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1.- Páncreas endocrino: el islote de Langerhans 

La unidad endocrina del páncreas es el islote de Langerhans, el cual está compuesto 

principalmente por células , ,  y PP, las cuales secretan glucagón, insulina, somatostatina y 

polipéptido pancreático, respectivamente. Estas agrupaciones celulares, que se encuentran 

dispersas en el páncreas exocrino, apenas constituyen un 1 % del órgano. Los islotes se 

encuentran distribuidos siguiendo un patrón aleatorio a lo largo de la cabeza, el cuerpo y la 

cola del páncreas. En humanos se observa una media de 0.5-1.5 millones de islotes, 

presentando cada uno de ellos un total de 1000-3000 células, lo que les confiere un diámetro 

de 100-500 m.   

En islotes de rata o ratón la población mayoritaria la componen las células , las cuales 

suponen un 65-80 % del total celular, predominantemente localizadas en el interior del islote. 

Las células  (15-20 %), las  (10 %) y las PP (< 1 %) aparecen, a diferencia de las células , 

distribuidas por la periferia (figura 1.1). Los islotes humanos difieren respecto a los de roedores 

en cuanto a la proporción y localización de estos tipos celulares, presentando una distribución 

espacial de los mismos completamente aleatoria en el islote, sin guardar ningún patrón 

definido (figura 1.1). Dependiendo de la región del páncreas en la que  estén localizados los 

islotes, en humanos las células  constituyen un 48-59 %, las  33-46 % y las  8-12 %. Así, en 

rata o ratón hay un mayor porcentaje de células secretoras de insulina y una menor 

proporción de células secretoras de glucagón que en humanos (Cabrera et al., 2006). 

La función principal de las células ,  y  es la de regular la concentración de glucosa 

en sangre. Mientras las células  secretan insulina a elevadas concentraciones de glucosa, las 

células  liberan glucagón en condiciones de hipoglucemia. Estas dos hormonas generan 

cambios opuestos en la concentración de este azúcar. Además las células  secretan 

somatostatina, la cual inhibe la secreción hormonal de las células  y . Los tres tipos celulares 

son sensibles a los niveles de glucosa de manera que ésta regula su secreción hormonal. 

Las células endocrinas de los islotes de Langerhans se encuentran bien inervadas por 

fibras nerviosas del sistema simpático, parasimpático y sensorial (Ahren, 2000), creyéndose que 

la secreción hormonal del islote a nivel nervioso está regulada, principalmente, por la rama 

parasimpática (Rossi et al., 2005). La anatomía y fisiología de la miscrovascularización del islote 
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muestran que la primera población perfundida es la de células secretoras de insulina, 

siguiéndoles las células no beta () (Samols et al., 1988), y finalmente las células 

exocrinas peri-insulares (Papaccio, 1993). Además, los islotes de Langerhans se encuentran 

sometidos a un control tanto autocrino como paracrino consecuencia de la secreción hormonal 

de las distintas células que lo componen. 

 

Figura 1.1 Distribución de los distintos tipos celulares que componen los islotes de Langerhans. 

Modificada de (Suckale J, 2008). 

Hasta el momento se ha llevado a cabo un elevado número de estudios en células , la 

población mayoritaria del islote. Sin embargo, a pesar de la importancia de la población  

pancreática en el control de la glucemia, resulta carente la información relativa a este tipo 

celular. Esto se debe a diversos motivos, como son la escasa contribución de las células  al 

total celular del islote, la ausencia de modelos de identificación y la falta de metodología para 

analizar estas poblaciones minoritarias en el islote entero, la unidad fisiológica. Aún así, en los 

últimos años varios grupos han empezado a caracterizar las propiedades electrofisiológicas y 

las señales de Ca2+ en respuesta a glucosa de los principales grupos de células en islote 

intacto de ratón (Sanchez-Andres et al., 1995; Berts et al., 1996; Nadal et al., 1999; Quesada et 

al., 1999; Gopel et al., 2000; Pertusa et al., 2002). 
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1.1- El glucagón 

I. La hormona 

Banting y Best ya observaron durante sus trabajos que, tras inyectar extractos 

pancreáticos en perros diabéticos, en ciertas ocasiones se producía una hiperglucemia 

transitoria que precedía a la hipoglucemia inducida por insulina. Por entonces se desconocía 

que el glucagón fuera la hormona responsable y se creyó que este fenómeno se debía a la 

acción de la adrenalina. Murlin y colaboradores, en 1923, descubrieron ese péptido con 

propiedades antiglucogénicas y propusieron llamarlo glucagón. Años más tarde se supo que 

las células  eran las células pancreáticas productoras y secretoras de esta hormona, y que la 

liberación de ésta era resultado del estado hipoglucémico (Gromada et al., 2007).   

El glucagón es una hormona peptídica de 29 aminoácidos, con un peso molecular de ~ 

3.5 KDa, que resulta del procesamiento proteolítico de su molécula precursora, el proglucagón, 

de 160 aminoácidos. El gen del proglucagón se expresa en células  pancreáticas, células L 

intestinales y neuronas del hipotálamo y médula oblongata (Philippe, 1991). El procesamiento 

post-traduccional del proglucagón es un mecanismo específico de tejido. En el caso de las 

células  pancreáticas el proglucagón es procesado principalmente a glucagón, GRPP (Glicentin 

Related Pancreatic Peptide), IP-1 (Interventing Peptide 1) y MPGF (Major Proglucagon 

Fragment) (Patzelt et al., 1979; Patzelt & Schiltz, 1984; Holst et al., 1994), mientras que en las 

células L del intestino el procesamiento resulta principalmente en la formación de glicentina, 

GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1), IP-2 (Interventing Peptide 2) y GLP-2 (Glucagon Like Peptide 

2) (George et al., 1985; Orskov et al., 1986) (figura 1.2). Se tienen evidencias para creer que las 

diferencias en los mecanismos de procesamiento de células  y células L radican en la 

expresión de distintas convertasas en estos tipos celulares. Mientras las células  pancreáticas 

expresan elevados niveles de PC2 y apenas PC3 (Marcinkiewicz et al., 1994; Neerman-Arbez et 

al., 1994; Rouille et al., 1994), las células L intestinales presentan PC3 inmunorreactiva pero 

carecen de PC2 (Scopsi et al., 1995). 



Introducción 

 

Página | 6 

 

 

Figura 1.2 Estructura del proglucagón y de los péptidos derivados de éste. Modificada de (Drucker, 

2005). 

II. Principales funciones del glucagón 

El glucagón es la hormona contrarreguladora de la insulina y, al igual que ésta, 

desempeña funciones en diversos órganos y tejidos con el fin de contribuir al mantenimiento 

del metabolismo energético (tabla 1.3). Sus acciones directas sobre el metabolismo de hidratos 

de carbono son las que le han dotado de más relevancia. Entre ellas destacan la estimulación 

de glucogenolisis y gluconeogénesis, y la inhibición de la glucólisis y glucogénesis, aspectos 

que se detallarán más adelante. Consecuentemente con el papel que ejerce sobre estas vías 

metabólicas, el glucagón favorece la producción y la movilización hepática de la glucosa. No 

obstante, el glucagón también regula el metabolismo de ácidos grasos favoreciendo la lipólisis 

en los adipocitos en rata (Slavin et al., 1994), aunque el efecto lipolítico en humanos es 

controvertido (Jensen et al., 1991; Gravholt et al., 2001). Ante un elevado ratio 

glucagón/insulina aumentan las tasas de gluconeogénesis y de -oxidación de los ácidos 

grasos, así como la formación de cuerpos cetónicos (Vons et al., 1991). Muy recientemente se 

ha evidenciado el papel del glucagón en el metabolismo de lípidos en ratón en condiciones de 

ayuno (Longuet et al., 2008), demostrándose que el glucagón inhibe la síntesis y secreción de 

triglicéridos en hepatocitos, y favorece la -oxidación de ácidos grasos. El glucagón también es 

capaz de estimular la incorporación de aminoácidos para gluconeogénesis en el hígado. De 

hecho, pacientes con hiperglucagonemia pueden desarrollar hipoaminoacidemia, especialmente 

para aquellos aminoácidos que están implicados en el proceso de gluconeogénesis (Cynober, 

2002). 

GRPP Glucagón IP-1 GLP-1 GLP-2IP-2

1 30 64 69 108 126 158

33 61 72 111 123 158

glicentina

oxintomodulina

MPGF
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Tabla 1.3 Principales funciones del glucagón y de la insulina sobre el metabolismo energético en rata. 

III. El receptor de glucagón 

El receptor de glucagón es una proteína de membrana de 63 kDa que pertenece a la 

superfamilia de receptores acoplados a proteínas G. Contiene siete dominios transmembrana 

conectados por loops extracelulares e intracelulares alternativos, desde el dominio amino-

terminal extracelular hasta la región carboxilo-terminal intracelular (Unson, 2002). 

Principalmente se encuentra expresado en hígado, donde su activación induce una cascada de 

eventos que concluyen en la síntesis y liberación de glucosa al torrente sanguíneo (Burcelin et 

al., 1998), pero también se localiza abundantemente en tejido adiposo, riñones, corazón, bazo, 

islotes pancreáticos, ovarios y timo; y ligeramente en músculo esquelético, glándulas adrenales, 

estómago, intestino y cerebro (Burcelin et al., 1996; Unson, 2002). 

