 19. Secrecion, contenido y expresion de insulina. (a) Secrecion de insulina normalizada por el
contenido de proteina en grupos de islotes aislados de ratones ND y HFD incubados estaticamente
con medio de secrecion suplementado con las concentraciones de glucosa que se indican. (b) Igual
gue en (a) pero esta vez normalizada por el contenido de insulina y expresada en %. (c) Contenido
de insulina normalizado por el contenido de proteina en los islotes provenientes de los mismos
ratones que en (a) y (b). (d) Expresién del gen de insulina. n=6 ratones para cada condicion *p<0.05.

En cuanto al contenido de insulina, los ratones ND presentaron valores de 175.8+15.2
mlU/mg proteina, mientras que los ratones HFD alcanzaron valores de 302.2+19.1
mIU/mg (Fig 19c). A su vez la secrecion normalizada por contenido de proteina también
se vi6 aumentada a todas las concentraciones de glucosa examinadas. La secrecion a 3
mM glucosa en los ND fue de 6.6+1.0 pulU/mg proteina frente a los 13.7£1.9 ulU/mg
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proteina de los HFD, a 8 mM glucosa de 29.245.5 plU/mg proteina en ND y 57.4+4.0
plU/mg proteina en los HFD y a 16 mM glucosa de 109.1£15.2 plU/mg proteina en los ND
y 197.9£18.1 plU/mg proteina en los HFD (Fig 19a). La progresion de la secrecion
respecto al aumento de la glucosa del medio en ambos grupos fue la esperada
presentando los ND un incremento progresivamente mayores en 8 y 16 mM glucosa
respecto a 3 mM glucosa. Los ratones HFD mantuvieron esta misma relacién (Fig 19a y
b). Cuando se expresaron los datos de secrecién normalizados por el contenido de
insulina, se mantuvieron las diferencias significativas a 8 y 16 mM glucosa. A 3 mM
glucosa estas diferencias desaparecieron, obteniendo una secrecion de 0.05+0.008 nlU/ml
en los ND y de 0.045+0.006 nlU/ml en los HFD, a la vez que se mantuvo un incremento de
la secrecion a 8 mM glucosa (ND = 0.15+0.018 nlU/ml, HFD = 0.26£0.032 nlU/ml) y 16
mM glucosa (ND = 0.30+0.041 nlU/ml, HFD = 0.52+0.091 nlU/ml) respecto a los ND (Fig
19b). También comprobamos la expresién del gen de insulina mediante PCR,

observandose igualmente un aumento en este experimento (Fig 19c).

3. Las células B de los ratones alimentados con dieta HFD son de mayor

tamafio

Con el fin de analizar si, ademés de cambios en la capacidad secretora, los ratones
alimentados con dieta HFD presentaban cambios estructurales a nivel del pancreas,
decidimos comenzar con el estudio del tamafio celular. Las células B de los ratones
obesos presentaron una significativa hipertrofia, hecho que se comprobé por tres métodos
diferentes. Por un lado, se midi6 el tamafio celular mediante la compensacion de la
capacitancia de la membrana en los experimentos de electrofisiologia en células
disgregadas en cultivo, obteniendo una media de tamafio de 5.45+0.06 pF en los ND
frente a 6.48+0.09 pF en los HFD, lo que equivale a un incremento de 1.18 veces en el
tamafio de las células de los HFD respecto a los ND (Fig 20a). Paralelamente, se evaluo
el incremento de tamafio de las células mediante una inmunofluorescencia sobre un
cultivo de células disgregadas, en la que se eligieron células positivas para el marcaje
anti-insulina, y se midid su diametro para calcular su superficie. En este caso se
obtuvieron tamafos de 6.3+0.12 pF en los ND y 7.6+0.10 pF en los HFD (Fig 20b). Estos
tamafios, ligeramente superiores en comparaciéon con los obtenidos en los registros
electrofisiologicos, probablemente fueron debidos a que, en la realizacion del experimento,

el proceso de montaje de los cubres deforma ligeramente las células (Leung et al., 2005).
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Fig 20. Evaluacion del tamafio de las células B. (2) Tamafio medio de las células medido mediante
la compensacion de la capacitancia de la membrana en los experimentos de electrofisiologia. (b)
Igual que en (a) pero el tamafio se derivd de la medida del diametro de células positivas para un
marcaje con anticuerpos anti-insulina sobre una preparaciéon de inmunofluorescencia y
transformados a pF para su comparacion. (c) Area media de las células calculada como la razén
entre el area total del islote y el nimero de nucleos presentes en el mismo islote en cortes de
inmunohistoquimica. (d) Numero de nicleos por islote en el andlisis de (c). En la parte inferior se
muestran fotografias representativas de ND (izq) y HFD (drch) seleccionadas de la
inmunocitoquimica. El nimero entre paréntesis encima de las barras indica el nimero de células (a)
y (b) o de islotes (c) y (d) analizado para cada condicién. ** p<0.01 ***p<0.001.

No obstante, la relacion se mantuvo, con un incremento de tamafio de 1.19 veces. Por
ultimo, se comprobo que este incremento de tamafio se daba también en islotes intactos.
Para ello se realiz6 un marcaje anti-insulina en cortes de tejido pancreatico fijado y
parafinado, lo que permite la realizacion de medidas conservando la estructura nativa del
tejido. El &rea media que ocuparon las células B en islotes intactos fue de 110.97+5.0 ym?
en el caso de los ND y de 140.10+6.3 ym? en los HFD (Fig 20c), manteniéndose una vez
mas la relacién entre ambos, con un incremento de superficie idéntico al anterior de 1.18
veces en los HFD respecto a los ND. El nUmero de ndcleos por corte que se obtuvo en

esta Ultima estimacion del tamafio de las células, tampoco presentd ninguna diferencia
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entre los dos grupos estudiados. En promedio se contaron un total de 172.7+33.9
nacleosfislote en los ND y 204.4+31.0 nucleosl/islote en los HFD (Fig 20d).
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Fig 21. Distribucion de frecuencias de los tamafios de células  individuales. (a-b) Frecuencia
normalizada de tamarios entre las células 3 aisladas de ratones ND (a) o HFD (b) estimada a partir
del diametro celular medido en una imnunocitoquimica con anticuerpos anti-insulina para identificar
las células (3 y transformada posteriormente a pF. (c-d) frecuencia normalizada de tamafios entre las
células B aisladas de ratones ND (c) o HFD (d) estimada a partir de la compensacion de la
capacitancia de la membrana en los experimentos de electrofisiologia. — ajuste de Gauss de los
datos representados. delimitacion del rango elegido para la comparaciéon de los grupos en
ausencia de diferencias de tamafio (ver texto). El nimero entre paréntesis en la leyenda hace
referencia al numero de células analizadas en cada caso

A partir de estos datos se realizé un analisis mas detallado de la distribuciéon de los

tamafios de las células B. En la Figura 21 se puede observar la frecuencia normalizada de
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los diferentes tamafios y su ajuste a una Gaussiana para cada caso. Los ratones ND,
abarcaron un rango de tamafios entre 3.6pF-12pF en el analisis de la
inmunofluorescencia, y entre 4pF-7.9pF en el andlisis electrofisiolégico, mientras que los
HFD, abarcaron rangos de 4.6pF-11.6pF y 4.6pF-9.49pF en los mismos experimentos.
Los parametros derivados de la distribuciéon de Gauss fueron, y =580 yc =206y y =
741 y o’ = 3.09 para los ND y HFD respectivamente en el experimento de
inmunofluorescencia, y y = 543 y o0 =122y uy=6.35y 0 = 1.70 para los ND y HFD
respectivamente en la medida electrofisioldgica del tamafio. Estos valores concuerdan

satisfactoriamente con las medias y errores de los tamafios presentados anteriormente.

Debido a que se ha descrito una asociacién entre la capacidad secretora de las células 3
y el tamafio de las mismas (Leung et al., 2005), decidimos establecer diferentes rangos de
tamafios para la comparacion de los resultados (Rango 1: x<5pF; Rango 2: 5pF<x<6.5pF;
Rango 3: x>6.5pF). El rango 2, a partir del cual se establecieron los demas, se eligié en
base a la restriccion de no presentar diferencias estadisticamente significativas al
comparar los datos de tamafio pertenecientes a ambos grupos (Fig 21c y d). En la Tabla
3 se resume el porcentaje de células B dentro de los rangos establecidos para las
distribuciones realizadas a partr de las medidas de tamafio con técnicas

electrofisiol6gicas o inmunocitoquimicas.

electro inmuno
Rango Tamarfio (pF) % de células % de células
ND HFD ND HFD
1 <5 25 2 42 10
2 5-6.5 70 52 43 45
3 >6.5 5 46 16 45

Tabla 3. Porcentaje de células B correspondiente a los rangos establecidos en funcion de la
distribucién de tamafios mostrada en la Fig 22. Los datos se han separado en funcion del
experimento, electro hace referencia a los tamafios medidos en los experimentos de
electrofisiologia, mientras que inmuno hace referencia al andlisis realizado sobre la
inmunocitoquimica.
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4. La masa de célula B no presenta alteraciones importantes en los ratones

alimentados con dieta HFD

Uno de los procesos implicados en la respuesta adaptativa a la resistencia a la insulina y
la disfuncién progresiva de la célula B en el contexto de la DM tipo Il sobre los que se
posee mayor informacién, son las variaciones de la masa de célula B que ocupa los islotes

de Langerhans.
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Fig 22. Caracterizaciéon de la masa de célula . (a) Peso promedio de los pancreas extraidos de los
ratones alimentados con dieta ND o dieta HFD. (b) Promedio de los Porcentajes del area total
examinada ocupados por células 8 en los ratones alimentados con dieta ND o dieta HFD. (c) Masa
de célula B promedio para los ratones alimentados con dieta ND o dieta HFD obtenida del producto
del porcentaje de célula B y el peso del pancreas. Las imagenes inferiores muestran 2 islotes
representativos de los cortes realizados sobre pancreas provenientes de ratones ND y HFD. ND, n =
337 islotes; HFD, n = 506 islotes *p<0.05.
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Por ello, decidimos evaluar dicho parametro en nuestro modelo de obesidad. Los
pancreas extraidos de los ratones alimentados con dieta HFD fueron significativamente
mas pesados que los de sus respectivos controles, con valores promedio de 240.76+10.91
mg en los ND y 291.16+11.16 mg en los HFD (Fig 22a). A partir de los cortes histoldgicos
realizados con estos pancreas se cuantificd el porcentaje del area total ocupada por
células B (masa relativa), que resulté del 0.85+0.06 % en los ND y del 0.95+0.07 % en los
HFD (Fig 22b). Este valor, aunque superior en los HFD no resulté ser estadisticamente
significativo. El valor de masa absoluta de célula B resulta de multiplicar el porcentaje
anterior por el peso del pancreas. En nuestro modelo, la masa de célula B result6 de
2.03£0.13 mg en los ND y de 2.62+0.16 mg en los HFD (Fig 22c).

5. La forma del potencial de accién generado por las células 8 de los
ratones alimentados con dieta HFD presenta importantes diferencias

respecto a sus controles

El canal Katp acopla los cambios metabdlicos que producen las variaciones de [glucosa]ey
con la generacion de potenciales de accién, que a su vez incrementan la [Ca2+]i y activan
la exocitosis. Las células 8 individuales provenientes de los ratones alimentados con dieta
HFD presentaron un patrén de actividad eléctrica en respuesta a glucosa normal, pero
importantes variaciones en la forma de los potenciales de accién generados a 8 mM
Glucosa. Estos experimentos se realizaron en configuracion de perforated-patch para
preservar intacto el medio intracelular y la capacidad metabdlica de las células. Cuando se
perfundieron las células con medio suplementado con 3 mM Glucosa las células de los ND
se mantuvieron en un potencial de reposo de -78+0.7 mV y las de los HFD en un potencial
practicamente idéntico de -78+1 mV (Fig 23a y b) con una conductancia del K,rp asociada
a esta fase de 0.26+0.05 nS/pF en los ND y de 0.25+0.04 nS/pF en los HFD (Fig 23c y d).
El valor de V¢, se encuentra muy proximo al valor tedrico calculado a partir de la ecuacion
de Goldman en nuestras condiciones experimentales (V. = -84 mV con Pna /Pci= 0.1, pc’/
P = 10, p<’/ pna’ = 100 y T2 = 34°C) y, debido a la conductancia dominante del potasio a
estas concentraciones de glucosa en célula 3, también al V., de este i6n (en nuestras
condiciones experimentales V,e\,(K+) = - 101 mV). El incremento de la concentracion de
glucosa a 8 mM produjo una paulatina despolarizacién en ambos grupos hasta alcanzar el
umbral de disparo de potenciales de accion, el potencial entre espigas alcanzado en esta
fase activa fue de -56+0.7 en los ND y de -57+1.3 en los HFD (Fig23 a y b), con una
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conductancia del Katp asociada de 0.068+0.009 nS/pF y 0.054+0.009 nS/pF en ND y HFD

respectivamente (Fig23 c y d).
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Fig 23. Alteraciones en el patron de generacién de la actividad eléctrica y en la forma del potencial
de accion. (a) Registros representativos de los experimentos perforated-patch donde se puede ver la
respuesta del Vimp a 3 y 8 mM de glucosa en células B individuales provenientes de los ratones ND y
HFD, el simbolo que interrumpe el registro indica los cambios a voltaje-clamp para realizar las
rampas mostradas en (c). (b) Analisis de los experimentos mostrados en (a) donde se puede ver el
Vmb medio alcanzado a 3 y 8 mM Glucosa. (c) Rampas de voltaje representativas a 3 y 8 mM
Glucosa en células B de ratones ND y HFD. (d) Andlisis de la conductancia del Kare (Gkate) a partir
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Al analizar en detalle los potenciales de accion generados a 8 mM glucosa se observo que
no existian diferencias en el potencial a partir del cual arranca la fase ascendente,
presentando valores de -43x1 mV en los ND y -45t1 mV en los HFD (Fig23e y f).
Asimismo no se observaron diferencias en el potencial que se alcanzé en la fase
refractaria, con valores de amplitud del anti-pico de -15+0.6 mV en los ND y de -14+0.8
mV en los HFD (Fig23 e y g), ni en la frecuencia de disparo (ND = 1.4+0.3 Hz; HFD =
1.6+0.3 Hz) (Fig23i). Sin embargo, donde se encontraron diferencias significativas fue en
la amplitud del pico, con valores de 36.2+2.7 mV (pico a -6.9+2 mV) en los ND y 49+2.7
mV (pico a 3.7+2 mV) en los HFD (Fig23e y h). Como se comentar4 méas adelante en la
discusién, este incremento en la amplitud del potencial de accién puede representar un

factor importante de cara a la potenciacion de la exocitosis.

El comportamiento del Kyrp también se evalué mediante la realizacién de registros de
canal unitario en la configuracion de cell-attached (Fig 24). El analisis de estos registros
muestra que el porcentaje de la probabilidad de apertura (NPy) del diazoxido (100%)
alcanzado en ausencia de [glucosaley es de 25.54+4.18 % en los ND y 31.50+£9.38 % en
los HFD (Fig 24b). El incremento de la [glucosa]ey produce la esperada disminucién de la
NP, debido al cierre del canal tras la metabolizacion del azlcar y el aumento de la [ATP];y.
A 8 mM de [glucosaley €l porcentaje disminuye hasta 1.96+1.17 % en los ND y 2.3+1.29 %
en los HFD mientras que a 16 mM de [glucosaley la NPy es practicamente 0 (ND =
0.07+0.07 %; HFD = 0.38+0.25 %) (Fig 24b). El andlisis estadistico de las NPy, mostré
diferencias significativas dentro de cada grupo en 8 y 16mM de glucosa respecto a OmM.
Por el contrario, este mismo andlisis comparando ambos grupos a cada [glucosale,; nNO

mostrd ninguna diferencia significativa.

Fig 23 (cont) de las rampas de voltaje mostradas en (c). (e) Potenciales de accién medidos a 8 mM
Glucosa en células B provenientes de ratones ND (—) o HFD (), alineados para que coincidan
temporalmente y poder comparar diferencias en su forma. (f) Andlisis del Vi, de partida de la fase
ascendente del potencial de accion en ND y HFD. (g) Analisis de la amplitud desde el potencial de
partida hasta el anti-pico en el V¢ del potencial de accién en ND y HFD. (h) Analisis de la amplitud
desde el potencial de partida hasta el pico maximo alcanzado en la fase ascendente del potencial de
accion en ND y HFD. (i) Analisis de la frecuencia de disparo de potenciales de accion en ND y HFD.
ND, n=16 células; HFD, n= 13 células. En (f-i) se analizaron 2533 potenciales de accion para ND y
3539 para HFD. **p<0.01; ns = no existen diferencias estadisticamente significativas; &p<0.05
respecto a 3 glucosa para ND; SISp<0.05 respecto a 3 glucosa para HFD. G: Glucosa.
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Fig 24. Probabilidad de apertura del Katp a nivel de canal unitario. (a) Fragmentos representativos
los registros de Karp en configuracion de cell-attached a las diferentes [glucosalex: analizadas. (b)
Probabilidad de apertura (NPg) del Karp a las diferentes [glucosalex analizadas, representado como
el porcentaje respecto al efecto del diazéxido que se establecio como el 100%. C representa el nivel
de corriente basal, 1 el primer nivel correspondiente a la apertura de al menos un canal, 2
corresponderia a la apertura de 2 canales. Entre paréntesis se muestra el nimero de células
registradas en cada caso. “p<0.05 respecto a 3 glucosa para ND; $p<0.05 respecto a 3 glucosa para
HFD. G: Glucosa; Diaz: Diazéxido

6. Los ratones alimentados con dieta HFD muestran alteraciones en la

respuesta de las variaciones de Ca®" intracelular

El ion Ca** es un segundo mensajero intracelular implicado en la regulacién de una gran
cantidad de procesos celulares. En el presente trabajo nos interesa especialmente debido
a que el incremento de [Ca2+]i, activado por el aumento de la [glucosaley, representa la
sefial que activa la secrecion de insulina en células 3. Para evaluar las diferencias en el
comportamiento de las variaciones de [Ca2+]i entre nuestros grupos de estudio hemos
utilizado experimentos de microfluorimetria con sondas sensibles a ca® en dos
preparaciones distintas. En primer lugar, hemos realizado experimentos en islotes intactos
con la sonda fura-2-AM. Los islotes provenientes de los ratones alimentados con dieta
HFD mostraron una razén Fasf/Fsg basal a [glucosaley, no estimulatoria (3 mM)
significativamente inferior a los controles. Los valores de esta Fz40/F3g0 basal fueron de
0.68+0.010 en los ND y de 0.65+0.008 en los HFD.

Los mismos islotes sometidos a estimulacion por incremento de la [glucosa]ey hasta 8 mM

presentaron un patrén de incremento de [Ca®"]; bifasico. Este patrén, tipico de la respuesta
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del islote intacto, se caracteriza por presentar un incremento inicial transitorio cuya
magnitud desciende hasta un nivel inferior al maximo alcanzado, pero superior al nivel

basal, sobre el que se producen oscilaciones de mayor frecuencia (Fig 25a).
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Fig 25. Variacion de [Ca2+]i en respuesta a glucosa y KCI en islote intacto. (a) Registros
representativos de variaciones de [Ca2+]i en respuesta a las [glucosalex indicadas en islotes intactos
de ratones ND y HFD. (b) Registros representativos de variaciones de [Ca2+]i en respuesta a 75mM
KCI en islotes intactos de ratones ND y HFD. (c) Promedio de incrementos de fluorescencia
maximos (AF) en islotes de ratones ND y HFD a las distintas [glucosalexx que se indican. (d)
Promedio de AF en respuesta a KCI en islotes de ratones ND y HFD. (e) Analisis del area bajo la
curva (AUC) en los experimentos mostrados en (a). Entre paréntesis se muestra el niUmero islotes
registrados. G: Glucosa; Fy: Fluorescencia basal. *p<0.05

El incremento de Ca”" alcanzado durante el primer transitorio fue de 0.12+0.013 en los ND
y de 0.18+0.019 en los HFD, con diferencias estadisticamente significativas entre ambos
(Fig 25c). Un posterior aumento de la [glucosaley hasta 16 mM produjo un nuevo

incremento de la [Ca®*].. El efecto esperado con este segundo aumento de la [glucosa]ex a
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16 mM es una disminucion de la frecuencia por el ensanchamiento de las oscilaciones, no
obstante, en muchos islotes se produjo un incremento de [Ca®*];que se mantuvo a un nivel
elevado y sin oscilaciones. Este Ultimo efecto se observé tanto en los ND como en los
HFD. El incremento de [Ca®]; alcanzado a 16 mM de [glucosa]ey fue de 0.18+0.013 en los
ND y de 0.27+0.017 en los HFD (Fig 25c). También se analizd el area bajo la curva (AUC)
sobre los mismos registros de variacién de [Ca®*]. A una [glucosale; de 8 mM los ND
presentaron valores de AUC de 0.19+0.02 y los HFD un AUC significativamente superior
de 0.27£0.02 (Fig 25d). Los valores de AUC a una [glucosa]e, de 16 mM también fueron
significativamente superiores (ND = 0.38+0.032; HFD = 0.69+0.018 (Fig 25d). Estos
experimentos indican por tanto que el incremento de la [glucosaley induce sefiales de
[Ca“]i mayores en los islotes de los ratones HFD. Por ultimo, utilizamos KCI como
estimulo para investigar el efecto de una despolarizacién no dependiente del incremento
en la [ATP]i y el cierre del Karp (Fig 25b). En este caso obtuvimos incrementos de
0.48£0.045 en los ND y de 0.45+0.032 en los HFD (Fig 25e), sin diferencias significativas

entre ambos valores.
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Fig 26. Variacion de [Ca2+]i en respuesta a glucosa en células B aisladas. (a) Registros
representativos de variaciones de [Ca2+]i en respuesta a las [glucosalexx indicadas en células
aisladas en cultivo provenientes de ratones ND y HFD. (b) Promedio de incrementos de
fluorescencia (AF) en células aisladas de ND y HFD a las distintas [glucosa]ex: que se indican. (c)
Andlisis del area bajo la curva (AUC) en los experimentos mostrados en (a). Entre paréntesis se
muestra el nimero islotes registrados. G: Glucosa; Fy,: Fluorescencia basal. *p<0.05.

Una vez evaluados los resultados en islote procedimos a repetir el mismo experimento en
células aisladas. Las células aisladas en cultivo de ambos grupos mostraron una Fzso/F3go
basal ([glucosa]e, = 3 mMM) igual, con valores de 0.86+0.016 los ND y 0.86+0.018 los HFD.
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El incremento de [glucosa]ey produjo un aumento del [Ca2+]i con un patrén de incremento
muy desigual entre células, como es habitual en este tipo de preparacion (Fig 26a). El
incremento alcanzado en este caso a 8 mM de [glucosaley fue de 0.18+0.036 en los ND y
de 0.30+0.036 en los HFD, mientras que a una [glucosa]ey de 16 mM fue de 0.28+0.041
en los ND y de 0.32+0.030 en los HFD (Fig 26b). Respecto a este incremento, el Unico
valor estadisticamente significativo fue el de 8 mM. Al igual que en el caso de los islotes
también evaluamos el AUC a ambas [glucosalew. A 8 mM de [glucosale los HFD
mostraron un incremento de AUC estadisticamente significativo con valores de 1.10+0.15
en los ND y de 1.87+0.29 en los HFD (Fig 26c¢). Los valores a [glucosale de 16 mM
también fueron significativamente superiores (ND = 2.53+0.27; HFD = 3.05+0.35) (Fig
26¢).

Los registros de fura-2-AM en células aisladas en cultivo, también nos permitieron realizar
un andlisis del porcentaje de células que responden a cada una de las [glucosa]ex
utilizadas. A una [glucosa]ey Subestimulatoria de 3 mM se observaron incrementos de
[Ca“]i (independientemente de su magnitud) en un 33% de las células 3 de los ND y en
un 37% de las células 3 de los HFD (Fig 27). Tras el incremento a 8 mM respondieron el
50% de las células B de los ND y en un 79% de las células 8 de los HFD (Fig 27). Por
ultimo, el incremento a 16 mM hizo que respondieran el 63% de las células B de los ND y
el 88% de las células B de los HFD (Fig 27), indicando que el estimulo con glucosa

genera un “reclutamiento” mayor de células 3 en el caso de los HFD.
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Fig 28. Variacion de [Ca2+]i en respuesta a glucosa en célula B individual en islote intacto. (a) En la
parte superior se muestran registros representativos de células B individuales en islotes intactos de
ratones ND obtenidos tras un incremento de [glucosalex @ 11 mM (drcha), cuya posicidon se muestra
en el esquema (izq). En la parte inferior se presentan los mismos registros pero con una escala de
tiempo expandida para mostrar en detalle la sincronia de las oscilaciones de alta frecuencia. (b)
Igual que en (a) pero para células B individuales en un islote intacto de HFD. Los registros
mostrados son representativos de los resultados obtenidos en 19 células de 4 islotes de ratones ND
y en 54 células de 7 islotes de ratones HFD.

Otro de los factores determinantes de la magnitud de la respuesta exocitotica en islote
intacto es la capacidad que presentan las células B individuales de responder de forma
sincrénica cuando se conserva intacta la arquitectura del islote. Para evaluar posibles
modificaciones de esta sincronia que propicien alteraciones en la capacidad secretora de
los ratones HFD llevamos a cabo experimentos de microfluorimetria con sondas de Ca**
en islote intacto mediante microscopia confocal. Los valores promedio de Fsi basales
obtenidos a [glucosa]ey de 0.5 mM fueron de 102+7.8 unidades arbitrarias de fluorescencia
(uaf) en los ND (n = 28 células B) y de 62+3.65 uaf en los HFD (n = 56 células 3). Cuando
aumentamos la [glucosalex a 11 mM se produjo el mismo patrén bifasico de incremento de

ca” descrito para el islote intacto. Los valores de incremento de Ca* maximo en el
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transitorio inicial tras este estimulo fueron de 74+4.54 uaf y de 119+4.54 uaf en ND y HFD
respectivamente. Al igual que en los experimentos realizados en islote intacto con la
sonda fura-2-AM, tanto el Fs;o basal como el incremento de fluorescencia presentan una
diferencias estadisticamente significativa. El alineamiento temporal de estos registros nos
permitid6 evaluar posibles alteraciones de la sincronia. A este respecto, no se observo
ninguna anomalia entre los islotes provenientes de ratones ND 6 HFD, ni a nivel del
primer transitorio, ni de las oscilaciones de alta frecuencia posteriores (Fig 28ay b), por lo
que descartamos posibles efectos debidos a la modificacion en la sincronia de las sefiales
de Ca*".