 La unión del glucagón a los loops extracelulares de su receptor induce un cambio 

conformacional en este último dando lugar a la activación de las dos clases de proteínas G 

que están acopadas a la ruta de transducción de señales de esta hormona: Gs y Gq. La 

activación de la primera de ellas conduce a la activación de la AC (adenilato ciclasa), a un 

aumento de los niveles intracelulares de AMPc, y a la subsiguiente activación de PKA (proteína 

quinasa A). Por otra parte, en el caso de activarse la proteína Gq, la fosfolipasa C activa 

promueve la producción de IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato), liberándose Ca2+ de depósitos 

intracelulares (Christophe, 1995; Burcelin et al., 1996). Estos mecanismos confluyen en la 

Metabolismo 
de carbohidratos

Estimula  glucogenolisis

Estimula  gluconeogénesis

Inhibe  glucogénesis

Inhibe glucólisis

Inhibe  glucogenolisis

Inhibe  gluconeogénesis

Estimula  glucogénesis

Estimula  glucólisis

Metabolismo
de ácidos grasos

Estimula  lipólisis

Estimula -oxidación de ácidos grasos

Inhibe  degradación de triglicéridos

Favorece  síntesis de ácidos grasos

Glucagón Insulina
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regulación de diversas rutas metabólicas como son la glucólisis, la glucogénesis, la 

gluconeogénesis y la glucogenolisis (figura 1.4). Por ejemplo, la activación de PKA por AMPc 

conduce a la fosforilación de diversas enzimas de la glucogenolisis, potenciando la tasa de esta 

vía. La participación de la PKA activa sobre la expresión génica de enzimas implicados en el 

metabolismo de la glucosa también ha sido corroborada en diversos estudios (Herzig et al., 

2001; Yoon et al., 2001). 

IV. Papel del glucagón en la homeostasis de la glucosa 

El control de unos niveles adecuados de glucemia precisa de una correcta coordinación 

de la función y secreción de las células pancreáticas  y (Gopel et al., 1999; Nadal et al., 

1999; Barg, 2003). La secreción de insulina, hormona que promueve principalmente la entrada 

de glucosa en células de músculo y tejido adiposo, resulta estimulada a elevadas 

concentraciones de glucosa. Sin embargo, el glucagón es liberado al torrente sanguíneo 

cuando la concentración de glucosa circulante es baja. El principal papel del glucagón es 

estimular la producción y movilización hepática de este azúcar, generando así aumentos en la 

glucemia. Constituye, pues, el principal mecanismo opuesto al de la insulina en el 

mantenimiento de la homeostasis de la glucosa in vivo.  

Numerosos estudios, tanto in vivo como in vitro, han demostrado que el glucagón 

estimula la producción de glucosa en hígado de rata perfundido y en hepatocitos primarios en 

cultivo, resultando en incrementos de glucogenolisis y gluconeogénesis. Estos efectos surgen 

como consecuencia del efecto del glucagón sobre diversas enzimas hepáticas, tales como la 

glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) (Band & Jones, 1980a; Band & Jones, 1980b; Spagnoli et al., 

1983; Striffler et al., 1984; Yoon et al., 2001), la glucógeno sintasa (GS) (Ciudad et al., 1984), la 

fructosa-1,6-bifosfatasa (F(1,6)P2) (Kurland & Pilkis, 1995) y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 

(PEPCK) (Chakravarty et al., 2005) (figura 1.4). Paralelamente, el glucagón inhibe la ruta de la 

glucólisis reduciendo los niveles de fructosa-2,6-bifosfatasa (F(2,6)P2) (Pilkis et al., 1982; 

Kurland & Pilkis, 1995), lo cual produce un efecto negativo sobre la enzima fosfofructoquinasa-

1 (PFK-1). Otro modo de acción sobre la glucólisis lo desarrolla inhibiendo la actividad de la L-

piruvato quinasa (L-PK) vía AMPc, e impidiendo el almacenamiento de su ARNm y el aumento 

de la expresión génica inducida por la insulina (Yamada & Noguchi, 1999). 
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Figura 1.4 Papel del glucagón y de su receptor en células hepáticas ((+) regulación positiva, (-) 

regulación negativa). 

1.2- Acoplamiento estímulo-secreción en la célula  

Recientemente se propuso un modelo de acoplamiento estímulo-secreción para la 

célula  y su respuesta a glucosa (Gromada et al., 2004) en base a la función de los principales 

canales iónicos implicados en la respuesta secretora de esta célula (figura 1.5). Atendiendo a 

este modelo propuesto por el grupo de Patrick Rorsman, los canales KATP en células  están 

activos en ausencia de glucosa o a bajas concentraciones del azúcar. La densidad de estos 

canales es baja comparada con la de célula  y la conductancia de K+ resultante basta para 

repolarizar la célula a potenciales de membrana alrededor del umbral de inicio de los 

potenciales de acción (- 60 mV). El inicio de éstos se debe a la actividad de canales de Ca2+ 

tipo T, que se activan a potenciales más negativos que los canales de Na+ y los de Ca2+ tipo N. 

Cuando los canales de Ca2+ tipo T se activan, llevan al potencial de membrana a un rango 

(alrededor de -30 mV) donde los canales de Na+ se abren y se inicia el potencial de acción. 
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Una vez que el potencial de membrana excede de -20 mV los canales de Ca2+ tipo N se abren 

y se origina entrada de Ca2+ y exocitosis (figura 1.5).  

 

Figura 1.5 Modelo de acoplamiento estímulo secreción en célula  de ratón y de humano en respuesta 

a baja concentración de glucosa extracelular. 

Al aumentar la concentración de glucosa extracelular, aumentaría su incorporación al 

citosol y su metabolismo mitocondrial, aumentando entonces la relación ATP/ADP. Esto llevaría 

al bloqueo de los canales KATP y a la despolarización de la membrana. La despolarización 

llevaría el potencial de membrana a un nivel en el que se inactivan los canales de Na+ y Ca2+. 

De esta manera, los potenciales de acción no se generan ni se alcanza el potencial de 

membrana requerido para activar canales tipo N, suprimiéndose la secreción de glucagón. Esta 

hipótesis se sustenta también porque la tolbutamida (bloqueante de KATP) a altas 

concentraciones, la TTX (bloqueante de los canales de Na+) y la -conotoxina (antagonista de 

los canales de Ca2+ tipo N) suprimen la secreción de glucagón. No obstante este modelo de 

células  tiene también detractores (Liu et al., 2004). 
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I. Canales iónicos y regulación de la actividad eléctrica en la célula  

Las células  son células eléctricamente excitables y, a diferencia de las células , 

generan potenciales de acción en ausencia o a baja concentración de glucosa. Los canales 

iónicos responsables del inicio de los potenciales de acción y de la exocitosis han sido 

caracterizados en diversos estudios (figura 1.6) (Gromada et al., 1997; Bokvist et al., 1999; Barg 

et al., 2000; Gopel et al., 2000).  

Canales de K+ dependientes de ATP: canales KATP 

Las células  pancreáticas expresan canales KATP de idéntica estructura molecular que los 

que se encuentran en las células  secretoras de insulina (Suzuki et al., 1997; Bokvist et al., 

1999), es decir, canales compuestos por 4 subunidades SUR1 (receptor de sulfonilureas) y 4 

subunidades Kir6.2 (formadoras del poro iónico y sitios de interacción del ATP). Estos canales 

juegan un papel fundamental en la fisiología de las células , tal como sucede en el caso de 

las células secretoras de insulina, dado que acoplan variaciones en los niveles de glucosa 

extracelular con cambios en el potencial de membrana y en la actividad eléctrica. 

Diversos trabajos han demostrado una menor densidad de canales KATP en células  

respecto a células  (Barg et al., 2000; Gopel et al., 2000), así como diferencias en la 

sensibilidad de estos canales por el ATP. Las células  de ratón presentan mucha mayor 

sensibilidad (Ki = 0.16 mM) que sus homólogas en rata (Ki = 0.94 mM) y que las células  de 

ambas especies (Ki = 0.92 mM y Ki = 0.86 mM para rata y ratón, respectivamente) (Leung et al., 

2005). Por consiguiente, en las células secretoras de glucagón de ratón se requieren 

concentraciones mucho menores de ATP que en las células  para obtener inhibición máxima 

de la conductancia de los canales KATP. Es más, se ha observado que la actividad de los KATP en 

células  en ausencia de glucosa es tan baja como la encontrada en células  expuestas a 

concentraciones de glucosa estimuladoras de secreción de insulina (Rorsman et al., 2008). 

En páncreas de ratón, las células  además de expresar poca cantidad de KATP presentan 

un elevado ratio ATP/ADP (Detimary et al., 1998): requisitos para mantener el potencial de 

membrana lo suficientemente despolarizado. De esta forma se permite actividad eléctrica 

regenerativa y también se previene la inactivación dependiente de voltaje de las conductancias 
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iónicas que están implicadas en el inicio de los potenciales de acción a baja concentración de 

glucosa (Gromada et al., 2004).  

Canales de K+ dependientes de voltaje 

La principal función de estos canales es la de repolarizar el potencial de acción. La 

existencia de canales de K+ de rectificación tardía (KDR) se ha demostrado en células secretoras 

de glucagón en ratón, rata y cobaya (Rorsman & Hellman, 1988; Barg et al., 2000; Leung et al., 

2005). Estas corrientes son sensibles a TEA (10 mM), compuesto que produce una reducción 

del componente de salida de hasta un 90 % (Barg et al., 2000). 

Además de KDR tanto las células  como las  de ratón presentan corrientes de salida 

de K+ tipo A que se diferencian en el voltaje de activación, inactivación y sensibilidad a TEA, 

activándose y desactivándose estas corrientes a voltajes más negativos en células (Gopel et 

al., 2000). La corriente de K+ inactivante en este tipo celular es resistente a TEA pero sensible a 

4-AP (4-aminopiridina) (IC50 < 10 mM) (Gopel et al., 2000). Se ha observado que la inhibición 

que produce 4-AP sobre la secreción de glucagón a baja concentración de glucosa (1 mM G) 

es comparable con la que produce una concentración del azúcar igual a 20 mM (Gromada et 

al., 2004). 

Canales de K+ acoplados a proteínas G 

Estos canales de K+ han sido localizados en células  de ratón y rata, y difieren de los 

KATP en una serie de propiedades. Se trata de canales de baja conductancia al K+, de menor 

amplitud que los KATP, son insensibles a tolbutamida, y resultan estimulados por somatostatina 

(Gromada et al., 2001b). 

Canales de Na+ 

En las células  se han descrito canales de Na+ sensibles a TTX que, en el caso de ratón, 

se activan a potenciales alrededor de -30 mV (Gopel et al., 2000). Estos canales juegan un 

papel imprescindible en la generación de potenciales de acción en esta población celular. Una 

concentración de 0.1 g/mL de TTX es suficiente para bloquear estas corrientes, y cuando esto 

sucede las conductancias que permanecen son demasiado pequeñas para dar origen a una 
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corriente de entrada neta durante la despolarización y, consecuentemente, no se generan 

potenciales de acción (Gopel et al., 2000). La inhibición que se produce entonces sobre la 

secreción de glucagón es comparable a la que produce la máxima concentración inhibitoria de 

glucosa sobre la célula .  

Canales de Ca2+ dependientes de voltaje 

Canales tipo T: Se trata de canales de Ca2+ que se activan a bajo voltaje; su apertura ocurre a 

potenciales tan negativos como -65 mV, en torno al umbral de inicio de los potenciales de 

acción (Gopel et al., 2000). 

Canales tipo N: a potenciales alrededor de -20 mV a - 10 mV sólo algunos canales tipo N se 

encuentran abiertos, mientras que se espera que casi todos lo estén a potenciales de + 10 mV 

(Rorsman et al., 2008). Medidas de la secreción de glucagón han revelado una relación muy 

próxima entre los canales de Ca2+ tipo N y la secreción estimulada por glucosa en islotes de 

rata y ratón. Esta relación se basa por observaciones tales como: a) en células  de rata, el 

flujo de Ca2+ a través de estos canales controla la secreción basal (Gromada et al., 1997), y b) 

en el caso de ratones deficientes de canales de Ca2+ tipo N, los niveles de glucagón en plasma 

se encuentran reducidos (Takahashi et al., 2005). Estudios de secreción de glucagón en islotes 

de ratón también demuestran la participación de estos canales en la secreción dependiente de 

glucosa (MacDonald et al., 2007). 

Canales tipo L: son dependientes de alto voltaje y se activan a potenciales de membrana 

correspondientes con la fase de subida rápida del potencial de acción, más concretamente, se 

requieren despolarizaciones en torno a -20 mV para que se produzca la apertura de estos 

canales (Gopel et al., 2000). Aunque son responsables de dos tercios de la corriente de entrada 

de Ca2+ (Barg et al., 2000), no son los principales canales que median la entrada de Ca2+ en la 

secreción dependiente de glucosa. Sin embargo, sí que son fundamentales en condiciones en 

que se elevan los niveles de AMPc y aumenta la actividad de PKA (Gromada et al., 1997). 

Canales tipo R: recientemente se ha descrito la presencia de canales de Ca2+ tipo R en células 

 de ratón. Estos canales contienen la subunidad Cav2.3 y  parecen participar también en la 

regulación de la secreción de glucagón por glucosa in vitro. (Pereverzev et al., 2005; Vignali et 

al., 2006). 
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Canales de unión a nucleótidos cíclicos activados por hiperpolarización: canales HCN  

En la línea celular secretora de glucagón -TC6, un estudio reciente atribuye a los 

canales HCN, permeables a Na+ y K+, un importante papel en la regulación de la secreción de 

glucagón. Parece ser que estos canales modulan la actividad de canales de Ca2+ y Na+ y el 

rango en el que se activan los potenciales de acción en la población  (Zhang et al., 2008).  

 

Figura 1.6 Contribución de los canales de Ca2+ tipo T (Ca[T]), los canales de Na+ sensibles a TTX (Na), y 

los canales de K+ tipo A (K[A]) sobre el potencial de acción de la célula . Durante el pico del potencial 

de acción, los canales de Ca2+ tipo N se activan, como muestra la región señalada en rojo, dando lugar 

a exocitosis (Rorsman et al., 2008). 

II. Homeostasis del Ca2+ intracelular 

El Ca2+ citosólico juega un papel crucial como segundo mensajero, función que se debe 

a la gran diferencia en su concentración entre el medio extracelular (1-2 mM), el citosol (100-

200 nM) y los orgánulos intracelulares (variable, entre 10 M y 5 mM, dependiendo del 

orgánulo). Debido a dichas diferencias de concentración se originan fuertes gradientes 

electroquímicos que favorecen la entrada de Ca2+ al espacio intracelular, desencadenándose 

múltiples efectos en la transducción de señales a través de una extensa gama de enzimas y 

proteínas dependientes de Ca2+. Una vez que se ha producido la señal en la célula es necesario 

que se restablezcan las condiciones basales previas al estímulo para que el sistema vuelva a ser 

operativo. Esto implica la participación de diversos componentes reguladores, localizados tanto 

en la membrana plasmática de las células como en los reservorios intracelulares.  
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El medio extracelular supone una fuente ilimitada de Ca2+. La entrada de este ión al 

citosol se encuentra regulada por una serie de canales de Ca2+ activados por voltaje, por 

receptor, u operados por el vaciado de los reservorios intracelulares (figura 1.7). También se 

requiere maquinaria específica para extruir el Ca2+ al espacio extracelular y evitar así la 

toxicidad que produce este ión cuando alcanza concentraciones elevadas. La extrusión del Ca2+ 

está dirigida por intercambiadores Na+/Ca2+ y bombas Ca2+/ATPasa localizados en la 

membrana plasmática. Los orgánulos intracelulares juegan un papel fundamental en la 

homeostasis del Ca2+, concretamente el retículo endoplásmico (RE). Este reservorio está dotado 

de una bomba Ca2+/ATPasa tipo SERCA (Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase), que 

bombea Ca2+ al interior del RE al tiempo que consume ATP. La capacidad del RE de liberar 

Ca2+ desde su interior en respuesta a una estimulación fisiológica está mediada por la 

existencia de canales específicos localizados en su membrana: receptores de rianodina y 

receptores de IP3 (Bootman et al., 2001). Así mismo, se ha descrito un papel importante en 

prácticamente todos los orgánulos intracelulares en relación tanto a la homeostasis como a la 

dinámica del ión Ca2+. 

 

Figura 1.7 Homeostasis celular del Ca2+. Se muestran los principales componentes: canales, 

intercambiadores y bombas, así como los reservorios de Ca2+ intracelulares. 
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III. La señal de Ca2+ en la célula  

 Se sabe que una concentración estimuladora de glucosa induce un patrón oscilatorio 

sincrónico y homogéneo de la [Ca2+]i en las células  (Valdeolmillos et al., 1989; Valdeolmillos 

et al., 1993), que da lugar a la secreción de insulina, como consecuencia del patrón de 

actividad eléctrica tan característico de este tipo celular. Sin embargo, las células  producen 

potenciales de acción en ausencia de glucosa (figura 1.8), lo cual induce oscilaciones de [Ca2+]i 

y secreción de los gránulos de glucagón.  

A elevadas concentraciones de glucosa se inhiben estos eventos celulares. A diferencia 

de lo que ocurre en las células , en las células  se ha observado asincronía en la señal 

oscilatoria entre las mismas y entre éstas y las otras células del islote (Nadal et al., 1999) dado 

que la población  no está acoplada por gap junctions, a diferencia de lo que ocurre en la 

población .  

 

Figura 1.8  Registros de Ca2+ citosólico tomados por microscopía confocal de células  y  de islotes 

humanos en respuesta a baja (3 mM) y elevada (11 mM) concentración de glucosa (G). (Quesada et al., 

2006a). 

Recientemente se ha demostrado en célula  la estrecha correlación existente entre el 

patrón eléctrico y la señal de Ca2+ (Quoix et al., 2009). Como se ha mencionado anteriormente, 

a bajas concentraciones de glucosa se genera actividad eléctrica en la célula  y, a 
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continuación se produce la apertura de canales de Ca2+ e incrementos en la [Ca2+]i. La figura 

1.9 muestra la correlación entre la actividad eléctrica y la señal de Ca2+ en las células secretoras 

de glucagón. 

 

 

 

Figura 1.9 Registro simultáneo de potencial de membrana y de [Ca2+]i en célula  de ratón a 0.5 mM G 

(Quoix et al., 2009). 

Por otro lado, estímulos esenciales en la regulación de la célula , como la adrenalina, 

producen una movilización inicial del Ca2+ intracelular almacenado en los orgánulos seguida de 

un influjo de Ca2+ extracelular debido a la activación de canales de Ca2+ dependientes de 

voltaje tipo L (Liu et al., 2004). 

Además de los mecanismos expuestos en la página 9 acerca del acoplamiento estímulo-

secreción en célula , recientemente se ha propuesto que la glucosa también puede modular 

la actividad secretora de estas células a través de la regulación de los depósitos intracelulares 

de Ca2+. El retículo endoplásmico está dotado de una bomba Ca2+/ATPasa tipo SERCA que 

facilita la entrada de Ca2+ al retículo al tiempo que consume ATP. Así, en condiciones de baja 

glucosa estos reservorios se encuentran vacíos debido a los bajos niveles de ATP en el citosol. 
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El vaciamiento de los reservorios de Ca2+ activa un influjo de Ca2+ a través de la membrana 

plasmática conocido como entrada de Ca2+ capacitativa. Por lo tanto, en condiciones 

hipoglucémicas esta corriente despolarizante produce despolarización de la membrana 

plasmática hasta unos niveles donde se genera actividad eléctrica en la célula  y, 

consecuentemente, activación de la secreción de glucagón. Tras un aumento en la 

concentración de glucosa, el metabolismo se acelera incrementándose los niveles de ATP y la 

actividad de SERCA, por lo que los reservorios intracelulares se rellenan de Ca2+. En estas 

condiciones la conductancia de entrada se reduce, la membrana se repolariza y se suprime la 

secreción de glucagón (Liu et al., 2004). No obstante, no se conoce realmente cuál es la 

contribución de este mecanismo sobre la secreción de glucagón dependiente de glucosa. En 

islotes de ratón se ha observado que en presencia de tapsigarguina (un inhibidor de la bomba 

Ca2+/ATPasa del RE) la acción inhibitoria de la glucosa se antagoniza parcialmente (< 30 %) 

(Gromada et al., 2004), mientras que no se observa efecto de tapsigarguina en la inhibición por 

glucosa en células  de rata (Olsen et al., 2005).   