7. Las células B de los ratones alimentados con dieta HFD presentan un

incremento de corriente de Ca®" proporcional a su aumento de tamafio

Debido a su papel como mediadores del influjo de ca* responsable de la generacion del
potencial de accién y la exocitosis, era necesaria la caracterizacion basica de los Cay en
nuestro modelo de obesidad. La relacion I(;a2+-Vpu|SO muestra que la dependencia de la
activacién de los Cay con el voltaje es la misma en las células 3 de los ratones obesos y
los controles (Fig 29). Ambos grupos presentan un V,, de -30mV por encima del cual la
corriente se incrementa progresivamente hasta alcanzar el médximo entre 0 y +10 mV, a
voltajes més positivos se produce una paulatina disminucién hasta que la corriente se
revierte a los +50mV. En cuanto a la magnitud de las corrientes medidas, los ratones
alimentados con dieta rica en grasa presentaban mayores corrientes de entrada de calcio,
pero densidades de corriente (corriente de entrada por unidad de superficie de membrana)
iguales (Fig 29c y d). Al establecer las relaciones Ica2+(pA)-Vpu|so(mV) se observaron
diferencias significativas en la lc,>" con Vyyso entre -10 y +30 mV. Los valores de lca”* max
se obtuvieron con Vs, de +10 mV, siendo de -121+10 pA y -173+18 pA en el caso de ND
y HFD respectivamente (Fig 29c). Al normalizar estos datos por el tamafio de la célula
para obtener las relaciones de Jcaz+(pA/pF)-Vpu|So(mV) las diferencias desaparecieron,
obteniendo valores de -24+2 pA/pF en los ND y -28+3 pA/pF en los HFD (Fig 29d). Una
representacion alternativa de estos resultados a partir del célculo de la integral de la
corriente de entrada de Ca®*, nos permitid evaluar diferencias entre los dos grupos
relacionadas con cambios en la cinética de apertura o cierre del canal. En esta nueva

representacion se observé una respuesta maxima a Vouso = +10 mV (Fig29e y f).
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Fig 29. Corrientes macroscopicas de ca®" en célula B aislada. Registros representativos de
corrientes de Ca?" a través de Cay en células B individuales aisladas de ratones alimentados con
dieta ND (a) o HFD (b), para mayor claridad solo se muestra la corriente que provoca un Vpyso =
OmV. (c) Relaciones ICaZJ'-meSO para las corrientes de Ca®" derivadas del andlisis de los registros
mostrados en (a)-(b). (d) Relaciones ch-vpmSO para las corrientes de ca”. (e) Relaciones Qc32+-
Vyouiso para las corrientes de ca®". (f) Relaciones pcazJ'-meS0 para las corrientes de ca®. La leyenda
en (c) es valida también para (d), (e) y (f). Entre paréntesis se muestra el numero de células
registradas en cada caso. *p<0.05.
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Estableciendo la relacién Qca2+(pC)-Vpu|So(mV) obtuvimos de nuevo diferencias
significativas en valores de QCa2+(maX), siendo estos -3.3+0.3 pC y -4.8+0.5 pC para ND y
HFD respectivamente (Fig 29e). Al igual que antes, la normalizacion de los datos respecto
al tamafo de la célula para obtener la relacion pc‘,312+(pC/pF)-Vpu|SO (mV) aboli6 las
diferencias, obteniendo valores de -0.63+£0.05 pC/pF en ND y -0.77+0.09 pC/pF en HFD
(Fig 29f).
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Fig 30. Cinética de activacion e inactivacion de las corrientes de ca’" en célula B aislada (a) Analisis
de la constante de tiempo de activacion (1) de la corriente de ca®" evocada por saltos de voltaje
desde un Vj de -70mV hasta valores de Vpuso entre -20mV y +30mV. (b) Analisis de la constante de
tiempo de inactivacion rapida (th1) de la corriente de Ca”" evocada por saltos de voltaje de 500ms
desde un Vj, de -70mV hasta valores de Vpuso €ntre -20mV y +20mV. (c) Andlisis de la constante de
tiempo de inactivacion lenta (th2) de la corriente de ca®" evocada por saltos de voltaje de 500ms
desde un Vy de -70mV hasta valores de Vpuso entre -20mV y +20mV. Entre paréntesis se muestra el
namero de células registradas en cada caso.

La cinética de activaciéon de la corriente de Ca®* se estimé mediante el ajuste de los
registros anteriores a un modelo m? de Hodgkin-Huxley. Con Vs, por encima del Vg, (-
30mV) la corriente de Ca®* se activa con constantes de tiempo de activacion (T,) cada vez
méas rapidas (Fig 30). La T, de las corrientes de Ca” no presentd diferencias
estadisticamente significativas a ninguno de los Vs, utilizados. Como referencia para su
comparacion se aporta el valor de la T, para un Vyus @ O mV que mostré valores de
0.30+0.02 ms en los ND y 0.29+0.02 ms en los HFD (Fig 30a). La cinética de inactivacién

se evalué mediante el ajuste a una funcién exponencial de segundo orden de las
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corrientes registradas. En este caso tampoco se encontraron diferencias significativas a
ninguno de los Vpys, Utilizados. Una vez mas, como referencia se aporta el valor de la 1, y
The Para un Vouso @ 0 mV, la 1y, alcanzo valores de 10.87+0.50 ms en los ND y 10.69+0.45
ms en los HFD (Fig 30b), mientras que la 1, alcanzo valores de 172+14.2 ms en los ND y
170+13.6 ms en los HFD (Fig 30c¢).

8. Las células B de los ratones alimentados con dieta HFD presentan

modificaciones en el comportamiento de sus corrientes de K*

Los canales Ky, junto con los K¢, juegan un papel critico en la repolarizacion del potencial
de accion de las células B, y su modulacién puede alterar las propiedades secretoras de

las mismas (MacDonald et al., 2001; MacDonald et al., 2002; Tamarina et al., 2005).
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Fig 31. Corrientes macroscopicas de K* en célula B aislada. Registros representativos de corrientes
de K" activadas por un pulso de voltaje desde un Vi, de -70mV hasta un Vpuso entre -60 y +80mV
sobre células B aisladas de ratones alimentados con dieta ND (a) o HFD (b). (c) Relacién Jx*-Vpuiso
obtenidas del analisis de la corriente maxima (inicio del pulso) alcanzada en los registros mostrados
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Por ello, llevamos a cabo una comparacion de las propiedades electrofisiolégicas de las
corrientes de K en nuestros grupos a estudio mediante técnicas de whole-cell patch-
clamp. Las corrientes de K registradas no presentan alteraciones entre ND y HFD en
cuanto a la dependencia del voltaje para su activaciéon, ambos muestran un V,, de -20mV
por encima del cual la corriente se incrementa progresivamente hasta un maximo a
+80mV de 3.04+0.2 nA en los ND y 3.32+0.2 nA en los HFD (Fig 31). El analisis
estadistico de la relacion IK+(nA)-Vpu|so(mV) no mostré diferencias entre ambos grupos a

ningun Vpuiso.
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Fig 32. Relacion entre las corrientes de ca” y K" en célula B aislada. (a) Registros representativos
de corrientes de K activadas por un pulso de voltaje desde un V}, de -70mV hasta un Vpuso entre -50
y OmV sobre células 3 aisladas de ratones alimentados con dieta HFD o ND. La linea punteada
define la corriente 0, por debajo de ella se observan las corrientes de ca* y por encima las de K*.
(b) Analisis de los experimentos mostrados en (a). La grafica inferior corresponde a las corrientes de
Ca2+y la superior a las de K*. Entre paréntesis se muestra el nimero de células registradas en cada
caso. *p<0.05.

Fig 31 (cont). en (a)-(b). (d) Relacién Jk'-Vpuso Obtenidas del andlisis de la corriente sostenida (final
del pulso) alcanzada en los registros mostrados en (a)-(b). Entre paréntesis se muestra el nimero
de células registradas en cada caso. *p<0.05.

98



RESULTADOS

No obstante, cuando procedimos a normalizar los valores de " por la C, de la célula,
para eliminar las contribuciones debidas a la diferencia de tamafio y establecer las
relaciones J¢' (NA/pF)/ Vouso(MV), se observaron diferencias estadisticamente significativas
a Vpuso €Nntre -20mV y OmV, cuando la cuantificacion se hizo en base a los valores de
corriente de K" méxima (corriente pico) al inicio del pulso (Fig 31c). Los valores de
J<'(NA/pF) en estos puntos fueron de 0.026+0.003 nA/pF, 0.075+0.006 nA/pF y
0.136+0.009 nA/pF para Vs, de -20mV, -10mV y OmV respectivamente en el caso de los
ND y de 0.016+0.003 nA/pF, 0.048+0.007 nA/pF y 0.103+0.013 nA/pF para los mismos
Vpuso €N los HFD (Fig 31c). Como comentaremos en la discusion, el hecho de que
observemos un efecto sobre los voltajes asociados con el pico del potencial de accién,

puede resultar importante para modular la forma del mismo.
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Fig 33. Cinética de activacién e inactivacion de las corrientes de K* en célula B aislada. (a) Anélisis
de la constante de tiempo de activacion (1) de la corriente de K* evocada por saltos de voltaje
desde un Vj de -70mV hasta valores de Vpuso entre -10mV y 30mV. (b) Corriente promedio evocada
por un salto de Voltaje de 10s desde un Vi de -70mV hasta un Vpuso de 30mV, donde se puede
observar que la inactivacion bifasica de la corriente de K es idéntica entre los grupos ND y HFD.
Las lineas roja y gris representan el ajuste de los datos a una exponencial de segundo orden. Entre
paréntesis se muestra el numero de células registradas en cada caso. *p<0.05.

Este mismo analisis realizado en el tramo final del trazo de corriente (corriente sostenida)
mostré que en este caso no hay diferencias estadisticamente significativas en ningin
punto (Fig 31d). Los valores de corriente sostenida en los puntos correspondientes a Vpyiso
entre -20mV y OmV en este caso fueron de 0.024+0.002 nA/pF, 0.059+0.004 nA/pF y
0.106+0.005 nA/pF para Vs, de -20mV, -10mV y OmV respectivamente en el caso de los
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ND y de 0.017+0.002 nA/pF, 0.048+0.005 nA/pF y 0.095+0.008 nA/pF para los mismos
Vpuso €n los HFD (Fig 31d). El hecho de no incluir ningiin antagonista de canales Cay
durante estos registros nos permite observar la contribucién de entrada de Ca®* a través
de ellos previa a la activacion de la salida de K" (Fig 32). Esta contribucion fue
cuantificada y a partir de ella se construyeron de nuevo las relaciones Jc.” (pA/pF)-
Vouso(MV). Al igual que sucedia en el caso de los experimentos del apartado anterior, no
existen diferencias en la densidad de corriente de Ca®" a ningln Vouse. Como referencia
para su comparacion solo citaremos el valor de la corriente activada por un Vpys, & 0mv
gue fue de -13.06+1.40 pA/pF en los ND y de -13.93+1.23 pA/pF en los HFD (Fig 32b).

La cinética de activacion de la corriente de K* se estimé mediante el ajuste de los registros
anteriores a un modelo n* de Hodgkin-Huxley. Con Vs, por encima del V,, la corriente de
K" se activa con constantes de tiempo de activacién (1) cada vez mas rapidas. Los
valores de 1, no presentan diferencias significativas entre los grupos ND y HFD salvo en
el caso del Vyyso @ OMmV en el que la estadistica si muestra significancia. Los valores
alcanzados en este punto fueron de 3.6£0.6 ms en los ND y de 5.5£0.6 ms en los HFD
(Fig 33a). en cuanto a la inactivacion de la corriente de K*, la caida observada con un
pulso mantenido durante 10 segundos desde un Vy, de -70mV hasta un Vs, de +30mV se
ajusta satisfactoriamente a una funcién exponencial de segundo orden (Fig 33b). Los
valores correspondientes a la constante de tiempo de inactivacion de la fase rapida (1n,)
fueron de 775+£9.7 ms en los ND y de 821+11.7 en los HFD, mientras que la fase lenta
arrojo valores de su constante de tiempo (1,,) de 3579+40.5 ms en los ND y 3056+48.7 ms
en los HFD (Fig 33b).

9. Las células B de los ratones alimentados con dieta HFD muestran un

incremento en su capacidad exocitética

Para dilucidar si el incremento en la secreciéon de insulina encontrado en los ratones
alimentados con dieta HFD estaba relacionado con modificaciones en el mecanismo de
exocitosis, llevamos a cabo medidas simultaneas de corriente de calcio y registros de

capacitancia de alta resolucion en células aisladas de ambos grupos.

100



RESULTADOS

1" pulso b 600 N \D *

pulso [ HFD
mv) _70 J-U-U-U-U-U-U-U-U-UL J L F
*

- ND
HLI: —"
gl
AN
L1
2s 0 -
RRP RP TOTAL
c e
100 - 4.
* =ND = ND
T 80 L& o HFD _3_; o HFD
E —~
< 60 -ﬂ;* & 173
2 o) * Q -2
®© i * =
£ 40t L ; ®
8 o5n 3 B
= °c8u < igg
Q 20} - cln dg
0' — - 1 1 1 1 1 1 O llllllllll
RRP RP TOTAL 12345678910 12345678910
pulse pulse

Fig 34. Respuesta exocitdtica a la estimulacion con pulsos despolarizantes de larga duracion. (a)
Registros representativos de los ACn, evocados por 10 despolarizaciones sucesivas de -70 mV a 0
mV y 500 ms de duracién aplicadas a una frecuencia de 1Hz para células 8 provenientes de ratones
ND (—) o HFD (), a la derecha se muestra la corriente de calcio resultante del primer pulso. (b)
Andlisis de los experimentos en (a) donde se muestra el ACy,, acumulado promedio asociado a la
liberacién de los diferentes grupos funcionales de vesiculas de insulina (RRP: Readily Releasable
Pool y RP: Reserve Pool) en ambos grupos. (c) Analisis del AC,, acumulado promedio normalizado
por el tamafio de las células. (d) Qca’" promedio asociada a cada uno de los pulsos para los
experimentos mostrados en (a). (e) Igual que en (d) pero se muestra la pc;a2+ promedio asociada a
cada uno de los pulsos Entre paréntesis se muestra el nimero de células registradas en cada caso
*p<0.05; ns = no existen diferencias estadisticamente significativas.