IV. Exocitosis de los gránulos secretores de glucagón 

 La aplicación de medidas de capacitancia sobre las células  ha permitido que la 

exocitosis de sus gránulos pueda ser monitorizada en células aisladas con una resolución de 

milisegundos. Se trata de un proceso dependiente de Ca2+, ligeramente más rápido que su 

homólogo en células . Algunas diferencias en la secreción de ambas hormonas radican en el 

número de gránulos que componen los respectivos pools de liberación rápida, RRP (Readily 

Releasable Pool), 120 en células  frente a 60 en las células , así como en la frecuencia de 

rellenado de este pool, la cual es mayor en células secretoras de glucagón (Barg, 2003). Cabe 

destacar, además, una segunda aceleración en el proceso de exocitosis en las células  tras la 

depleción de RRP, que puede estar reflejando translocaciones rápidas de gránulos desde el 

interior de la célula a los sitios de liberación.  

Tras la despolarización de la membrana plasmática y la consecuente activación de los 

canales de Ca2+, las regiones inmediatas a estos alcanzan rápidamente (< 30 ms) una [Ca2+]i 

suficiente para que se produzca exocitosis (Barg et al., 2000). Esta dependencia del Ca2+ se 

debe a la presencia de varias proteínas que requieren este ion para su activación y/o 

regulación como la sinaptotagmina, la fosfatasa calcineurina o la calmodulina quinasa. Estas 
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proteínas, junto a otras del complejo SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

Attachment protein Receptor, complejo proteico de fusión), participan en el proceso de 

exocitosis y/o en el tránsito de los gránulos hasta la membrana. Se ha demostrado que la 

entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo N es 

particularmente importante para la exocitosis en condiciones basales (Gromada et al., 1997). 

Cuando los canales de Ca2+ se cierran, el transitorio local de Ca2+ que controla la exocitosis se 

colapsa y la exocitosis cesa. Consta que este proceso ocurre rápidamente tras repolarizar la 

membrana de las células  (Gromada et al., 1997; Barg et al., 2000; Gromada et al., 2001a).  

 La estimulación de las células  con adrenalina (vía receptores -adrenérgicos) o 

forskolina (agonista de AC que favorece la producción de AMPc) producen un notable 

aumento de la secreción de glucagón, tanto al aumentar el influjo de Ca2+, y por lo tanto la 

[Ca2+]i, como por un efecto directo sobre la exocitosis dependiente de Ca2+ (Gromada et al., 

1997). Se ha observado que el incremento en la actividad eléctrica de los canales de Ca2+ y la 

[Ca2+]i alcanzada por acción del AMPc tan sólo supone < 30% del efecto estimulador total que 

ejerce el AMPc sobre la célula . El más importante de los mecanismos de este nucleótido es 

la movilización de los gránulos desde un pool de reserva hacia el pool de los gránulos 

preparados para ser liberados, cercano a los canales de Ca2+ tipo L (Gromada et al., 1997). La 

nifedipina, bloqueante de estos canales, es uno de los inhibidores más efectivos de la 

secreción de glucagón tras un aumento de los niveles de AMPc. 

1.3 - Regulación de la secreción de glucagón 

I. Regulación del metabolismo de la célula  

Regulación por glucosa 

Como se ha descrito previamente, la secreción de glucagón se ve estimulada en 

condiciones de hipoglucemia y se inhibe en situación de hiperglucemia.  La regulación de la 

función en la célula  es compleja, existiendo además un amplio rango de moléculas y señales 

capaces de influir sobre la liberación de glucagón. A pesar de responder a otros nutrientes y 

factores, la glucosa es el principal regulador fisiológico de la producción y liberación de esta 

hormona. La gran mayoría de estudios coinciden en señalar a este azúcar como potente 
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inhibidor de la secreción de glucagón, no sólo en modelos animales comunes si no también, 

como más recientemente se ha demostrado, en humanos (Quesada et al., 2006a). Diversos 

estudios dosis-respuesta han revelado, además, que la célula  es más sensible a glucosa que 

la célula  (Gromada et al., 2007). El umbral para inhibir la secreción de glucagón es 2-3 mM 

G, inferior al necesario para estimular la secreción de insulina (~ 5 mM G). La concentración 

media para suprimir la secreción de glucagón sucede a 3-6 mM G, mientras que la media para 

estimular la secreción de insulina se sitúa en torno a 8-10 mM G. Además, concentraciones de 

6-10 mM G por lo general producen la inhibición máxima de glucagón, mientras que hace falta 

20 mM G para la máxima estimulación de insulina. Estos resultados apoyarían la hipótesis de 

que la glucosa ejerce un efecto directo sobre la célula , independientemente del que 

producen las moléculas u hormonas liberadas desde células  vecinas (Vieira et al., 2007). 

Sin embargo, algunos grupos que han profundizado en el estudio del papel de la 

glucosa en células  aisladas de rata le atribuyen una función estimuladora de la secreción 

comparable a la que desempeña sobre la célula (Franklin et al., 2005; McGirr et al., 2005; 

Olsen et al., 2005). Posiblemente esto se deba a las divergencias existentes en cuanto a canales 

iónicos expresados en célula  de ratón o rata (Gromada et al., 2007).  

Las células  están dotadas de glucoquinasa y del transportador de glucosa de elevada 

afinidad GLUT 1. A pesar de la baja expresión de este transportador, y de la tasa del mismo 

para transportar la glucosa al interior de la célula , la incorporación del azúcar por parte de 

estas células es cinco veces más rápida que la utilización de éste, por lo que la actividad del 

transportador GLUT 1 es suficiente para mantener el equilibrio de los niveles de glucosa y no 

supone un paso limitante para el metabolismo de la misma (Heimberg et al., 1996). 

La baja expresión de MCT-1 (Monocarboxilate Transporter 1) en las células  favorece 

que el piruvato producido por glucólisis en el citosol entre en la mitocondria y se metabolice 

en el Ciclo de Krebs. Entre los productos resultantes se obtienen NADH y FADH2, moléculas 

que sirven como fuente de transferencia de electrones a la cadena respiratoria donde, 

finalmente, se produce ATP (Sekine et al., 1994). Sin embargo, la presencia de MCT-1 en la 

membrana plasmática de las células  (Sekine et al., 1994; Liang et al., 1996; Ishihara et al., 

1999; Zhao et al., 2001), favorece el transporte de piruvato al interior celular, hecho que podría 

explicar la habilidad del piruvato para estimular la secreción en este tipo celular. Un estudio 
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reciente llevado a cabo en células  de rata determinó que el metabolismo del piruvato 

incrementa la secreción de glucagón y que el modo de acción parece implicar el cierre de 

canales KATP (Ishihara et al., 2003). Paralelamente, las células  expresan piruvato carboxilasa en 

menor medida que las células , mucho más lactato deshidrogenasa y menor actividad de la 

enzima glicerol fosfato deshidrogenasa (Sekine et al., 1994; Schuit et al., 1997). Estas diferencias 

bioquímicas explicarían tanto la observada baja activación del metabolismo aeróbico 

mitocondrial en estas condiciones (Quesada et al., 2006b) como la escasa variación del ratio 

ATP/ADP que se produce en células  al aumentar los niveles de glucosa extracelular (Detimary 

et al., 1998). Los resultados obtenidos hasta el momento en células  muestran, por lo tanto, 

un débil acoplamiento entre los sucesos glucolíticos que tienen lugar en el citosol y la síntesis 

de ATP por fosforilación oxidativa, hecho que aparentemente escaparía del modelo de 

acoplamiento estímulo-secreción propuesto para la célula secretora de glucagón en ratón y 

humano (Gromada et al., 2004; MacDonald et al., 2007). En estas células se ha observado una 

elevada sensibilidad al ATP por parte de los KATP (Leung et al., 2005) comparado con células . 

Conociendo el estrecho rango de potencial de membrana en que las células  generan 

actividad eléctrica, podría suceder que la ligera variación en el ratio ATP/ADP en respuesta a 

elevada concentración de glucosa fuese suficiente para bloquear la población de canales KATP y 

despolarizar la membrana a potenciales donde los canales de Ca2+ y los de Na+ no son 

capaces de producir potenciales de acción.  También es muy posible que otros mecanismos 

influyan en la generación de actividad eléctrica. Un estudio reciente observó que el proceso de 

vaciado del Ca2+ almacenado en el retículo endoplásmico a baja concentración de glucosa 

produce una corriente despolarizante que es suficiente para generar actividad eléctrica en las 

células  y activar canales de Ca2+ (Liu et al., 2004).  

Regulación por ácidos grasos y aminoácidos  

La teoría de la lipotoxicidad en la diabetes tipo II relacionada con la obesidad aumentó 

el interés en las interacciones entre los ácidos grasos y la función endocrina del islote de 

Langerhans. La mayoría de los estudios han sido realizados en célula , por lo que apenas se 

dispone de información acerca de los efectos de los ácidos grasos sobre la regulación de la 

célula . Los primeros trabajos que se llevaron a cabo al respecto indicaban una inhibición de 

la secreción de glucagón por parte de los ácidos grasos. Sin embargo, en estudios más 
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recientes se ha observado estimulación de la secreción hormonal tras exposición de las células 

 a ácidos grasos a corto plazo (Bollheimer et al., 2004; Olofsson et al., 2004; Hong et al., 

2005). Dicha estimulación resultó ser dependiente de la longitud de la cadena, de la 

configuración espacial y del grado de saturación de éstos (Hong et al., 2005). 

La acción estimuladora del palmitato se ha corroborado en diversos estudios, tanto en 

rata (Bollheimer et al., 2004) como en ratón (Olofsson et al., 2004). El mecanismo por el que el 

palmitato promueve la exocitosis de los gránulos en las células  se encuentra favorecido por 

un aumento del influjo de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L, 

y también porque de forma concomitante se produce un 50 % de inhibición de la secreción 

por parte de las células  (Olofsson et al., 2004), lo cual alivia a las células  de efectos 

paracrinos inhibitorios. Este ácido graso, al igual que el oleato, incrementa la secreción de 

glucagón y la acumulación de triglicéridos de forma dosis dependiente, pero inhibe la 

proliferación celular (Hong 2007). El efecto de los ácidos grasos también se ha estudiado a 

largo plazo en islotes de rata, observándose una disminución de la secreción de glucagón así 

como del contenido de esta hormona, mientras que la expresión génica no se ve alterada 

(Gremlich et al., 1997; Dumonteil et al., 2000). 