En una primera aproximacion, estudiamos el AC,, evocado por un tren de 10 pulsos de
500 ms (1Hz) (Fig 34a). A la [EGTA]; usada, este estimulo provoca un incremento de
[Ca2+]i méas alld del espacio submembrana donde se localizan los microdominios
funcionales asociados con el RRP (Hoppa et al., 2009). El AC,, acumulado tras los dos
primeros pulsos (asociado con la liberacion del RRP) fue de 101.0+10.8 fF (=35 LDCVs;
2.9fF/LDCV (Gopel et al., 2004)) en los ND y de 131.2+10.9 fF (=45 LDCVSs) en los HFD

(Fig 34b). El incremento acumulado en el resto de pulsos (asociado al “reclutamiento” de
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LDCVs) fue de 295.7+23.4 fF (=102 LDCVs) en los ND y de 365.0+17.2 fF (=126 LDCVs)
en los HFD (Fig 34b). Por dltimo el incremento total acumulado, desde el primer al dltimo

pulso, fue de 396.6+30.3 fF (=137 vesiculas) en los ND y de 496.2+21.4 fF (=171 LDCVs)
en los HFD (Fig 34b).
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Fig 35. Respuesta exocitética a la estimulacion con pulsos despolarizantes de corta duracion. (a)
Registros representativos de los ACy, evocados por 15 despolarizaciones (se han omitido los 4
primeros pulsos que no se asocian con la exocitosis) sucesivas de -70 mV a 0 mV y 50 ms de
duracion aplicadas a una frecuencia de 10Hz para células B provenientes de ratones ND (—) o HFD
(—), a la derecha se muestra la corriente de ca”" resultante del primer pulso. (b) Andlisis de los
experimentos en a donde se muestra el AC,, acumulado promedio asociado a la liberacion del RRP.
(c) andlisis del incremento de capacitancia acumulado promedio normalizado por el tamafio de las
células. (d) Qc‘-f+ promedio asociada a cada uno de los pulsos para los experimentos mostrados en
(a). (e) Igual que en d pero se muestra la pCaZ+ promedio asociada a cada uno de los pulsos. Entre

paréntesis se muestra el numero de células registradas en cada caso. *p<0.05; ns = no existen
diferencias estadisticamente significativas.
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Para evaluar si el incremento de exocitosis observado estaba asociado a la hipertrofia de
la célula, realizamos el mismo analisis pero corrigiendo el valor de incremento de
capacitancia de cada célula por el tamafio de la misma. Al representar los datos de esta
forma observamos que no existian diferencias en la magnitud del AC,, total (ND =
68.4+5.2 fF/pF y HFD = 75.2+3.5 fF/pF; p=0.28), ni atendiendo independientemente al
RRP (ND =17.4+1.9 fF/pF y HFD = 19.8+1.7 fF/pF; p=0.34) o al "reclutamiento” de LDCVs
(ND = 51.0+4.0 fF/pF y HFD = 55.4+2.8 fF/pF; p=0.37) (Fig 34c). La corriente a través de
los Cay medida de forma simultanea al incremento de capacitancia mostré un
comportamiento analogo al descrito anteriormente en los experimentos de Cay. La Qca”
fue significativamente superior en los HFD con valores durante el primer pulso de -
15.6+1.1 pC y de -20.5+1.4 pC en los ND y HFD respectivamente(Fig 34d), pero estas
diferencias desaparecieron al dividir los valores por el tamafio de la célula para obtener la
densidad de corriente de Ca** (ND = -2.7+0.2 pC/pF; HFD = -3.1+0.2 pC/pF) (Fig 34e). La
caida en la magnitud de la ch conforme avanzan los pulsos se debe al tiempo entre
pulsos (f = 1Hz). Esta frecuencia de estimulacion hace que, por un lado, no haya tiempo
suficiente para que el canal se recupere de la inactivacién dependiente de voltaje y, por
otro, que la [Ca2+]i no vuelva a los valores iniciales, perdiéndose fuerza electromotriz que
actle sobre este i6n. La pérdida de capacidad secretora de la célula B durante estadios
avanzados de la progresion de la diabetes tipo Il asociada a la obesidad se ha asociado a
alteraciones en la relacién LDCV-Cay en los microdominios funcionales presentes en el
espacio intracelular inmediatamente adyacente a la MP (Collins et al., 2010; Hoppa et al.,
2009). Debido a esto, decidimos utilizar como estimulo un tren de 15 despolarizaciones de
duracion similar a la del potencial de accion (50 ms; 10Hz) (Fig 35a), ya que la activaciéon
de la exocitosis con este tipo de estimulo depende de la correcta asociacién entre las
vesiculas y los Cay (Barg et al., 2002a). El incremento de capacitancia acumulado total
obtenido en estos experimentos fue de 96.1£9.0 fF (=33 LDCVs) en los ND y de
136.41+11.8 fF (=47 LDCVs) en los HFD (Fig 35b). Cabe destacar que estos valores son
muy similares a los calculados para el RRP en el experimento con pulsos de 500ms, lo
gue apoya que éste tipo de estimulacién provoca la liberacion del mismo grupo de LDCVs
(RRP).

Al igual que en el caso anterior, la correccion de estos valores por el tamafio aboli6 las
diferencias, presentando valores en este caso de 18.2+2.0 fF/pF en los ND y de 21.6+1.9
fF/pF en los HFD (p=0.23) (Fig 35c). La corriente de calcio a través de los Ca, medida

simultaneamente en estos experimentos continué comportandose de manera analoga a
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los anteriores. La Qc.”* durante el primer pulso fue de -3.64+0.25 pC en los ND y de -
4.48+0.34 pC en los HFD (Fig 35d), valores significativamente distintos y muy similares a
los obtenidos en los experimentos de Cay (ND = -3.06+0.25 pC; HFD = -4.24+0.46 pC;
Vpuso = 0 mV) ya que se usa en esta caso un estimulo de la misma duracion (50 ms). La
normalizacién de los datos por el tamafio hizo desaparecer una vez mas las diferencias,

los ND presentaron valores de -0.68+0.05 pC/pF y los HFD de -0.70+0.05 pC/pF (p=0.76)
(Fig 35e).
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Fig 36. Relacion entre el AC, maximo y el tamafio celular. (a) Relaciones entre el ACy/tamafio
méaximo y el tamafio de las células para los registros realizados con pulsos de 500ms en células
aisladas provenientes de ratones ND (m) y HFD (0).(b) Relaciones entre el AC/tamafio maximo y el

tamafio de las células para los registros realizados con pulsos de 50ms en células aisladas
provenientes de ratones ND (m) y HFD (o).

En base a los datos de incremento de C,, presentados hasta el momento, cabria esperar
gue existiese una relacion entre la capacidad exocitotica y el incremento de tamafio. No
obstante, cuando se enfrentan estos dos valores tal relacion no es directa (Fig 36). Con el
fin de investigar mas a fondo esta relacidn se calcularon los AC,, promedio, en los rangos
establecidos para realizar las comparaciones en ausencia de diferencias del tamafio. En
cuanto a los pulsos de 500 ms, las células pertenecientes al rango 2 (5pF<x<6.5pF)
alcanzaron AC,, durante los 2 primeros pulsos (RRP) de 17.5+2.2 fF/pF y 22.3+£2.5 fF/pF
en el caso de los ND y los HFD respectivamente (Fig 37a). En el resto de pulsos (RP) el
AC,, fue de 50.0£5.0 fF/pF en los ND y 62.7+4.1 fF/pF en los HFD, mientras que el AC,
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total desde el primer al Ultimo pulso fue de 66.6+6.5 fF/pF en los ND y 85.0+4.9 fF/pF en
los HFD (Fig 37a). En este mismo rango los pulsos de 50ms produjeron AC,, de 16.0+1.7
fF/IpF y 24.4+2.6 fF/pF en los ND y HFD respectivamente (Fig 37b), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas. El rango 3 (x>6.5pF) presentd valores
significativamente menores en comparacién con el rango 2. Los dos primeros pulsos de
500 ms produjeron AC,, de 13.0+2.0 fF/pF en los ND y 17.4+2.1 fF/pF en los HFD (Fig
37a). En el resto de pulsos el AC,, fue de 52.0+9.0 fF/pF en los ND y 48.5+3.2 fF/pF en los
HFD y el AC,, acumulado total fue de 65.8+10.1 fF/pF y 66.0+4.1 fF/pF en los ND y HFD
respectivamente (Fig 37a). En el caso de los pulsos de 50ms, no se obtuvieron suficientes
células controles de rango 3 para hacer una comparacion, pero en el caso de los HFD si
gue se pudo llevar a cabo dicho andlisis. Los pulsos de 50ms produjeron un AC,, menor

respecto a los controles en estas células, concretamente de 18.9+2.9 fF/pF (Fig 37b).
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Fig 37. Respuesta exocitdtica en los diferentes rangos de tamafios establecidos. (a) AC, acumulado
promedio normalizado por tamafio de los registros mostrados en la Fig 34a separados en rangos de
tamafio (ver texto). Se muestran por separado los datos correspondientes a cada grupo funcional de
vesiculas y el total. (b) ACn, acumulado promedio normalizado por tamafio de los registros
mostrados en la Fig 35a separados en rangos de tamafio (ver texto). RRP: Readily Releasable Pool
y RP: Reserve Pool. Entre paréntesis se muestra el nimero de células registradas en cada caso. ?
p<0.05 respecto al ND de su rango; b p<0.05 en la relacion que se indica; . © p=0.1 en la misma
relaciéon que se indica para b.

Para investigar en qué proporcion se puede asociar el incremento de la exocitosis con un

aumento en la eficacia del proceso de liberacién de LDCVs activado por una determinada
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corriente de calcio a través de los Cay, se determinaron las relaciones entre la entrada de
calcio acumulada corregida por el tamafio celular (Epca”) y el incremento de capacitancia
acumulado corregido también por el tamafio (ZAC,,/tamafio) durante los 10 o 15 pulsos
aplicados en los experimentos anteriores (Fig 39). Estas relaciones se ajustaron
satisfactoriamente a una funcion lineal en todos los casos (R 20.98) (Fig 39), En la Tabla
4 se muestran las pendientes (m) calculadas para estas relaciones. Cuando se incluyeron
en la comparacion del ajuste los datos pertenecientes al rango integro de tamafios no se
encontraron diferencias entre ambos grupos para los pulsos de 500ms ni para los de
50ms. Al separar los datos en rangos de tamafio tampoco se observaron diferencias
significativas en el valor de la pendiente para los pulsos de 500ms dentro del rango 2
(5pF<x<6.5pF). No, obstante si se observé un incremento en la pendiente correspondiente
al rango 2 cuando se enfrentaron los datos de los registros con pulsos de 50ms, y en este
caso, las diferencias en el ajuste si fueron estadisticamente significativas. La realizacion
de las mismas comparaciones en el caso del rango 3 permiti6 comprobar que en este
caso no existen diferencias en el valor de las pendientes al comparar los grupos ND vy
HFD.
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Fig 38. Eficacia de la exocitosis. (a) Relacion ZACq/tamafio- SAQca>" para los registros de
estimulacion repetida con pulsos de 500ms sobre células  aisladas pertenecientes al rango 2 de
tamafios. (b) Relacion SACy/tamafio- EAQca”" para los registros de estimulacion repetida con pulsos
de 50ms sobre células B aisladas pertenecientes al rango 2 de tamafios. Las lineas representan el
mejor ajuste a una funcion lineal de las relaciones obtenidas en ND (—) o HFD (—). Entre
paréntesis se muestra el niumero de células registradas en cada caso.
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500 ms 50 ms
ND HFD ND HFD
Rango | Tamafio (pF) | m (fF/pC) | n | m (fF/pC) | n | m (fF/pC) | n m (fF/pC) n
total todos 5.45+0.11 | 25 | 5.37+0.09 | 33 | 2.55+£0.06 | 24 2.93+0.04 | 24
2 5-6.5 5.62+0.08 | 19 | 5.89+0.22 | 16 | 2.20+0.03 | 18 | 3.36+0.07(*) | 12
3 >6.5 4.39+0.06 | 3 | 4.65+0.06 | 17 X 2.64+0.03 | 11

Tabla 4. Resumen de la eficacia de la exocitosis. Resumen de las pendientes calculadas a partir del
ajuste a una funcion lineal de las representaciones de Spca’ (pC/pF) Vs ZACn/tamafio (fF/pF) de los
datos obtenidos con 10 trenes pulsos desde un Vy = -70 mV hasta 0 mV de una duracién 500ms
aplicados a f = 1Hz o 15 pulsos de la misma amplitud pero de 50ms de duracién aplicados a f =
10Hz. *p<0.05.

La posible alteracién en la dependencia que presenta el AC,, con la entrada de ca’ a
través de los Cay se evalué mediante medidas de C,, intercaladas con Vs, de 500ms a
diferentes voltajes (Fig 39a). A un Vpys, de -40mV no se produce AC,, en ningin grupo.
Conforme el valor de Vs, S€ incrementa hacia valores positivos se produce un paulatino
incremento del AC,, evocado, hasta un maximo a V,us, = OmV en ambos grupos. El valor
de AC,, maximo en este punto fue significativamente mayor en los ND con valores de
56+7.2 fF frente a los 85+12.1 fF de los HFD (Fig 39b).
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Fig 39. Relacion ACm-Vpuso. (@) Registros representativos de los ACy, evocados con pulsos de
voltaje desde un Vy de -70mV hasta Vpuso de -40, 0, +10 y +20mV. (b) Andlisis de los AC, promedio
obtenidos en los experimentos mostrados en (a) con Vpuso entre -40 y +40mV. Entre paréntesis se
muestra el nimero de células registradas en cada caso *p<0.05.
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Cuando se expres6 este dato normalizado por el tamafio de la célula el valor disminuyd
hasta 9.1+1.3 fF/pF en los ND y 12.6+1.8 fF/pF y las diferencias desaparecieron. Por
encima de Vpuse = OmV los AC,, comenzaron a disminuir en ambos grupos pero las
diferencias significativas entre ND y HFD se mantuvieron hasta un Vs, de +10mV (Fig
39Db). A la vista de estos resultados es evidente que la dependencia del AC, con el Vs,
muestra un paralelismo con la dependencia de la activacién de la corriente de Ca®*,
prueba de ello es que al comparar el maximo de corriente de Ca”" activada durante el
mismo experimento este mostr6 la misma dependencia por el Vpyso, €On un valor maximo
a Vpuso = OmV de -11.8+1.5 pC en los ND y de -20.9+3.8 pC en los HFD. Como en el caso
del andlisis de las corrientes de Ca®*, este Ultimo valor fue significativamente diferente

entre ND y HFD y dichas diferencias se abolieron al normalizar por el tamafio celular.
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DISCUSION

El estudio de la obesidad como factor determinante asociado a la aparicion de resistencia
a la insulina 'y a la DM tipo Il, se ha convertido en uno de los mayores retos para la ciencia
basica y la investigacion clinica actual. La célula B ha demostrado estar dotada de una
alta plasticidad que le permite modular su respuesta secretora en relacién a los
requerimientos que le dicta la sensibilidad a la insulina. Durante los estadios pre-
diabéticos asociados con la obesidad se produce una caracteristica resistencia a la
insulina en los tejidos periféricos, que la célula B contrarresta mediante una adaptacion
compensatoria caracterizada por una marcada hiperinsulinemia. Esta respuesta tiene
implicaciones decisivas en el desarrollo de la DM tipo Il, ya que el grado en el que la
célula B sea capaz de suplir las “nuevas” exigencias de disponibilidad de insulina
determinara que el enfermo progrese, a través de una paulatina disfuncién, hacia la etapa
de hiperglucemia severa que identifica el estado abiertamente diabético (Kahn et al.,
2006). En el presente trabajo, hemos explorado el efecto que tiene la obesidad sobre la
funcion y estructura de las células 3 en etapas tempranas del desarrollo de la diabetes
tipo Il. Basdndonos en nuestros resultados, los islotes de Langerhans pertenecientes a los
ratones obesos presentan una actividad secretora mayor. Este incremento podria

explicarse en base a los siguientes cambios y adaptaciones:

e Las células B de los ratones obesos disparan potenciales de accion de mayor
amplitud.

o Este tipo de disparo lleva asociado un aumento de la entrada de Ca” a través de
los Cay.

e Elincremento en las sefiales de [Ca2+]i potencia la exocitosis a diferentes niveles.