Además de la acción de los ácidos grasos sobre la regulación de la célula  los 

aminoácidos también ejercen un papel considerable. Los efectos de éstos han sido estudiados 

en distintos modelos animales observándose en todos ellos una fuerte tendencia a estimular la 

secreción de glucagón, aunque la potencia relativa de cada uno varía entre las especies. Como 

potentes estimuladores de la secreción de glucagón destacan la arginina, la alanina y la 

glutamina (Pipeleers et al., 1985; Kuhara et al., 1991; Dumonteil et al., 2000), mientras que la 

isoleucina inhibe modestamente la secreción hormonal en células  (Rocha et al., 1972) y la 

leucina muestra un efecto dual: estimula a concentraciones fisiológicas e inhibe si los niveles 

son elevados (Leclercq-Meyer et al., 1985). 

II. Regulación endocrina y/o paracrina 

Gran parte de los productos secretados por la célula  en respuesta a elevadas 

concentraciones de glucosa presentan un efecto inhibitorio sobre la secreción de glucagón 

(figura 1.10), siendo la insulina uno de los más efectivos. Sin embargo, a pesar de su 
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importancia se desconoce gran parte de este proceso. La insulina inhibe la actividad eléctrica y 

la secreción de glucagón en células  aisladas de rata de forma transitoria, principalmente por 

una ruta de señalización que desencadena la activación de canales KATP y, por lo tanto, 

hiperpolarización de la membrana (Franklin et al., 2005). En la línea celular In-R1-G9, secretora 

de glucagón, la insulina es capaz de estimular fosforilación del sustrato-1 del receptor de 

insulina y activar la enzima fosfatidilinositol-3-quinasa (Kaneko et al., 1999). La activación de 

esta enzima parece ser la causante de la inhibición de la secreción del glucagón y de la 

disminución de la expresión del gen, fenómenos observados en dichas células tras incubación 

en presencia de la hormona. Un estudio reciente observó además ativación de recpetores 

GABAA por ación de la insulina. Este fenómeno resultó en hiperpolarización de la membrana y 

supresión de la secreción de glucagón (Xu et al., 2006). 

La somatostatina se produce y secreta en diversos tejidos aunque la fuente más 

importante en el islote es la célula pancreática. Esta hormona inhibe tanto la secreción de 

insulina como la de glucagón al interaccionar con receptores de membrana específicos 

Estudios inmunohistoquímicos en islotes humanos han demostrado que de los cinco 

receptores de somatostatina caracterizados hasta el momento las células  presentan el SSTR2, 

y las células  los receptores SSTR1 y SSTR5 (Kumar et al., 1999). El efecto de la somatostatina 

sobre la célula  de ratón se ha estudiado a nivel de la actividad eléctrica observándose que 

activa canales de K+ acoplados a proteínas G, induciendo hiperpolarización de la membrana e 

inhibiendo los potenciales de acción espontáneos, lo cual impide la activación de los canales 

de Ca2+ que favorecen la entrada de este ión y, por tanto, la exocitosis de los gránulos 

(Yoshimoto et al., 1999; Gromada et al., 2001b). Por otra parte, también se han realizado 

estudios de medidas de capacitancia en célula  de rata, cuyos resultados proponen que los 

receptores de somatostatina se acoplan a una proteína Gi2 induciendo la activación de 

calcineurina y reduciendo la liberación de los gránulos cercanos a los canales de Ca2+ tipo L 

(Gromada et al., 2001a). Un tercer mecanismo inhibitorio fue observado en células  de rata, 

en donde el efecto de la somatostatina sobre la exocitosis de los gránulos de glucagón podía 

encontrarse mediado por inhibición de la actividad de AC (Schuit et al., 1989). 

La amilina, o polipéptido amiloide pancreático, IAPP, es una hormona peptídica de 37 

aminoácidos que se sintetiza y secreta principalmente en células  pancreáticas, aunque 

también puede ser producida por las células  (Mulder et al., 1993). Este péptido se cosecreta 
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junto con insulina o somatostatina por exocitosis de los gránulos secretores de las células  y 

, y se ha observado presenta una acción inhibitoria tanto sobre los niveles basales de 

glucagón (Panagiotidis et al., 1992) como sobre los alcanzados tras estimulación de las células 

 con L-arginina (Gedulin et al., 1997; Akesson et al., 2003).   

La hormona incretina GLP-1 es secretada por las células L del intestino tras la ingesta 

de alimentos, y estimula la producción de insulina al tiempo que suprime la liberación de 

glucagón. Podría tratarse de un agente terapéutico en el tratamiento de la diabetes tipo II 

donde los pacientes muestran deficiencia de insulina e hiperglucagonemia. Sin embargo, la 

expresión del receptor de GLP-1 en humanos aún no ha sido investigada. Estudios en ratón in 

vivo e in vitro han mostrado un potente efecto supresor de GLP-1 sobre la secreción de 

glucagón en incubaciones estáticas (Gromada et al., 2004) y sobre los niveles hormonales en 

plasma (Li et al., 2005). Trabajos realizados en rata también le han conferido al GLP-1 un efecto 

inhibidor de la secreción de glucagón por mecanismos directos al interaccionar con receptores 

específicos, y por otros indirectos a través de estimulación hormonal en células  y . Sin 

embargo, en estudios recientes desarrollados en rata, los efectos de GLP-1 sobre la regulación 

de la secreción en células  aisladas han resultado estimuladores (Gromada & Rorsman, 2004). 

Por interacción de GLP-1 con un receptor asociado a proteínas G, la AC se activa induciendo 

un incremento en los niveles de AMPc. En la célula , el AMPc (a través de PKA) interactúa con 

diversos procesos como la actividad iónica y la exocitosis. 

La grelina es un péptido que ha sido descrito recientemente. Los niveles de esta 

hormona en circulación aparecen aumentados en ayuno y reducidos tras la ingesta de 

alimentos. Se ha observado que esta hormona potencia la supresión de la secreción de 

glucagón que induce la glucosa a elevadas concentraciones. Según estudios in vivo, la grelina 

suprime las rutas que implican fosfolipasa C, AMPc y Ca2+ (Salehi et al., 2004).  

Los átomos de Zn2+ almacenados junto a la insulina en los gránulos de las células  

pancreáticas quedan en forma libre en el medio extracelular una vez que se ha producido la 

exocitosis. Los resultados obtenidos hasta el momento acerca del papel de este metal en la 

regulación de la liberación de glucagón son un tanto controvertidos. En células  de islotes de 

rata se ha observado inhibición sostenida tanto de la actividad eléctrica como de la secreción 

hormonal en presencia de Zn2+ (Franklin et al., 2005). Este proceso parece estar mediado por la 
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apertura de canales KATP, como ocurre en células de insulinoma (Bloc et al., 2000), en vez de 

deberse al cierre de canales de Ca2+. En cambio, estudios realizados en ratón, tanto en células 

 aisladas como en islotes, concluyen que el Zn2+ no inhibe la secreción de glucagón y que 

tampoco se produce activación de los canales KATP (Ravier & Rutter, 2005). 

El ácido -aminobutírico (GABA) se ha considerado una importante molécula de 

señalización paracrina en los islotes de Langerhans. Se libera mediante exocitosis dependiente 

de Ca2+ desde las células , difundiendo por los intersticios del islote y activando tanto los 

receptores GABAA de las células  vecinas como los GABAB de las células  (Brice et al., 2002; 

Wendt et al., 2004). La activación de estos receptores se encuentra acoplada a la activación de 

corrientes de entrada de Cl-. La apertura de estos canales suprimirá la actividad eléctrica por 

hiperpolarización de la célula , inhibiéndose la liberación del glucagón fuera de la célula.  

El L-glutamato, un neurotransmisor del sistema nervioso central, es también almacenado 

en los gránulos secretores de las células  a través de transportadores vesiculares de 

glutamato junto con glucagón y otras moléculas (Hayashi et al., 2003). En condiciones de baja 

glucosa es co-secretado junto con glucagón, estimulando receptores tipo AMPA y 

desencadenando selectivamente la secreción de ácido -aminobutírico desde células  (Uehara 

et al., 2004), el cual inhibe la secreción de glucagón como se ha comentado anteriormente. 

Estas células muestran, además, receptores metabotrópicos funcionales como mGluR-4 (Uehara 

et al., 2004) y mGluR-8 (Tong et al., 2002). Estos receptores modulan negativamente la 

liberación del glucagón a través de un sistema AC/AMPc en cuanto que ciertos agonistas de 

mGlu  inhiben las producción de AMPc estimulada por forskolina (Tong et al., 2002). El L-

glutamato actúa, por lo tanto, como modulador autocrino/paracrino sobre la población de 

células  pancreáticas. 
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III. Regulación autocrina 

La regulación de la liberación de glucagón por la propia hormona también ha sido 

objeto de estudio (Ma et al., 2005). Resultados electrofisiológicos basados en medidas de 

capacitancia confirmaron la existencia de un efecto estimulador de secreción por parte del 

glucagón sobre las células , aparentemente mediado por la ruta PKA (figura 1.10). 

Comparando ambos modelos animales se observó que la respuesta exocitótica es ligeramente 

menor en células  de rata que en las de ratón.  

 

Figura 1.10  Regulación endocrina, paracrina y autocrina de la secreción de glucagón en célula  

pancreática. 

IV. Regulación autonómica 

Los islotes de Langerhans están altamente inervados por nervios simpáticos, 

parasimpáticos y sensoriales, los cuales almacenan acetilcolina y noradrenalina junto con otros 
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neuropéptidos que pueden estimular o inhibir la secreción de glucagón en las células . Los 

nervios simpáticos contienen el polipéptido intestinal vasoactivo, el polipéptido activador de la 

adenilato ciclasa pituitaria y el péptido liberador de gastrina, mientras que los nervios 

simpáticos acumulan galanina y neuropéptido Y (Ahren, 2000). Diversos estudios han 

observado una regulación positiva en la función de las células  por estimulación colinérgica, 

implicando activación de receptores muscarínicos y movilización de Ca2+ intracelular (Ahren & 

Lundquist, 1982; Berts et al., 1997). Respecto a la rama simpática, la activación de ésta favorece 

la liberación de adrenalina desde la médula adrenal. Esta hormona es un potente estimulador 

de la secreción de glucagón: incrementa la entrada de Ca2+ a través de canales de Ca2+ tipo L 

y acelera la movilización de los gránulos  (Gromada et al., 1997).  