Estos aspectos sobre la modulacion de la funcionalidad de las células f son sumamente
importantes, ya que hasta el momento, las compensaciones que se producian en el marco
de la obesidad como consecuencia de la resistencia a la insulina, y que se barajaban
como causantes del aumento en la secrecion, radicaban principalmente en aspectos
morfoldgicos y estructurales, como los cambios en la masa de célula 8 (Butler et al., 2003;
Hull et al., 2005; Lingohr et al., 2002; Sachdeva and Stoffers, 2009; Sone and Kagawa,
2005; Terauchi et al., 2007).

111



DISCUSION

1. Modelo de obesidad

Los estudios que utilizan modelos basados en dietas han protagonizado un incremento
exponencial en los Ultimos afos, debido a la posibilidad que representan de inducir
obesidad y desérdenes metabdlicos en ratones que se asemejan a la sintomatologia tipica
de estas alteraciones en humanos. No obstante, esta aproximacién no esta exenta de
problemas, ya que la aplicacién de disefios experimentales diferentes en cuanto a la cepa
de ratén, el género, la composicion o modo de preparacion de la dieta y los periodos de
tratamiento, pueden generar comportamientos metabdlicos muy desiguales que dificultan
la comparacion de los resultados obtenidos por diferentes laboratorios (Buettner et al.,
2007).

En el presente estudio, hemos establecido un modelo de obesidad en ratones hembra
inducida por dieta que presenta sintomas tipicos de los estados pre-diabéticos. La
eleccion de los parametros relativos al establecimiento del modelo se ha basado en
estudios previos que abordan las mismas fases de la progresion de la DM tipo Il.
Asimismo, la eleccién del género, se ha realizado en base a la comprobacién de que las
hembras de C57BL/6J se vuelven resistentes a la insulina con relativa rapidez, pero no
suelen desarrollar DM tipo Il, ya que presentan una mayor proteccién que los machos
frente al desarrollo de esta patologia (Ahren and Scheurink, 1998; Fex et al., 2007; Reimer
and Ahren, 2002). Su idoneidad para el estudio planteado, se ha comprobado mediante la
caracterizacion del perfil metabdlico de los ratones obesos, y su comparacién con los
pertinentes controles. En concreto, nuestro modelo de obesidad presenta una leve
intolerancia a la glucosa, asi como resistencia a la insulina y una marcada
hiperinsulinemia. En base a estas caracteristicas, y a que los valores de glucemia no
presentan diferencias destacables entre los ratones obesos y sus controles, podemos
concluir que nuestro modelo se encuentra en un estado de compensacion, en el que
existe un incremento de la cantidad de insulina disponible en plasma para suplir las

mayores exigencias de sus tejidos diana y mantener la normoglucemia.

Como se ha avanzado en la introduccién, la hiperinsulinemia compensatoria observada
frecuentemente en los individuos obesos, que presentan resistencia a la insulina, puede
resultar principalmente de la aportacion de modificaciones estructurales y/o funcionales.
La participacion de las alteraciones en la masa de célula 3, como factor critico entre los
mecanismos de la respuesta adaptativa a la obesidad, ha sido comprobada tanto en

ratones como en humanos (Butler et al., 2003; Hull et al., 2005; Lingohr et al., 2002;
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Sachdeva and Stoffers, 2009; Sone and Kagawa, 2005; Terauchi et al., 2007). Sin
embargo, la contribucién de una posible modificacion funcional que participe en esta
respuesta adaptativa, resulta todavia incierta. A través de la caracterizacion del modelo de
obesidad establecido en nuestro laboratorio, el presente estudio demuestra, por primera
vez, multiples alteraciones en la funcién de la célula B que pueden intervenir en el
incremento de los niveles de insulina plasmaticos caracteristicos de las fases de

compensacion en la progresion de la DM tipo .

2. Alteraciones estructurales

2.1. Efecto de la dieta sobre el tamano de las células B pancreatica

El andlisis estructural del modelo utilizado en el presente estudio, demuestra que las
células B pertenecientes a los ratones obesos son de mayor tamafio por término medio,
gue las de sus controles. Esta hipertrofia adaptativa ya ha sido descrita en modelos de
obesidad inducida por dieta similares al nuestro (Ahren et al., 2010). Debido a que no
hemos encontrado diferencias significativas en el nimero medio de células por islote
durante el andlisis del tamafio en cortes histolégicos, este aumento de tamafio, podria
explicar las potenciales variaciones en la masa de célula B sin la aportacion de un
incremento en la proliferacién celular. No obstante, seria indispensable un andlisis
especifico del proceso de proliferacién y apoptosis en nuestro modelo para validar dicha
conclusién. A este respecto, resulta interesante sefialar que las implicaciones funcionales

gue se derivan de modificaciones en el tamafio celular son practicamente desconocidas.

Recientemente, se ha descrito un mecanismo por el que los NEFAs pueden controlar el
volumen celular a través de la modulacion de canales VRAC (Volume Regulated Anion
Channels), y que estos mismos canales, podrian intervenir en los efectos activadores o
inhibidores que ejercen los NEFAs en estadios previos o posteriores a la disfuncion
progresiva ocasionada por la lipotoxicidad (Best et al., 2011). Independientemente de esta
posible participacién de los VRAC, resulta conceptualmente interesante plantear que, en
base al modelo de arquitectura del dominio local de A[Ca2+]i responsable de la liberacion
del RRP, el aumento de la superficie que acompafia al crecimiento en tamafio llevaria
asociada la incorporacion de mas LDCVs a la MP (asumiendo una relacién LDCV-

Cay/um? constante), con el consiguiente incremento de exocitosis. Como se detallara a
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continuacién, la densidad de corriente de Ca** en nuestro modelo de ratones obesos no
presenta diferencias con los controles, y una de las potenciales explicaciones para este
resultado, es que el nimero de Cay HVA-tipo L se incremente en proporcién al aumento
de tamafio. Basandonos en los valores de densidad de Cay en célula B (=1 Cay/um?),
medidos mediante analisis de fluctuaciébn no estacionaria (Barg et al., 2001), podemos
estimar el nimero de Cay en funcién de nuestros tamafios (¢ = 10 fF/pmz). En base a ello,
podemos calcular que los ratones obesos tendrian =100 Cay mas que los controles. Si
ademéas asumimos la estequiometria de 1LDCV:3Cay, descrita en la bibliografia para
célula B (Barg et al, 2001), los ratones obesos podrian formar =35 “complejos
exocitoticos” mas que los controles. Estos “complejos exocitéticos” extra, producirian un
incremento tedrico de =1.2 veces en la secrecion de los ratones obesos respecto a sus
controles, valor no muy alejado de los =1.7 veces mas secrecion que hemos medido por
RIA con 8mM de glucosa. Cuando comparamos estos valores tedricos con los resultados
reales de exocitosis siempre resultan en una estimacion al alza ya que, por un lado, la
asociacion en “complejos exocitéticos” de los LDCVs puede estar influenciada por otros
procesos celulares, y por otro, no todos los LDCVs asociados tienen por qué encontrarse
en un estado de alta competencia para su liberacion (Barg et al., 2001). A pesar de estas
discrepancias en los valores concretos, este planteamiento representa de forma clara
coémo se puede incrementar la exocitosis afectando solamente al tamafio celular, y

asumiendo que el numero de células no varia.

Este marco conceptual puede llevar a concluir erroneamente, que el mecanismo celular
por el que se incrementa la secrecion en el ambito de la compensacion funcional,
descansa simplemente en un incremento de tamafio de la célula (a mayores
requerimientos, mayor tamafo). No obstante, los incrementos y reducciones en el
volumen celular, también se han relacionado con la regulaciéon de procesos fisioldgicos
entre los que se encuentran la proliferacion y la muerte celular (Lambert et al., 2008). Este
Ultimo podria representar un punto de regulacién, que limita la capacidad de la célula  de
incrementar su tamafio. Ademas, como comentaremos posteriormente, los resultados del
presente trabajo demuestran que no es ésta la situacion, ya que no son las células mas

grandes las que presentan incrementos de C,, mayores.

Por otra parte, también se ha descrito la participacion del citoesqueleto sobre multiples
niveles de la regulacion de la homeostasis del volumen celular (Lambert et al., 2008).

Debido a que, precisamente, la remodelacién de la barrera submembrana de F-actina, se
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baraja actualmente como uno de los factores que influyen sobre la dinamica exocit6tica de
los LDCVs en célula B (Seino et al., 2011), es posible que los procesos de variacion de

tamafio, remodelacion del citoesqueleto y exocitosis también estén relacionados.

2.2. Efecto de la dieta sobre la masa de la célula B pancreaticas

La consecuencia logica de que las células que mayoritariamente componen los islotes de
Langerhans aumenten su tamafio, seria un incremento en el porcentaje del area que
ocupan las células B respecto al area total del pancreas. Sin embargo, nuestro analisis de
la masa relativa de célula B muestra una tendencia al alza que no llega a ser
estadisticamente significativa. Pese a que, en el caso de los islotes de ratones obesos, la
masa absoluta de célula B si muestra un valor significativamente superior, esto puede ser
debido simplemente a que los pancreas son de mayor tamafio, es decir, existen mas
islotes del mismo tamafio en un area mayor. Algunas de las posibles explicaciones para
un aumento del tamafio de la célula B, que no provoque un incremento porcentual
asociado del area total ocupada por este tipo celular son: a) que los ratones obesos
tengan menos islotes de mayor tamafio, b) que la distribucion de los tamafios de las
células B dentro del mismo islote 0 entre islotes varie 0 ¢) que exista una disminucion en
el area ocupada por los otros tipos celulares (a y ) que complete la célula . Respecto a
la primera opcion, en base a nuestro trabajo sobre los cortes histolégicos hemos visto que
el tamafio medio de los islotes analizados no es diferente entre ambos grupos. Sin
embargo, el nimero de islotes totales en HFD estd aumentado respecto a los controles,
este incremento puede estar asociado a un aumento en el numero de islotes de menor
tamafio, mientras que la cantidad de islotes mayores es practicamente igual en los dos
grupos (datos no mostrados). La segunda opcién, implica que dentro de un mismo islote
un porcentaje de células B aumente de tamafio, mientras que otro disminuya, o que
ciertos islotes presenten una proporcién mayoritaria de células grandes, mientras que en
otros, el porcentaje mayoritario corresponda a células de tamafio reducido. No obstante, si
este fuera el caso, y ademéas asumimos que la disgregacion mecanica y posterior cultivo
de las células no afecta a esta segregacion de tamafios, nuestro analisis de la distribucion
de frecuencias deberia haber puesto de manifiesto la existencia de ambas poblaciones de
células. La tercera opcion, requeriria de un analisis especifico de la masa de células no-8
en nuestro modelo. No obstante, si podemos adelantar que al calcular la diferencia entre

el area total por islote analizado y el area correspondiente a célula B no parece que haya

115



DISCUSION

diferencias (datos no mostrados). Resulta evidente que la validacion de cualquiera de
estas opciones, requeriria un andlisis en profundidad de la arquitectura celular del islote
de Langerhans. No obstante, pese a que la evaluacién morfolégica del pancreas a escala
de islote resulta relativamente sencilla, el analisis “in situ” de las células que lo componen

presenta importantes dificultades técnicas que no se han abordado en el presente trabajo.

Varias publicaciones han indicado que la masa de la célula 3 en condiciones de obesidad
y resistencia a la insulina estd muy aumentada (Butler et al., 2003; Hull et al., 2005;
Lingohr et al., 2002; Sachdeva and Stoffers, 2009; Sone and Kagawa, 2005; Terauchi et
al., 2007). En nuestro modelo, donde analizamos las primeras etapas de la resistencia,
observamos una tendencia al alza que seguramente alcanzaria un punto mas avanzado si
analizdsemos estadios posteriores. Es probable que en este mismo modelo estas fases

avanzadas estén también asociadas a un incremento significativo de masa de célula .

3. Alteraciones funcionales

3.1. Efecto de la dieta sobre el contenido y la secrecién de insulina

El andlisis radioinmunométrico del contenido de insulina, asi como la expresién génica,
muestran que los islotes de los ratones obesos contienen més insulina que los controles.
Este incremento no se debe a un aumento en la masa de célula B de los islotes, ya que
las diferencias se contindan observando tras normalizar los resultados por la cantidad de
proteina, lo que corrige las diferencias debidas al tamafio. Ademas, coincidiendo con otros
estudios (Reimer and Ahren, 2002; Sone and Kagawa, 2005), los islotes provenientes de
ratones obesos secretan mas insulina cuando se estimulan con concentraciones de
glucosa altas, efecto que tampoco es dependiente del tamafio puesto que los datos se
normalizaron por el contenido total de insulina. Por Ultimo, es importante sefalar que este
incremento de secrecion de insulina se mantiene cuando representamos los resultados
como porcentaje del contenido. Estos resultados sugieren que, si bien el mayor contenido
de insulina puede explicar en parte el incremento en los valores de secrecion, las células
B de los islotes provenientes de los ratones obesos, muestran una mejora de su
capacidad secretora desde un punto de vista funcional. Otros trabajos han sefialado una

disminucién en la capacidad secretora (Collins et al., 2010), posiblemente esto se debe a
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que se han estudiado etapas mas avanzadas de la obesidad en las que comienza a

producirse un deterioro en las células 3 que favorece la progresién hacia la DM tipo |l

3.2. Efecto de la dieta sobre las variaciones de Ca?" intracelular

La caracterizacion de diferentes puntos clave del acoplamiento estimulo-secrecién en los
dos grupos de estudio, mostré importantes modificaciones en los ratones obesos en
comparacion con sus controles. La medida ratiométrica de las variaciones de [Ca2+]i
mediante la sonda fura-2, demuestra que en los ratones obesos existe un incremento
mantenido de la disponibilidad del i6n. Atendiendo a los resultados en células
individuales en cultivo, hay que resaltar primero el hecho de que en los ratones obesos un
~25% mas de células B responden a un incremento de [glucosale, desde 3 mM hasta 8 y
16mM. Si trasladamos estos resultados al islote intacto, podrian suponer que, a una
determinada [glucosale, por encima del umbral de activacion de la secrecion de insulina,
se “reclutarian” un mayor nimero de células activas para aportar magnitud al incremento
de secrecién resultante. Si esto fuese cierto, la secrecidn légicamente aumentaria, incluso
en el caso de que la funcion de cada célula B individual no estuviese aumentada. Esta
opcién se apoya en estudios con ratas SHR que, al igual que los ratones obesos,
presentan hiperinsulinemia para compensar la resistencia periférica a la insulina. Estos
estudios plantean que, el mecanismo de compensacion se basa en una alteracion del
metabolismo por la que se produce un incremento en la sensibilidad de la célula B a la
glucosa, debida a un aumento de la actividad catalitica de la GK (Chen et al., 1994). Un
posible desplazamiento de la dependencia de la fase activa de disparo hacia valores de
glucosa mas bajos, también se apoya en el hecho de que, el cultivo “in vitro” de islotes en
presencia de elevadas [NEFAs] caracteristicas de la lipotoxicidad asociada a la obesidad y
la DM tipo Il, reduce significativamente la conductancia del Karp y provoca que un =30%
de las células B generen potenciales de accion incluso a [glucosalex; de 1 mM (Olofsson et
al., 2007). Aunque otros estudios sobre el efecto de los NEFAs, reportan precisamente el
efecto contrario sobre la conductancia del Karp en células 8 de rata (Zhao et al., 2008), el
aumento de la sensibilidad a la glucosa y la disminucidon de la conductancia del Kap,
podrian contribuir a la explicacién de por qué en nuestro modelo encontramos diferencias
en el porcentaje de respuesta celular en cultivo a [glucosalex subestimulatorias (3mM) y
también podrian estar relacionados con el incremento de secrecion observado en los

islotes provenientes de los ratones obesos a esta misma [glucosale. A pesar de que
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representa una posibilidad interesante, en nuestros experimentos resulta complejo
descartar una posible “contaminacion” de la respuesta con células no-f en el cultivo a baja

concentracion de glucosa, en cuanto a las sefiales de ca*.

Centrandonos en la magnitud de la respuesta de [Ca2+]i, las células B aisladas en cultivo
provenientes de los ratones obesos muestran valores de disponibilidad de [Ca2+]i
superiores tras la estimulacién con 8 mM glucosa y una tendencia en el mismo sentido a
16 mM glucosa. Los valores de [Ca®']; basal medido a una [glucosalex de 3 mM, son
virtualmente idénticos entre ambos grupos en esta preparacion, lo que elimina la
posibilidad de que los aumentos en la respuesta tras la estimulaciéon sean debidos a un
incremento en la fuerza protdn motriz que actla sobre el Ca”. El valor medio de la razén
Fs40/F380 méxima es superior en los ratones obesos, lo que nos indica que los niveles de
[Ca2+]i alcanzados son mayores. En relacion a ello, es necesario aclarar que los valores de
[Ca2+]i reportados mediante la utilizacion de sondas fluorescentes solo nos informan de las
variaciones globales de [Ca2+]i Yy No nos sirven para resolver los fuertes gradientes que se
generan desde la MP hacia el interior de la célula. Pese a que estos gradientes son
decisivos para evaluar los procesos dependientes de las altas [Ca2+]i generadas en los
‘complejos exocitoticos” inmediatamente adyacentes a la MP, responsables de la
liberacién rapida del componente correspondiente al grupo RRP (Ammala et al., 1993b;
Barg et al., 2002a; Barg et al., 2001; Bokvist et al., 1995; Olofsson et al., 2002; Rorsman

?*]; observado en

and Renstrom, 2003), el incremento moderado pero sostenido en la [Ca
el presente estudio, ha sido relacionado con un aumento significativo de la capacidad
exocitotica de la célula B por movilizacion de LDCVs desde la reserva intracelular

(Gromada et al., 1999; Jing et al., 2005).

Los datos correspondientes a los experimentos de fura-2 en la preparacion de islote

**].. En este caso, los valores de

intacto muestran también un mayor incremento de la [Ca
[Ca*"]; basal son ligeramente inferiores en los ratones obesos, pero esta diferencia no es
suficiente para aportar una variacion de fuerza protdon motriz que afecte a los incrementos
de [Ca2+]i tras la apertura de los Cay. Los ratones obesos muestran valores de [Ca2+]i
basal un =4.34% menores que los controles; si utilizamos este valor para calcular la
variacion en el Vg, del Ca®" debido a esta disminucién mediante la ecuaciéon de Nernst
([Ca*"lex: = 2.5mM; [Ca**];e = 100nM; T2 = 32°C) podemos comprobar que, para un pulso
de voltaje a -10mV (valor aproximado del voltaje alcanzado en el pico del potencial de

accion), el aumento de la fuerza proton motriz es solamente de un =0.4%, a igualdad del
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resto de parametros relacionados con la magnitud de la corriente de Ca*. Este
incremento resultaria poco determinante como factor promotor de una mayor entrada de
Ca’ a través de los Cay. Sin embargo, no hemos encontrado diferencias a 8 ni 16 mM
glucosa en cuanto a los valores medios de la razén Fz4/Fzg maxima en islote intacto
durante el primer transitorio caracteristico de la respuesta inicial. Esto plantea el hecho de

2*], menor, debe entrar una mayor cantidad de Ca**

gue, partiendo de un nivel basal de [Ca
para alcanzar las mismas [Ca2+]i méaximas. Como ya hemos sefialado, la magnitud de la
corriente de Ca®* se incrementa en relacion al tamafio de la célula individual en nuestro
modelo, lo que podria suponer que una mayor cantidad de Ca®* entra en las células B de
los ratones obesos a través de los Cay, pero ésta se diluye en un volumen mayor,
resultando en una [Ca“]i similar entre ambos grupos. No obstante, a continuacion
detallaremos como el analisis de los potenciales de accién generados por las células B
aisladas de ratones obesos, muestra alteraciones que apuntan a una potenciacion de la
entrada de Ca®* a través de los Cay. Estas aparentes discrepancias podrian indicar que,
los procesos encaminados a fortalecer la respuesta exocitdtica durante el proceso de
adaptacion funcional en células aisladas, no tendrian un reflejo total con las
modificaciones observadas en los islotes intactos. No obstante, el andlisis de la variacion
de [Ca®], a través del calculo del area bajo la curva (mediante la integracién del tramo
correspondiente a cada una de las glucosas testadas), nos ha permitido comprobar que el
[Ca“]i se mantiene elevado durante mas tiempo. Al igual que ocurria en el caso de las
células aisladas en cultivo, esto puede resultar en una mayor participacion del mecanismo
de rellenado de vesiculas desde el grupo de reserva que incremente la tasa de exocitosis
de ritmo lento tras el primer transitorio de la secrecién (Gromada et al., 1999; Jing et al.,
2005).

El andlisis de las variaciones de Ca” intracelular en células B individuales en islotes
intactos mediante microscopia confocal, muestra también diferencias en la respuesta de
los ratones obesos. En estos experimentos, observamos un incremento de fluorescencia
mayor en los islotes de ratones obesos bajo un estimulo de 11mM de glucosa, lo cual
indicaria que en estos ratones la glucosa provoca mayores cambios en la [Ca®],
coincidiendo con los resultados de fura-2-AM y microscopia convencional. No obstante,
hay que tener en cuenta que, a diferencia del fura-2, las medidas de confocal no son de
tipo ratiométrico y no corrigen las variaciones de sefial por efecto de los cambios en
parametros como el cargado de la sonda, lo que hace que las primeras sean mas

2+]i-

adecuadas en cuanto a la monitorizacién de las variaciones de [Ca Esto puede
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significar que los valores observados en estos experimentos podrian no corresponden a
cambios “reales” en la [Ca®']; sino a las variaciones en alguno de estos parametros. Por
encima de esta limitacion, las medidas de variacién de Ca** intracelular mediante sondas
no ratiométricas nos permiten analizar procesos como la sincronia en la respuesta de las
células B individuales vy la frecuencia de las oscilaciones de Ca®* mantenidas tras el primer
transitorio (Nadal et al., 1999; Quesada et al., 1999; Quesada et al., 2006). En relacion a
ambos parametros, hemos encontrado que la capacidad de acoplamiento de las sefiales

de Ca®* es similar en ambos grupos.

Como se ha adelantado en la introduccion, la capacidad de respuesta sincrénica del islote
permite que la magnitud de la secrecidn no esté supeditada a la heterogeneidad de las
respuestas individuales de cada célula, lo que permite que las respuestas sean mas
vigorosas (Pipeleers, 1992; Salomon and Meda, 1986). En base a nuestros resultados, las
alteraciones en la sincronizacion no estarian detras de las modificaciones en la
funcionalidad de los islotes aislados de los ratones obesos. De este analisis se deduce de
forma directa que las oscilaciones han de tener la misma frecuencia, hecho que se

comprobd mediante el pertinente analisis.

3.3. Efecto de la dieta sobre el patron de actividad eléctrica y la actividad
del KATP

El patrén de actividad eléctrica generado por las células B aisladas en cultivo, muestra
resultados muy interesantes y aporta la base para explicar los incrementos de [Ca2+]i
descritos en las secciones anteriores. En primer lugar, es necesario resaltar que los
registros de V., ho muestran diferencias en cuanto a la dependencia de glucosa de las
fases activas y silentes entre los ratones obesos y controles. Este resultado se antoja
interesante en base a la posible desviacion de la dependencia de la fase activa de disparo
hacia valores mas bajos de glucosa (Olofsson et al., 2007). EI método elegido para
identificar las células B en nuestros experimentos de monitorizacion del V., plantea
restricciones a la hora de abordar este problema de forma eficaz, ya que en nuestro caso,
no hemos considerado como célula B cualquiera que disparase potenciales de accion a
baja glucosa, debido a que esta caracteristica suele ser mas propia de células alfa
(Rorsman et al., 2011a). No obstante, resulta poco probable que éste sea el mecanismo

implicado en la modificacién funcional adaptativa en nuestro modelo de obesidad, debido
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a que nuestros resultados muestran que a la misma [glucosaley No existen diferencias en
los valores de V., entre potenciales de accién, ni en la frecuencia de disparo,entre los
ratones obesos y sus controles. Dichas diferencias podrian surgir de variaciones en el
nivel del V,,, de la fase activa fruto de las alteraciones en la conductancia del Karp tal
como se ha observado entre los efectos de la lipotoxicidad “in vitro” (Olofsson et al., 2007).
En nuestro caso, no sélo no hemos encontrado ese tipo de alteraciones, sino que la
interrupcién de los registros de V., en los tramos correspondientes a la fase silente y
activa para evaluar la conductancia del K rp tampoco muestra ninguna diferencia en este
parametro, siendo los valores obtenidos equivalentes a los descritos en la literatura con
preparaciones similares (Olofsson et al.,, 2007). En relacion a esto, tampoco hemos
encontrado diferencias significativas en cuanto a la probabilidad de apertura del Karp €n
registros de canal unitario a las diferentes [glucosas]ey utilizadas. A la vista de estos
resultados, no hemos considerado necesario realizar un estudio especifico de la
sensibilidad del Karp al ATP o la cinética de apertura y cierre del canal, ya que estos
factores solo intervendrian en una eventual variacion de los tiempos de transicion entre
fases activas y silentes. Por tanto, en base a lo presentado aqui, cabria pensar que los
eventos previos a alcanzar el umbral de generacién de potenciales de accion, no tendrian
un impacto determinante como participantes en la generacion de las diferencias en cuanto

a la magnitud de la respuesta de Ca>* en nuestro modelo de obesidad.

El analisis detallado de los potenciales de accién generados a una [glucosale de 8 mM
muestra un incremento en la amplitud de los potenciales de las células (3 aisladas de los
ratones obesos. Este incremento no es el resultado de variaciones en el V., de partida de
la fase ascendente, ya que éste no presenta diferencias entre los dos grupos de ratones.
Por tanto, podemos asegurar que los potenciales de accién de los ratones obesos
alcanzan V., mayores. En base a este resultado, nos planteamos la siguiente pregunta
¢Puede el incremento de la amplitud del potencial de accién producir una potenciacioén de

2+]i como el observado en nuestros

la exocitosis a través de un aumento de la [Ca
experimentos de microfluorimetria?. La reciente revisiébn sobre la participacién de los
canales Kc,1.1 en la generacion del potencial de accion en célula B llevada a cabo por
varios laboratorios, es un buen punto de partida para contestar a dicha hipétesis
(Houamed et al., 2010; Jacobson et al., 2007; Jacobson et al.,, 2010). Estos estudios,
muestran que la inhibicion del canal K¢a1.1 con paxilina incrementa la amplitud del
potencial de accion, sin afectar al V., de la linea base, la anchura o el V,, del periodo

refractario, y ademas, aumenta la secrecién de insulina un =67%. Estos trabajos han
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resultado en la proposicion de un modelo alternativo de generacion del potencial de accion
en célula B, que otorga un papel predominante al Kc,1.1 en las fases iniciales de la
repolarizacion del potencial de accién y reevalla la contribucion de los Ky. Mas aun, el uso
como estimulo de potenciales de accién modelados a partir de registros en presencia (alta
amplitud) o ausencia (baja amplitud) de paxilina en registros de action potential-clamp, ha
permitido comprobar que los potenciales de accion de alta amplitud generan corrientes de
ca® un =12% mayores, y que una fraccién considerablemente superior de la misma, se
activa durante la lenta despolarizacion que precede a la rapida subida del potencial
(Houamed et al., 2010). Estos dos efectos podrian resultar en un incremento de la
liberacién exocitética por potencial de accién (Ammala et al., 1993b) y en un aumento del
namero de vesiculas que entran en alta competencia para su liberacién previo al estimulo
(Gromada et al., 1999) respectivamente. Estas modificaciones explicarian por tanto el
incremento en la secrecién observado en presencia del antagonista (Houamed et al.,
2010). Trasladando estas observaciones previas a nuestro modelo, resulta llamativo que
el efecto de la dieta HFD sobre la forma del potencial de accion generado en células 3
aisladas en cultivo encaja perfectamente con el descrito mediante la inhibicién de los
canales Kcgl.1. En nuestro modelo, no observamos diferencias en parametros
determinantes de la forma del potencial como la duracion, o el potencial alcanzado
durante el periodo refractario. La ausencia de estos efectos es sumamente importante en
base a la proposicion clasica del modelo de repolarizacion del potencial de accién en
raton. Segun el mismo, el principal canal implicado en dicho proceso seria el Ky2.1, cuyo
bloqueo, también produce un incremento de secrecién de insulina dependiente de una
mayor entrada de Ca®*. No obstante, la potenciacién de la exocitosis que promueve la
inhibicion del Ky2.1 descansa en otro tipo de modificaciones. La disminuciéon de la
conductancia del K,2.1 produce potenciales de accion mas anchos, en los que se observa
una significativa disminucion del potencial alcanzado en el periodo refractario y solo se
afecta marginalmente a la amplitud (Herrington, 2007; Herrington et al., 2006). A la vista
de nuestros resultados, no parece que las modificaciones observadas en la forma del
potencial de accion generado por las células B de los ratones obesos se expliquen

mediante la modulacién de canales Ky2.1.