1.4- Fisiopatología de la célula  y su implicación en la diabetes 

La diabetes mellitus es una patología caracterizada, principalmente, por pérdida de 

funcionalidad de las células  secretoras de insulina o por resistencia a la acción de esta 

hormona. Sin embargo, la sintomatología de esta enfermedad no surge únicamente por fallos 

en la síntesis de la insulina o por resistencia a ella. Independientemente de la célula  y la 

insulina, incrementos absolutos o relativos de glucagón respecto a la insulina pueden tener un 

papel importante en la patogenia de la diabetes. 

La hiperglucagonemia absoluta o relativa con respecto a los niveles de insulina se 

detecta frecuentemente tanto en la diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) como en la tipo 2 (DMT2). 

Se han sugerido diversas hipótesis por las que este fenómeno pueda producirse: 

anormalidades en la respuesta de la célula  al sistema nervioso autonómico, deficiencia de 

insulina en los intersticios del islote, resistencia a insulina por parte de la célula , o 

simplemente pérdida de sensibilidad a la glucosa por parte de las células secretoras de 

glucagón. Sin embargo, los mecanismos implicados en la fisiopatología de las células  aún no 

se conocen y requieren ser investigados. Un exceso de glucagón lleva a un aumento de 

efectos glucogenolíticos y gluconeogénicos, pudiendo favorecer de manera notable la 

hiperglucemia tan característica que padecen los pacientes diabéticos, empeorando 

considerablemente el estado en el que se encuentran. La supresión de la secreción de 

glucagón que promueve la hiperglucemia es una característica bien conocida de la función 
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normal de la célula . Sin embargo, en individuos diabéticos no se reduce la secreción de esta 

hormona en condiciones hiperglucémicas como sucede en sujetos sanos, son lo cual muchos 

pacientes presentan niveles normales o elevados de glucagón en plasma (Reaven et al., 1987; 

Larsson & Ahren, 2000). Este hecho se traduce en un incremento en la producción de glucosa 

en el hígado, aumentando rápidamente los niveles de ésta en sangre. Como posibles 

estrategias terapéuticas y experimentales se ha ahondado en el desarrollo de antagonistas 

específicos del receptor de glucagón (Madsen et al., 1998; Qureshi et al., 2004), en la 

identificación de anticuerpos monoclonales anti-glucagón (Brand et al., 1994; Sorensen et al., 

2006), así como en la producción de oligonlucleótidos antisentido para su receptor (Parker et 

al., 2002; Sloop et al., 2004). 

En algunos pacientes diabéticos también se constata una falta de respuesta de las 

células  en condiciones hipoglucémicas, lo cual potencia el riesgo de padecer una 

hipoglucemia severa, especialmente en pacientes tratados con insulina (Cryer, 2002). En 

algunos pacientes de diabetes mellitus tipo 1 que han sido trasplantados se ha observado que 

el trasplante de islotes les dota de una independencia larga a la insulina. No obstante, la falta 

de respuesta de las células  en condiciones hipoglucémicas persiste tras el trasplante, de 

forma que este proceso no restablece la fisiología de este tipo celular (Paty et al., 2002). Esta 

anomalía se ha asociado a fallos en la regulación de la célula , pero aún no sé conocen los 

mecanismos involucrados. 

Como ya se ha comentado, existe aún mucho desconocimiento acerca de la regulación 

de las células  y de la secreción de glucagón. En la presente tesis nos propusimos ahondar en 

la fisiología de esta célula. Particularmente, en este trabajo no hemos centrado en estudiar el 

efecto paracrino que el ATP puede ejercer sobre esta población celular tras ser liberado desde 

los gránulos de insulina o terminales nerviosas, así como el efecto modulador de la leptina, 

hormona capaz de regular la expresión génica y la secreción de insulina, sobre la célula  y su 

secreción hormonal. 
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2.- Señalización purinérgica 

2.1- ATP y nucleótidos de adenina 

El ATP es la principal molécula responsable del almacenamiento y transferencia de 

energía en el interior celular, de ahí que se le considere como la moneda de intercambio de 

energía de la célula. Se trata de una molécula del tipo de las purinas, constituida por tres 

partes química diferentes: un anillo de adenina, una ribosa y una cadena de trifosfato. La 

principal función del ATP es la de capturar la energía libre procedente de los procesos 

catabólicos para posteriormente cederla a aquellas reacciones que requieren energía. Se 

produce en su mayor parte por fosforilación oxidativa en las mitocondrias, empleándose 

principalmente como combustible la glucosa del medio extracelular. La síntesis de ATP a partir 

de ADP y fosfato resulta del acoplamiento quimiosmótico con el transporte electrónico. La 

sucesiva transferencia de electrones entre los componentes de las cadenas se acopla a la 

generación de un potencial protónico a través de la membrana donde se ubican. En la misma, 

una ATP sintasa emplea dicho potencial protónico como combustible para la síntesis de ATP.  

Sin embargo, al margen del papel energético, el ATP también actúa como mensajero. El 

citoplasma contiene ATP en una concentración alrededor de 5 mM, aunque la concentración 

de nucleótidos que se alcanza en las vesículas secretoras de neuronas es mucho mayor (hasta 

1000 mM) (Burnstock, 2006). Estimulación de la exocitosis conduce a la liberación del ATP 

desde el lumen de la vesícula al espacio sináptico junto con acetilcolina, noradrenalina y otros 

transmisores, como VIP y/o neuropéptido Y. Existen evidencias suficientes para afirmar que el 

ATP actúa como un neurotransmisor excitador en la periferia y en algunas áreas del sistema 

nervioso central, como son las neuronas del asta dorsal y algunas neuronas del hipocampo. 

Pero, además de en el SN, el ATP se acumula en los gránulos de múltiples células secretoras 

(células , mastocitos, etc.) y se libera al espacio extracelular tras la exocitosis de éstos, donde 

actúa como mensajero auto/paracrino. En los gránulos de insulina de las células  el ATP se 

encuentra almacenado a elevadas concentraciones (1-3 mM), y en las vesículas sinápticas que 

inervan el islote alcanza concentraciones superiores a 10 mM. Una vez que es librado al 

espacio extracelular puede alcanzar concentraciones en torno a 25 M en las inmediaciones de 

los islotes de Langerhans (Hazama et al., 1998). Ya en el espacio extracelular, y por acción de 
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las ectonucleotidasas presentes en la superficie de las células, el ATP es rápidamente 

hidrolizado obteniéndose ADP, AMP y adenosina como productos de dicha hidrólisis. Se ha 

demostrado que tanto el ATP como el ADP y la adenosina actúan sobre receptores 

purinérgicos, no así el AMP (Ralevic & Burnstock, 1998). 

 

Figura 2.1  Esquema general de los receptores purinérgicos, diana de los nucleótidos de adenina. 

2.2- Receptores purinérgicos 

Las purinas extracelulares (adenosina, ADP y ATP) y pirimidinas (UDP y UTP) son 

moléculas de señalización de gran importancia que median diversos efectos biológicos a través 

de los receptores purinérgicos. Entre estos eventos destacan: contracción del músculo liso, 

neurotransmisión, secreción endocrina y exocrina, respuesta inmune, inflamación, etc. Los 

receptores purinérgicos se clasifican principalmente en dos familias: los receptores P1 

(receptores de adenosina) y los receptores P2 (receptores que reconocen especialmente ATP, 

ADP, UTP y UDP). Debido a diferencias en la estructura molecular y en los mecanismos de 

transducción de señales este último grupo de receptores se divide, a su vez, en dos familias: 

los receptores ionotrópicos P2X y los receptores metabotrópicos P2Y; habiéndose caracterizado 

hasta el momento 7 subtipos de los P2X y 11 de los P2Y.  

De la familia de receptores metabotrópicos P1, receptores de adenosina, se han 

identificado 4 miembros, A1, A2A, A2B y A3, en base a estudios bioquímicos, moleculares y 

ATP ADP AMP Adenosina

Pi Pi Pi

ectonucleotidasas

P2X P2Y P1Receptores 

purinérgicos
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farmacológicos. Se trata de receptores acoplados a proteínas G que se activan por adenosina y 

se inhiben por acción de metilxantinas. El receptor A1 se encuentra ampliamente distribuido en 

muchas especies y en un elevado número de tejidos, lo que le permite mediar gran diversidad 

de procesos biológicos. Muchas de las respuestas fisiológicas son resultado del acoplamiento a 

distintas proteínas G dentro de la familia de las Gi/o. La ruta de señalización más extensamente 

reconocida de este receptor es la inhibición de la AC, lo cual produce una disminución del 

segundo mensajero AMPc. Otro mecanismo de señalización que se promueve es la activación 

de la PLC, estimulándose la generación de IP3 y la movilización de Ca2+. El receptor A2A, por el 

contrario, se encuentra acoplado a proteínas Gs, por lo que su activación genera un incremento 

de AMPc a través de la AC. Estos receptores cuentan con una distribución variada pero 

restringida que incluye tejidos inmunes, plaquetas, SNC, músculo liso vascular y endotelio. El 

A2B está acoplado a diferentes vías de señalización; por una parte promueve la activación de la 

AC, y por otra la vía de la PLC, generando IP3 y aumentos de Ca2+ intracelular. Aunque se 

encuentra en prácticamente todas las células de muchas especies, el número de receptores es 

bajo y se necesitan elevadas concentraciones de adenosina para que se produzca una 

respuesta. El subtipo A3 es probablemente el más enigmático de entre los receptores de 

adenosina ya que, en muchos casos, presenta doble naturaleza en condiciones fisiopatológicas. 

Su distribución es extensa en varias especies aunque existen diferencias en los niveles de 

expresión. Las rutas de señalización clásicas que han sido asociadas a receptores A3 son la 

inhibición de AC por acoplamiento a proteínas Gi, y la estimulación de PLC, IP3 y Ca2+ vía 

proteínas Gq. Al margen de estas vías clásicas se han descrito otras rutas asociadas a la 

activación de estos receptores (Ralevic & Burnstock, 1998).  