Otros parametros derivados del analisis de los potenciales de accidon que apoyan un
incremento en la corriente de Ca® son los relacionados con las velocidades de
despolarizacion y repolarizacion. En base a la equivalencia dV,,/dt = -I/C,,, cabria suponer

gue, en las células de mayor tamafio como las nuestras, la velocidad de variacién del V,,
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en las fases de subida y repolarizacion de las espigas deberia ser menor. Sin embargo, la
mayor amplitud encontrada en los potenciales de accién generados por los ratones
obesos no esta acompafiada de ningin cambio en el retraso temporal para alcanzar el
valor de maxima despolarizacién. Esto se produce a costa de un incremento en la
velocidad de subida del =26% respecto a los controles. El hecho de que esta velocidad
aumente de forma casi significativa, plantea la posibilidad de un incremento en la corriente
de Cca® responsable de la despolarizacién rapida del potencial de accién. EI mismo
razonamiento se puede aplicar para explicar el incremento en la velocidad de
repolarizacion observado en los potenciales de los ratones obesos. En este caso resulta
interesante que los experimentos de fijacion de voltaje utilizando potenciales de alta
amplitud como estimulo muestran, ademas del incremento en la corriente a través de Cay,
un aumento de 4 veces en la corriente de potasio dependiente de Ky (Houamed et al.,
2010).

3.4. Efecto de la dieta sobre las corrientes de Ca** dependientes de
voltaje

Algunos trabajos sobre el efecto de los NEFAs “in vitro” han reportado la modulacién de
los canales Cay por estos metabolitos (Feng et al., 2008; Olofsson et al., 2007; Olofsson et
al., 2004). Ademas, otros autores han caracterizado los efectos “in vivo” de dietas HFD
sobre aspectos relacionados con la exocitosis dependiente de la entrada de Cca®" através
de los Cay y los propios Cay, planteando el hecho de que este canal no presenta
alteraciones evidentes (Collins et al., 2010). La caracterizacién de las propiedades del
canal Cay en nuestro modelo de obesidad, muestra diferencias significativas en relacion a
lo propuesto en estos trabajos. En primer lugar, hay que sefialar que las propiedades
electrofisiol6gicas de los Cay aportadas en la presente tesis se ajustan perfectamente a
las descritas en la literatura para las medidas de corriente de Ca** en célula B con
condiciones de registro similares (soluciones intracelulares con Cs** como catién principal)
(Gilon et al.,, 1997; Leung et al., 2005; Vignali et al., 2006). Por otro lado, existe un
desplazamiento de =10 mV en la dependencia de la corriente de Ca®" por el Vyuso entre
los registros de Cay Yy los de Ky, que puede ser debida a la diferente [Caz+]ext utilizada en
funcion del experimento ([Ca”Jexx= 5 MM en los registros de Cay; [Ca*Jex = 2.5mM en los

registros de Ky). Este tipo de desplazamientos en la dependencia por el Vs, a diferentes
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[Ca2+]ext ya han sido descritos en célula B (Plant, 1988), y no tienen por qué afectar a la

comparacion de los resultados entre ambos grupos de ratones en nuestro trabajo.

Nuestros resultados, plantean que existe un incremento de corriente de Ca®" proporcional
al aumento de tamafio de las células, que proporciona valores de densidad de corriente
similares. Asumiendo que la conductancia unitaria del canal no varia, este incremento
podria estar relacionado con un aumento del nimero de canales (N), o con una mayor
corriente de Ca** por Cay (sin variaciones de N) Ambas opciones, tendrian un impacto
decisivo sobre la capacidad exocitética de la célula B. Por un lado, ya hemos comentado
como el potencial aumento del nimero de canales Cay HVA-tipo L (Cay1.2), resultante del
incremento de tamafio, podria elevar significativamente la cantidad de “complejos
exocitoticos” formados en la MP, e incrementar la magnitud de la primera fase de la
secrecion. Por otra parte, debido a la dependencia que presenta la tasa de exocitosis con
la [Ca2+]i (Barg et al., 2001), el aumento de la corriente de ca” por Cay podria llevar
acompafiado una respuesta exocitética mas vigorosa. Sin embargo, respecto a este Ultimo
efecto, hay que tener en cuenta que dicha dependencia no es lineal, sino que su relacién
se ajusta a una funcion de Hill (Barg et al., 2001). Esto, junto con el hecho de que las
[Ca“]i efectivas para producir exocitosis en los dominios funcionales, estan cerca de los
valores de saturacion del proceso (Barg et al., 2001), establece un limite en la
potenciacién de la exocitosis producida por un incremento en la entrada de ca®* através

de los Cay.

En base a los valores de densidad de canales Cay en células 8 presentados anteriormente
(=1 canal/um?), y de la magnitud de la corriente medida en las células B de nuestros
ratones obesos y controles (ND = -140pA; HFD = -195pA), podemos calcular que el
namero de canales tedrico necesarios para alcanzar el incremento de corriente observado
en los ratones obesos tendria que ser de =760 (=215 Cay méas que los controles). No
obstante, en base al mismo valor de densidad, hemos calculado que nuestro incremento
de tamano supondria un aumento de =100 Cay en las células 3 de los ratones obesos
respecto a los controles. Luego, incluso en el caso de que el incremento de corriente de
Ca®' resultase de un aumento en el nimero de Cay, estos deberian teéricamente corregir
esta discrepancia entre ambos valores mediante un ligero incremento de la corriente de
Ca” por Cay (=0.07pA/Cay). El potencial efecto sobre la amplitud de la corriente de Ca**

resulta interesante, no solo en base a su participacién en el proceso de exocitosis, sino a
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la posible contribucién de este incremento en la modificacion de la amplitud del potencial
de accién observada en los experimentos de perforated-patch.

Un factor adicional a tener en cuenta es la segregacion funcional que se ha descrito entre
los canales Cay presentes en la célula 3. Como se ha presentado en la introduccion, los
canales Cay HVA-tipo L (Cayl.2) estan fisicamente ligados a la maquinaria exocitética a
través del fragmento “synprint” y, por tanto, intimamente asociados al proceso de
liberacién de las LDCVs pertenecientes al RRP (Schulla et al., 2003; Wiser et al., 1999),
mientras que los canales Cay HVA-tipo R (Cay2.3) han sido relacionados principalmente
con el proceso de “rellenado” de las LDCVs implicado en las fases posteriores a la
liberacién del RRP (Jing et al.,, 2005). Por tanto, el impacto sobre la secrecién que
provocaria un incremento de un tipo especifico de Cay seria obviamente distinto. Los
experimentos de caracterizacibon de la corriente de ca* presentados aqui, no
responderian completamente a dicha cuestién, pero si es importante sefialar que la
inclusién del antagonista especifico de canales Cay, HVA-tipo L (Cay1.2) nifedipina en el
medio que bafia las células, produce una disminucién equivalente en la corriente de ca®
de los ratones obesos y sus controles (resultados no mostrados), lo que plantea que el
potencial incremento de corriente por aumento del nimero de canales no se produce por

un incremento preferencial de este subtipo de Cay,.

Por Gltimo, hay que tener en cuenta que la caracterizacion de las corrientes de Ca®* que
se ha llevado a cabo en el presente estudio, ha sido realizada en configuracion de whole-
cell estandar. En dicha configuracion de registro, el medio intracelular se dializa en el
mayor volumen de la pipeta, con la consiguiente pérdida potencial de factores de
regulacion, metabolitos etc....esto quiere decir que, una eventual modulacién bioquimica
de la amplitud de la respuesta del canal Cay no seria apreciable en nuestros
experimentos. En este sentido, la modulacién de la probabilidad de apertura del canal Cay
(Smith et al.,, 1989b) y el proceso de exocitosis por compuestos derivados del
metabolismo de la glucosa como el NADH (MacDonald, 2011) ya ha sido descrita en
célula B. Igualmente’, es importante sefialar que esta modulacién por parte de
metabolitos, podria estar también implicada en el efecto sobre la amplitud del potencial de
accion observado, y sobre los incrementos en las sefiales de Ca”*"detectados mediante

microfluorimetria en los islotes de ratones obesos.

Tanto la cinética de activacién como la de inactivacion, no presentan diferencias entre

nuestros grupos de estudio. Esto reduce la posibilidad de una posible modificacion de la
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magnitud de la entrada de ca” por efecto de la modulacién de estos parametros. No
obstante, esta posibilidad no se puede desestimar por completo debido, una vez mas, al
efecto de dialisis del contenido intracelular, que pueda eliminar potenciales intermediarios
gue alteren las propiedades cinéticas de los Cay. La ausencia de efecto sobre la cinética
de inactivacion del Cay puede representar una prueba indirecta de que la magnitud de la
corriente no esta alterada. Si este fuera el caso, habria que esperar una variacién en este
parametro ya que presenta una manifiesta dependencia con la entrada de ca” (Plant,
1988; Rorsman et al., 2011b).

3.5. Efecto de la dieta sobre las corrientes de K™ dependientes de voltaje

Al igual que ocurria en el caso de los Cay, también se han descrito acciones de los NEFAs
sobre las corrientes de K* (Feng et al., 2006). Debido a ello y al hecho de que la
modulacién de la corriente de K* a través de los canales Ky 6 K¢, puede provocar efectos
significativos en las variaciones de [Ca2+]i y la secrecion de insulina (MacDonald et al.,
2001; MacDonald et al., 2002; Tamarina et al., 2005), resulta interesante evaluar los

posibles efectos de la dieta HFD sobre estas corrientes.

Las corrientes de K' registradas sobre las células B de ratones obesos muestran leves
pero importantes modificaciones respecto a las de sus controles. Si bien es cierto que la
reduccion de la amplitud de la corriente de K* observada entre -20 y OmV es muy
pequefia, ésta abarca el rango de V., correspondientes al pico del potencial de accién en
célula B. El hecho de que esta disminucién de corriente se produzca precisamente sobre
estos V,, plantea la posible relacion de este efecto con el incremento de la amplitud del
potencial de accion reportado en los experimentos de perforated-patch. Como ya hemos
sefialado en varias ocasiones, la reciente revision del modelo de generacion del potencial
de accion, que postula la importancia critica de los canales Kc,1.1 en las primeras fases
de la repolarizacion (Houamed et al., 2010), resulta especialmente relevante en base a los
efectos observados en nuestro modelo de obesidad. Ademas, este canal resulta
interesante también en relacibn a la modulacién de la exocitosis, ya que tras un
incremento de [Ca’"];, la activacion del flujo de salida de K* a través de los K¢, produce la
repolarizacion del V,,, limitando la entrada de este i6n y afectando a la cinética de los
incrementos transitorios de [Ca2+]i y, por tanto, a las vias de sefializacion que se regulan

por estos cambios locales en la [Ca2+]i (Fakler and Adelman, 2008). El alcance de nuestra

126



DISCUSION

caracterizacion de las corrientes de K* no permite concluir de forma tajante la participacion
del canal K¢,1.1 en la modificacion de la forma del potencial de accién observada en los
ratones obesos, ya que no hemos utilizado herramientas farmacolégicas para separar las
contribuciones relativas de Ky y K¢, a la corriente total. No obstante, podemos analizar
ciertas caracteristicas que podrian resultar relevantes a este respecto. En primer lugar, las
diferencias significativas en la amplitud de la corriente de K* presentes en el andlisis de la
relacion I|<+-Vpu|So resultantes del maximo de corriente, desaparecen cuando establecemos
la misma relacién mediante el analisis de la corriente de K* mantenida al final del pulso de
500ms. En base esta diferencia podriamos sefialar que en la corriente de K* observada en
las células B de los ratones controles, existe una mayor contribucién de una conductancia
de rapida inactivacién que en las de los ratones obesos. Este comportamiento cinético
puede deberse a una mayor contribucién de canales Kc,1.1 a la corriente de los ratones
controles, hecho que se ha descrito previamente por otros autores (Smith et al., 1990b).
No existen indicios de esta diferencia en la cinética de inactivacién cuando realizamos
experimentos especificos para medir este parametro, sin embargo, hay que resaltar el
hecho de que, en estos ultimos, el Vs, utilizado fue de +30mV. A este Vs tampoco
encontramos diferencias en el resto de experimentos, ya que parece que los efectos se
restringen a un rango de Vpus, especifico. En relacion a esto, cuando se enfrentan las
corrientes de entrada de Ca** y salida de K" generadas en los mismos registros, podemos
comprobar como los Vpyso @ l0s que se presentan las disminuciones de la corriente de K",
coinciden con el maximo de corriente de Ca”* evocada. Debido a gue se ha demostrado la
presencia de macrocomplejos de membrana formados por canales Cay y Kcal.1
intimamente asociados, en los cuales, la corriente de K' a través de los Kggl.1
(dependiente de Ca2+) esta determinada por la dependencia de voltaje y el curso temporal
de las corrientes de Ca®" a través de los Cay (Berkefeld and Fakler, 2008; Berkefeld et al.,
2006), el paralelismo entre los efectos observados en ambas corrientes, podria indicar una
menor activacion de los Kca1.1 y explicar porque no vemos efecto sobre la inactivacion a
+30mV. A este respecto, también resulta interesante que la corriente de K* de los ratones
obesos muestra constantes de tiempo de activacion (1,) mas lentas a Vpuso de -10 (no
significativa) y OmV. El hecho de que los canales K¢,1.1 se activen con 1, mas rapidas
qgue los Ky (Satin et al., 1989), podria de nuevo relacionar dicho efecto con una menor
participacion de los Ke,1.1 en la corriente de K generada a estos Vpuiso- Otro factor a tener
en cuenta sobre la participacién de canales Ky 0 Kc; en la generacion de los efectos
observados en la amplitud de los potenciales de las células B de los ratones obesos es,

como ya se ha sefialado, que el efecto de la inhibicion de los canales Ky no produce este
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tipo de modificaciones en la forma del potencial de accion (Ashcroft and Rorsman, 2004;
Herrington, 2007; Herrington et al., 2006). No obstante, desconocemos el efecto que
puede tener una pequefa disminucién de la amplitud de la corriente a través de los Ky
restringida a un rango de potenciales determinado. Por ello, no podemos descartar
completamente la posibilidad de que nuestros efectos estén mediados por una modulacién

de la conductancia de estos canales.