Los receptores P2X, canales iónicos activados por unión a ATP, tienen una 

permeabilidad a iones (Na+, K+ y Ca2+) rápida y no selectiva a través de la membrana, que 

resulta en incremento de [Ca2+]i y en despolarización de la membrana. Su distribución principal 

tiene lugar en células excitables como células de músculo liso, neuronas y células glía. El flujo 

directo de Ca2+ a través del canal constituye la primera fuente de Ca2+ responsable del 

aumento de la concentración de este ión en el citosol. Además, en muchos casos esta entrada 

de Ca2+ produce una despolarización de la membrana que conduce a la activación de canales 

de Ca2+ dependientes de voltaje, cuya apertura permite la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular, potenciándose así al aumento de [Ca2+]i (Ralevic & Burnstock, 1998). Este grupo de 
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canales se clasifica a su vez en tres subgrupos atendiendo a la sensibilidad que presentan a los 

agonistas. Así, el subgrupo 1 incluye los receptores P2X1 y P2X3, lo cuales presentan una 

elevada afinidad por el ATP (EC50 = 1 M) y son rápidamente activados y desensibilizados. En 

el subgrupo 2 se encuentran los receptores P2X2, P2X4, P2X5 y P2X6, con menos afinidad por el 

ATP (EC50 = 10 M). Estos receptores muestran una corriente lenta de desensibilización y 

despolarización sostenida. Finalmente el subgrupo 3 está constituido tan sólo por el receptor 

P2X7, el cual tiene muy poca afinidad por el ATP (EC50 = 300-400 M), apenas muestra 

desensibilización y, además de funcionar como un canal iónico dependiente de ATP, también 

actúa como poro iónico no selectivo (Williams & Jarvis, 2000). La mayoría de los subtipos 

presentan extensas distribuciones y muchos tejidos expresan más de un subtipo distinto de 

receptor P2X. 

Los receptores P2Y pueden ser activados por una amplia variedad de nucleótidos y de 

productos de la degradación de éstos. Se encuentran altamente distribuidos en cerebro y en 

todos los tejidos del organismo de los mamíferos. La mayoría de ellos activan PLC, lo que 

conduce a la formación de IP3 y a la movilización de Ca2+ intracelular. Se ha descrito que 

algunos de estos receptores aparecen acoplados a AC y a la producción de AMPc. El tiempo 

de respuesta de los receptores P2Y es más largo que el de las rápidas respuestas de los P2X; 

este fenómeno se debe a que los receptores P2Y median la señal a través de sistemas de 

segundos mensajeros y/o conductancias iónicas mediadas por proteínas G (Ralevic & 

Burnstock, 1998). Se ha descrito además que la función de receptores P2Y es sensible a voltaje 

(Martinez-Pinna et al., 2004) y es capaz de modular la señal de Ca2+ inducida por la activación 

de estos receptores. 
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Tabla 2.2  Subtipos de receptores purinérgicos, orden de especificidad de sus agonistas naturales y/o 

sintéticos, y principales sistemas de transducción de señales. Modificada de (Fields & Burnstock, 2006). 

P2X1 BzATP >> 2 -MeSATP > ATP INa
+
/K

+
/Ca

2+

P2X2 2-MeSATP >ATP > ,-MeATP ICa
2+

P2X3 BzATP > 2-MeSATP > ATP INa
+
/K

+
/Ca

2+

P2X4 ATP > 2-MeSATP >> ,-MeATP INa
+
/K

+

P2X5 ATP > 2-MeSATP > ADP INa
+
/K

+
/Ca

2+

P2X6 ATP > 2-MeSATP > ADP INa
+
/K

+
/Ca

2+

P2X7 BzATP >> ATP 4- INa
+
/K

+
formación poro

P2Y1 2-MeSATP = ADPS >ATP >ADP PLC/IP3 Ca2+

P2Y2 4-thioUTP > UTP > ATP = ADP PLC/IP3 Ca2+

P2Y4 UTP = UDP > ATP = ADP PLC/IP3 Ca2+

P2Y6 UTP > ADP = 2-MeSATP > ATP PLC/IP3 Ca2+

P2Y11 ATP > 2-MeSATP > ADP PLC/IP3 Ca2+ AC

P2Y12 2-MeSADP ≥ ADP >> ATP Inhibición AC

P2Y13 ADP - 2-MeSADP >> ATP = 2 -MeSATP Inhibición AC

P2Y14 UDP-glucosa - UDP-galactosa PLC/IP3 Ca2+

A1 CCPA > CPA i cAMP  h IP3

A2A CGS 21680C > NECA h cAMP

A2B NECA h cAMP

A3 Cl-IB-MECA > IB -MECA i cAMP  h IP3

Receptor Agonista
Sistema principal de 

transducción de señales
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3.- Leptina: hormona de la saciedad 

3.1- La leptina 

Durante las últimas décadas se ha mantenido un debate considerable acerca de cómo 

el SNC es capaz de mantener la homeostasis energética del organismo, proceso que requiere 

de la activación de una red compleja de sistemas fisiológicos para regular el aporte, el gasto y 

el almacenamiento de las reservas energéticas. Emergieron dos posiciones filosóficas 

principales que desde su origen han competido por ser la principal línea de investigación. Una 

de ellas se basó en la hipótesis de que el hipotálamo controla la reserva y el metabolismo de 

grasas (teoría lipostática), mientras que la otra se centró en la hipótesis de que el hipotálamo 

registra el almacenamiento y gasto de carbohidratos (teoría glucostática).  

A principios de los años cincuenta Kennedy postuló la teoría lipostática donde defendía 

la existencia de una señal, producida en los depósitos de grasa, que al ser procesada en el 

hipotálamo regularía la ingesta de alimentos de forma que los depósitos de grasa corporal 

pudieran permanecer constantes (Kennedy, 1953). A finales de aquella década Hervey realizó 

experimentos de parabiosis (puesta en contacto de los sistemas capilares de dos animales 

mediante cirugía), entre ratas obesas por lesión hipotalámica y ratas sanas, y observó que este 

procedimiento conllevaba la muerte del animal sano por caquexia (Hervey, 1959). Hervey creía 

que el animal obeso producía un factor anorexigénico al que el animal no era sensible debido 

a su lesión en el hipotálamo. En 1973, Coleman puso de relieve la existencia de un factor 

saciante tras llevar a cabo estudios parabióticos semejantes a los de Hervey entre ratones 

normales y ratones diabéticos y obesos (Coleman, 1973). La parabiosis entre un ratón ob/ob 

(carente de leptina activa) y un ratón normal reducía la ingesta y el peso corporal del obeso. 

No obstante, en el caso de un ratón db/db (carente del receptor de leptina ObRb), su 

parabiosis con un ratón normal no afectaba al primero de ellos pero producía anorexia en el 

ratón normal. No fue hasta 1994 cuando estos trabajos encontraron una confirmación evidente 

al descubrirse aquella hormona adipostática con poder saciante: la leptina. 

La leptina adquirió su nombre del griego leptos, que significa delgado, y su 

descubrimiento fue llevado a cabo por el grupo del Dr. Friedman (Zhang et al., 1994). Se trata 
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de un péptido que consta de 167 aminoácidos, y presenta una secuencia señal de 21 

aminoácidos que se escinde antes de que la hormona pase al torrente circulatorio. La proteína 

madura, de 146 aminoácidos y bajo peso molecular (16 KDa), muestra una estructura terciaria 

similar a la de las citoquinas clásicas de hélice larga. Contiene dos residuos de cisteína, Cys 96 

y Cys 146, que forman un puente disulfuro entre el extremo carboxilo terminal de la proteína y 

el principio del loop CD (Zhang et al., 1997). Esta unión disulfuro intercadena parece ser 

necesaria para que la leptina desarrolle su actividad biológica ya que mutaciones en cualquiera 

de dichos residuos de cisteína convierten a la proteína en biológicamente inactiva (Zhang et 

al., 1997). La secuencia aminoacídica presenta muy pocas diferencias entre distintas especies: la 

leptina humana es un 84 % idéntica a la proteína de ratón (Zhang et al., 1994), y presenta un 

83 % de homología con la leptina de rata (Ogawa et al., 1995).  

El gen que codifica para la leptina es el gen ob; consta de tres exones separados por 

dos intrones, donde la región codificadora se encuentra contenida en los exones 2 y 3 (Isse et 

al., 1995). Los ratones ob/ob muestran una mutación homocigótica en este gen y manifiestan 

hiperfagia, obesidad, hiperinsulinemia e hiperglucemia, convirtiéndose en excelentes candidatos 

para estudios de obesidad y de diabetes. La mutación ob es una sustitución sencilla de una 

base (C428T) que resulta en terminación prematura de la síntesis de la proteína en el codón 

105, por lo que los ratones ob/ob producen una leptina que es biológicamente inactiva (Zhang 

et al., 1994).  

La leptina es producida y secretada al torrente sanguíneo principalmente por el tejido 

adiposo blanco. Su concentración en plasma está directamente relacionada con el tamaño de 

las reservas de este tejido (MacDougald et al., 1995), y es mayor en mujeres que en hombres. 

Este hecho no sólo sucede por la distinta distribución de la masa adiposa en estos géneros, 

sino también porque la testosterona reduce los niveles de leptina (Luukkaa et al., 1998) 

mientras que el estradiol los incrementa (Casabiell et al., 1998). En ciertas circunstancias 

también se ha observado síntesis de pequeñas cantidades de leptina en tejido adiposo marrón 

(Maffei et al., 1995), placenta (Senaris et al., 1997), epitelio gástrico (Bado et al., 1998), médula 

ósea (Laharrague et al., 1998), epitelio mamario (Smith-Kirwin et al., 1998), músculo esquelético 

(Wang et al., 1998), hipotálamo, pituitaria (Morash et al., 1999), islotes pancreáticos (Vickers et 

al., 2001; Reddy et al., 2004) y hueso (Morroni et al., 2004). 
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 La secreción de leptina presenta un ritmo circadiano, alcanzando el valor máximo 

durante la noche (Licinio et al., 1997), hecho que podría estar favoreciendo la supresión del 

apetito durante las horas de sueño (Sinha et al., 1996a). La secreción es pulsátil, con una 

frecuencia aproximada de un pulso cada 45 minutos (Licinio et al., 1997) y resulta modulada 

por la insulina, glucocorticoides, catecolaminas y otras hormonas.  