A pesar de los indicios presentados sobre la participacion de los canales Kc,1.1 en los
efectos observados en la generacion de potenciales de accion, somos conscientes de que
los resultados presentados aqui no son concluyentes y que resulta imprescindible aportar
informacion adicional en relacién a este canal. La razén por la que no hemos conseguido
resolver de forma clara la contribucion del canal Kc; se encuentra sin duda en las
condiciones experimentales utilizadas. Es una practica comun en los registros de whole-
cell patch-clamp, incluir altas concentraciones de diferentes quelantes de ca* (EGTA Yy
BAPTA principalmente) para mimetizar las bajas [Ca2+]i y favorecer la consecucién y
estabilidad de los registros (Jackson, 2001). En el caso de las corrientes de K
presentadas en esta tesis, se han utilizado soluciones intracelulares con fuertes
condiciones amortiguadoras ([EGTAJi;, = 10mM; [Ca®] =2.5mM). Debido a la
codependencia del Cajl y el voltaje que presenta el K¢,1.1, dichas condiciones dificultan
el registro de estos canales (Satin et al., 1989). La razén de este efecto es que las
diferencias en concentracién y propiedades cinéticas del quelante utilizado conforman
diversos perfiles de disminucién de [Ca2+]i desde el vestibulo de entrada de Ca®" a través
del Cay. Por esto, en funcién de la distancia entre el foco de entrada de ca* y el
componente que muestra dependencia por él (en este caso el K¢,1.1) la utilizacion de uno
u otro quelante y/o concentracion del mismo, determinara que el sensor de ca®* se vea
afectado por el i6n (Fakler and Adelman, 2008). A este respecto, resulta interesante
sefialar que condiciones de registro similares a las nuestras ([EGTA]ix = 10mM; [Ca®']; =
1mM), no han resultado problematicas a la hora de registrar evidentes corrientes de K* a
través de Kca1.1 en células B humanas, especie en la que se le han asignado funciones
equivalentes a las comentadas, y cuyo bloqueo también produce un incremento de la
amplitud del potencial de accién (Braun et al., 2008). Estas diferencias en el efecto del
EGTA podrian estar relacionadas con modificaciones en la arquitectura de los
macrocomplejos de membrana (Fakler and Adelman, 2008) entre células  de diferentes
especies, 0 con alteraciones de los mismos en el proceso de disgregacion y cultivo de las

células.
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3.6. Efecto de la dieta sobre la exocitosis y la dindmica de las vesiculas

de insulina

La caracterizacién detallada del proceso de secrecién hormonal mediante medidas
bioquimicas y experimentos de capacitancia, ha permitido proponer un modelo por el que
se postula la existencia de diferentes grupos funcionales de vesiculas de secrecion en
funcion de su estado de competencia para ser liberados (Neher, 1998). Las células 3 han
demostrado ajustarse a ese modelo (Rorsman and Renstrom, 2003). De la totalidad de
LDCVs presentes en el interior de la célula 3, apenas un =5% se encuentra “anclado” a la
MP y un 0.5-1% est& disponible para su liberacion inmediata (RRP) (Kanno et al., 2004;
Rorsman and Renstrom, 2003). Este ultimo grupo, engloba tanto los LDCVs intimamente
asociados a los Cay, que se liberan con una minima latencia tras el estimulo (“anclados” y
“maduros”), como los que requieren de pequefias modificaciones quimicas (“anclados” e
“inmaduros”) y se liberan inmediatamente después (Barg et al., 2002a). En el presente
estudio hemos utilizado experimentos de monitorizacion de las variaciones de C,, para
evaluar las alteraciones en el proceso de exocitosis de este grupo de LDCVs en las
células B de los ratones obesos. En una primera aproximacion, hemos utilizado una
estimulacion repetida con 10 pulsos de larga duracion (500ms; 1Hz). Es necesario aclarar
gue este tipo de estimulacion, provoca la liberacidn de la practica totalidad de los LDCVs
pertenecientes al RRP durante los 2 primeros pulsos (Gillis et al.,, 1996; Kanno et al.,
2004), tras lo cual, la exocitosis contina a un ritmo significativamente menor debido al
“reclutamiento” de nuevos LDCVs. El concepto de “reclutamiento” en este tipo de
experimento no implica necesariamente que las LDCVs pertenecientes al grupo de
reserva (RP) se desplacen “largas distancias” para incorporarse a la MP (Rorsman and
Renstrom, 2003). Por el contrario, se ha demostrado que en célula 3 el RRP representa
una pequefia fraccion (3-15%) del numero total de LDCVs “ancladas” a la MP (Barg et al.,
2002a; Olofsson et al., 2002; Rorsman and Renstrom, 2003) y que, simplemente con la
aportacion de este grupo de LDCVs “pre-anclado”, la secrecion de insulina estimulada por
un aumento de la [glucosa]. puede extenderse tedricamente durante =2 horas (50 LDCVs
de la primera fase + 120 minutos de exocitosis a 5 LDCVs/min) (Rorsman and Renstrom,
2003). El segundo tipo de estimulo utilizado (15 pulsos de 50ms a 10Hz), se ha elegido
debido a que nos permite un andlisis de los eventos exocitéticos que se producen en
dominios funcionales mas restringidos del espacio submembrana. Esto se debe a que los

pulsos repetidos de 500ms producen un A[Ca2+]i en el espacio submembrana més alla de
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la evocada por los pulsos de 50ms, y por tanto una “expansion” de los microdominios de
Ca®* (Hoppa et al., 2009).

En nuestro modelo, el AC,, registrado en las células 3 de los ratones obesos, presenta un
aumento significativo respecto a sus controles en el caso de la liberacién del RRP y del
posterior “reclutamiento” de LDCVs. Este incremento, se produce con un aumento
proporcional de la Qe equivalente al descrito en el andlisis de las corrientes de ca”. En
relacion a los resultados de los experimentos de caracterizacion de la corriente de Ca’",
hemos comentado que el incremento observado (sin variacion de la densidad de
corriente), podria estar ocasionado por un aumento en el nimero de canales Cay 0 la
magnitud de la corriente a través de los mismos. Esta dualidad, ha de ser considerada a la
hora de buscar un posible mecanismo para el aumento de la tasa de exocitosis observada
en nuestros resultados de monitorizacién del AC,,. Como hemos comentado, la potencial
presencia de més Cay en la MP de las células 3 de los ratones obesos podria suponer la
formacion adicional de =35 “complejos exocitéticos”, lo que supondria un incremento del
=~19% respecto al valor calculado a partir de la superficie promedio de las células B de los
controles y la relacion 1Ca\,/pm2 (Barg et al., 2001). Debido a que, posiblemente, los dos
meétodos utilizados para resolver la contribucion del RRP suponen la “contaminacién” de la
respuesta con un pequefio grupo de LDCVs que no pertenecen a él, este valor no esta
muy lejos de la diferencia de AC,, obtenido durante los dos primeros pulsos de 500ms
(28%). Ademads, es interesante sefialar que existen estudios histologicos mediante
microscopia electronica, que demuestran un incremento del nimero de vesiculas por
célula B en animales sometidos a dietas HFD (Souza-Mello et al., 2011). Pese a que estos
estudios no analizan especificamente el incremento de vesiculas ancladas a la MP, es
igualmente interesante considerar un posible efecto de este incremento en el nimero de
vesiculas en el contexto de nuestros resultados. En relacién a este ultimo punto, el hecho
de que el AC,, acumulado en los pulsos que siguen a los 2 primeros (“reclutamiento”)
también sea mayor en los ratones obesos, podria explicarse por este aumento del nimero
de LDCVs en la cercania de la MP (sin alteraciones en la corriente de Ca®"). En relacién a
los efectos sobre la exocitosis de un posible aumento de la corriente de Ca®*, habria que
tener en cuenta la arquitectura de los dominios funcionales de Ca*. Como hemos
comentado, estos dominios se conforman con una estequiometria de 1LDCV:3Cay y se ha
comprobado cémo esta organizacion mejora el rendimiento de la exocitosis evitando la
influencia del comportamiento estocéstico de las aperturas de un unico canal (Barg et al.,

2001). Por tanto, la correcta organizacion de los “complejos exocitoticos” ha de influir
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decisivamente en la eventual potenciacion de la exocitosis por un aumento de corriente a
través de los Cay. Un ejemplo de la importancia del mantenimiento de la arquitectura de
estos “complejos exocitéticos” es el reciente modelo propuesto como explicacién al fallo
en la secrecion de insulina en estadios avanzados de la progresion de la DM tipo 1l. Segun
este modelo, el deterioro de la capacidad exocit6tica no se produce por alteraciones en la
generacién de potenciales de accion, sefializacién intracelular y/o canales de Ca*, sino
por la alteracion de la relacién Cay-LDCV en los complejos exocitéticos (Collins et al.,
2010; Hoppa et al., 2009).

En base a las posibilidades comentadas, el hecho de que los efectos sobre el AC,, se
anulen cuando se normalizan los datos por el tamafio de las células registradas, hace
pensar en una relacion entre el aumento en magnitud del efecto y el mayor tamafio de la
célula. No obstante, y como ya se ha adelantado, cuando enfrentamos los datos de
tamafio con la respuesta de AC,, maxima, podemos comprobar que no son las células
mas grandes las que secretan mas LDCVs (tanto en los pulsos de 500ms como de 50ms).
Existe un rango de tamafios intermedio (5pF<x<6.5pF), donde se produce el incremento
de respuesta significativo, en contraposicion a uno mayor que no ve modificada su
capacidad secretora en comparacién con los controles. Este tipo de relaciones entre la
capacidad secretora y el tamafio celular ya han sido descritas en el caso de las células f3
pancreaticas, y en estos mismos estudios se descartaba una posible explicacion basada
en diferencias en la corriente a través de canales Cay, (Leung et al, 2005).
Alternativamente, otros estudios han puesto de manifiesto una relacién entre la hipertrofia
y la desdiferenciacion celular dependiente de altos niveles de c-myc (Asghar et al., 2006),
mecanismo que podria estar detras de la perdida de funciéon de las células de mayor
tamafo. Sin embargo, salvo algunos ejemplos aislados como estos, no abundan trabajos
qgue profundicen en los mecanismos que median en las consecuencias funcionales de la
hipertrofia en célula B, quiza debido a que en las preparaciones de células pancreaticas
disgregadas se suelen elegir aquellas de tamafios méas grandes para evitar registrar otros
tipos celulares (las células a y & son de menor tamafio). De nuestros resultados se deriva
el potencial impacto que tendria esta heterogeneidad funcional en relacion al tamafio para
el desarrollo de la DM tipo Il. La separacion de los resultados por rangos de tamafio
también nos ha permitido constatar diferencias en cuanto a la “eficacia” de la exocitosis.
En el caso de las células de tamafios intermedios, la magnitud de la respuesta exocitética

frente a una determinada densidad de corriente de Ca®* esta aumentada en las células B
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de los ratones obesos. Este resultado apunta, una vez mas, a una modificacién funcional

que mejora el rendimiento secretor de la célula 3 en este rango de tamafio especifico.

Por dltimo, hay que recordar una vez mas que la exocitosis de las LDCVs depende en
gran medida de la entrada de Ca?" através de los Cay. Debido a esta relacién la magnitud
de ambos procesos muestra un gran paralelismo, es decir, la dependencia de Vs, para la
activacion de los Cay es un reflejo exacto de la dependencia para la activacion del AC,.
Esta relacion propicia que los potenciales a los que se produce la respuesta secretora
coincida con los que cubre el potencial de accién en su ascenso. En nuestro caso, el
hecho de que los potenciales de accion de las células B de los ratones obesos sean de
mayor amplitud, también implica que abarcan un rango de potenciales donde se
concentran las mayores diferencias en cuanto al AC,. Este hecho puede también

contribuir a incrementar la respuesta exocitética de la célula (3.
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CONCLUSIONES

Los ratones C57BL/6J hembra alimentados con dieta rica en grasa durante 12
semanas representan un modelo idéneo para el estudio de las adaptaciones
estructurales y funcionales que sufren las células B en respuesta a una situacion

de obesidad.

Las células B de los ratones alimentados con dieta rica en grasa presentan una
significativa hipertrofia en comparacion con los alimentados con dieta control, pero

no muestran alteraciones evidentes en la masa de célula £3.

Las células B de los ratones alimentados con dieta rica en grasa no presentan
alteraciones en el comportamiento de los canales Kap, tanto a nivel de la
conductancia global al potasio a través de ellos, como a nivel de la actividad del

canal unitario.

Los ratones alimentados con dieta rica en grasa presentan un incremento
significativo de la amplitud de los potenciales de acciébn generados a una
concentacion de glucosa externa de 8 mM, este incremento podria estar

relacionado con la potenciacion de las respuestas de calcio.

Los ratones alimentados con dieta rica en grasa muestran un incremento
mantenido en la disponibilidad de calcio intracelular tras un incremento de
concentacion de glucosa externa. Este efecto es perceptible tanto a nivel de islote
intacto como de célula aislada y podria representar la base para el aumento de

secrecion observado en estos ratones.

El porcentaje de células aisladas en cultivo que responden a un incremento de la
concentacion de glucosa externa es mayor en los ratones alimentados con dieta
rica en grasa, lo que podria significar que, a una determinada concentacion de
glucosa externa, existe un mayor “reclutamiento” de células 3 que proporcionen

una mayor magnitud a la respuesta secretora en este grupo.

Las células B en cultivo de los ratones alimentados con dieta rica en grasa
muestran un aumento de la magnitud de la corriente de calcio, proporcional a su
incremento de tamafio, que podria participar en la potenciacion de su respuesta

exocitética
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10.

Las células B en cultivo de los ratones alimentados con dieta rica en grasa
muestran alteraciones en las corrientes de potasio, a partir de las que se podria

explicar el aumento en la amplitud de los potenciales de accion.

La respuesta exocitotica de las células B individuales provenientes de pancreas de
ratones alimentados con dieta rica en grasa estda aumentada en un grupo

especifico de células cuyo tamafio no varia en relacion a sus controles.

Los resultados aportados en el presente trabajo demuestran que, en el
contexto de la resistencia a la insulina asociada a la obesidad, la respuesta
secretora de las células B pancreaticas puede modularse mediante la
incorporaciéon de adaptaciones funcionales que afectan a multiples

procesos en el acoplamiento estimulo-secrecién.
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