 Una vez en sangre, esta hormona circula libre o unida de manera específica y 

reversible a proteínas plasmáticas, lo cual podría modular su aclaramiento y/o bioactividad. En 

individuos delgados la leptina circula principalmente en la forma unida, predominando la libre 

en sujetos obesos (Sinha et al., 1996b). Los niveles séricos de leptina en personas con 

normopeso oscilan en el rango de 1-10 ng/mL, y en individuos obesos pueden alcanzar valores 

de 30-100 ng/mL (Considine et al., 1996; Sinha et al., 1996b). El aclaramiento de la leptina se 

produce en gran parte a nivel renal. Se trata de un proceso rápido, con una vida media de 

unos 25 minutos en humanos (Klein S, 1996) y de 1h a 3h en ratón (Ahima et al., 1996). Este 

tipo de eliminación lleva a pensar que existe una secreción continuada de proteína ob por las 

células adiposas. 

3.2- El receptor de leptina  

El receptor de leptina (ObR) fue identificado y clonado por Tartaglia et al. poco después 

del descubrimiento de su ligando natural (Tartaglia et al., 1995). Este receptor está codificado 

por el gen db (Chen et al., 1996) y presenta homología con la familia de receptores de 

citoquinas de clase I, los cuales se caracterizan por carecer de actividad enzimática intrínseca y 

por necesitar de la asociación de otras quinasas para activar la transducción de señales (White 

& Tartaglia, 1999). El ARNm del ObR codifica para 6 isoformas del receptor, constituidas todas 

ellas por un dominio extracelular idéntico de 816 aminoácidos en el residuo aminoacídico 

terminal mientras que difieren en el terminal carboxilo. Las isoformas ObRa, ObRb, ObRc, 

ObRd y ObRf contienen idénticos dominios transmembrana de 34 aminoácidos, mientras que 

la isoforma ObRe carece de dominios transmembrana y citoplásmico, y circula como un 

receptor soluble, pudiendo actuar como proteína de unión de la leptina circulante (Lollmann et 

al., 1997) (figura 3.1). ObRb es la única forma larga del receptor de leptina, con un dominio 

intracelular de 302 residuos y los motivos necesarios para la activación de señales 
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intracelulares, principalmente la ruta JAK/STAT. Los motivos Box1 y Box2 son conocidos por 

reclutar y unir JAKs. Box1 y los aminoácidos 31-36 del dominio intracelular resultan ser 

indispensables para esta interacción, y los aminoácidos 37-48 para incrementar la señal. Todas 

las isoformas ObR contienen Box1 en el dominio intracelular, mientras que la isoforma ObRb 

también incluye el motivo Box2 y los sitios de unión a STAT. Esta isoforma larga se expresa 

principalmente en el hipotálamo, aunque también está presente en pequeñas proporciones en 

tejidos periféricos como músculo esquelético, adipocitos, hígado e islote pancreático (Ghilardi 

et al., 1996; Kieffer et al., 1996; De Matteis et al., 1998; Burguera et al., 2000). Las formas cortas 

del receptor presentan dominios citoplásmicos de longitud variable entre 32 y 94 aminoácidos 

y se localizan mayoritariamente en el plexo coroideo, endotelio vascular, riñón, hígado, pulmón 

y gónadas (Hoggard et al., 1997; De Matteis et al., 1998). 

 

Figura 3.1  Isoformas del receptor de leptina ObR. El número total de residuos de aminoácidos está 

indicado en la parte inferior del esquema correspondiente a cada subtipo. 

 La secuenciación del gen db en ratones normales y en ratones db/db reveló que estos 

últimos presentaban una mutación en el mismo. La mutación consiste en la sustitución de un 

nucleótido (G  T) que lleva a la inserción de un codón stop prematuro en el extremo 3’ del 

ARNm de ObRb, resultando en la síntesis de una proteína en la que la mayoría del dominio 

intracelular está truncado y es idéntica a la principal isoforma corta: ObRa (Chen et al., 1996; 

Box 1

Box 2
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Lee et al., 1996). Como cabe esperar al no presentar receptor funcional, los ratones db/db son 

hiperfágicos, desarrollan obesidad mórbida, son diabéticos, muestran altos niveles de 

glucocorticoides e intolerancia al frío, son sexualmente inmaduros y no responden a 

tratamientos con leptina. 

En ratas también se han observado mutaciones en el gen db, siendo el caso más 

conocido el de las ratas Zucker fatty (fa/fa). Esta mutación sucede por sustitución de una Gln 

por una Pro en la posición aminoacídica 269 del dominio extracelular. El resultado es una 

reducción drástica en la expresión de ObR en la superficie celular, así como un notable 

descenso en la unión de la leptina a su receptor. Aunque estos animales comparten algunos 

de los síntomas que presentan los ratones db/db, sí son capaces de responder a elevadas 

dosis de leptina administrada por inyección intracerebroventricular; resultado consistente con 

una función parcial del receptor (Chua et al., 1996). 

3.3- Principales vías de señalización intracelular activadas por leptina 

La homología entre el receptor ObR y los receptores de citoquinas de clase I sugirió la 

posibilidad de que la interacción de la leptina con su receptor pudiera mediar señales similares 

a las producidas por las citoquinas, incluyendo la activación de JAKs (Janus Kinases) y STATs 

(transductores de señales y activadores de transcripción). Diversos estudios han demostrado 

que la única isoforma que contiene los motivos intracelulares necesarios para la activación de 

la ruta JAK/STAT es la isoforma larga, la ObRb. Todas las isoformas presentan habilidad para 

formar homodímeros en ausencia de ligando. Dado que esta asociación no sufre un cambio 

significativo tras la unión a leptina, no se considera clave en la activación del receptor. No 

obstante, una vez que la leptina se ha unido a su receptor se forman complejos tetraméricos 

receptor-ligando. El cambio conformacional que se produce en la estructura del receptor es 

entonces crítico para su activación. 

Cascada de transducción de señales JAK/STAT  

La ruta JAK/STAT comprende 4 tirosinas quinasas (JAKs) y 7 factores de transcripción 

(STATs), que están regulados por fosforilación en residuos específicos de serina y tirosina. El 

receptor ObR no presenta dominio intrínseco tirosina quinasa por lo que se une a quinasas 
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citoplásmicas, principalmente JAK2. La activación de JAK2 autofosforila numerosas tirosinas al 

tiempo que fosforila residuos de tirosina del receptor funcional de leptina. Tras unión del 

ligando se produce fosforilación del dominio intracelular del receptor, hecho que proporciona 

un sitio de unión para proteínas STAT; éstas se activan, se traslocan al núcleo y estimulan la 

transcripción. La activación de la unión ligando-receptor en el caso del ObR parece implicar 

STAT3, STAT5 y STAT6, pero no otros STATs (Ghilardi et al., 1996). 

Con el fin de determinar el papel de los tres residuos intracelulares de tirosina (Tyr985, 

Tyr1077 y Tyr1138), se crearon construcciones para reemplazar cada uno de ellos de manera 

independiente o en combinación. De esta forma se observó que cada uno de estos residuos 

exhibe diferentes capacidades de señalización. Así, la Tyr985 es necesaria para la activación de la 

vía Ras/Raf/ERK, Tyr1077 y Tyr1138 para fosforilar STAT5, y Tyr1077 para la activación de STAT1 y 

STAT3 (Hekerman et al., 2005). Los resultados de diversas investigaciones han sugerido que el 

balance energético se encuentra mediado por STAT3, mientras que el control de la expresión 

de Neuropéptido Y, de la glucemia y de la reproducción se logran por vías independientes de 

STAT3 (Bates et al., 2003; Bates & Myers, 2004). 

Cascada de transducción de señales MAPK  

Los miembros ERK de la familia MAPK son componentes bien definidos de la cascada 

de señalización Ras/Raf/MAPK, y se activan por un amplio rango de estímulos incluyendo la 

leptina. La activación de los receptores ObRa y de ObRb puede estimular esta vía, aunque en 

menor medida por la isoforma corta (Bjorbaek et al., 1997). A pesar de que no sé conoce en 

detalle qué moléculas están implicadas en la transmisión de la señal inducida por leptina, sí se 

sabe que MEKs (MAPK/ERK quinasas) activadas fosforilan ERKs, conduciendo finalmente a la 

expresión de genes diana específicos como c-fos y egr-1 (Bjorbak et al., 2001), los cuales 

participan en proliferación y diferenciación. 

Cascada de transducción de señales PI3K/PDE3B/AMPc  

La actividad de PI3K puede ser regulada por un amplio espectro de ligandos, 

destacando la insulina entre ellos. De hecho, muchas de las acciones dependientes de insulina 

requieren de la activación de PI3K. La activación de ObRb regula muchas dianas conocidas de 
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la insulina, como IRS-1, MAP quinasa, ERK, Akt, AMP quinasa y PI3K, convirtiéndose ésta última 

en un punto clave de intercomunicación entre las vías de señalización de insulina y leptina. En 

el SNC, así como en tejido adiposo, hígado y páncreas, se ha demostrado que la leptina induce 

rutas de señalización, implicando la activación de PDE3B dependiente de PI3K y reducción de 

AMPc (Zhao et al., 1998; Zhao et al., 2000). Aunque la contribución exacta en la señalización 

por estimulación de PI3K inducida por leptina o por insulina resulta difícil de precisar, varios 

estudios indican que la existencia de una interacción entre la vía PI3K/PDE3B/AMPc y la 

cascada JAK2/STAT3 es crítica para la señalización de leptina en el hipotálamo (Sahu, 2003). No 

obstante, recientemente se ha demostrado en neuronas y células  que la insulina y la leptina 

pueden inducir cascadas diferentes tras la activación de PI3K (Ning et al., 2006). 

3.4- Efectos fisiológicos de la leptina 

 La leptina acaparó mucha atención tras su descubrimiento, indudablemente debido a 

su papel crucial en la regulación del balance energético. Hay evidencias suficientes para 

considerar primordial su acción como factor saciante. En ratones ob/ob, deficientes de leptina, 

la administración central y periférica de esta hormona produce pérdida del apetito con notable 

disminución del peso corporal, principalmente por reducción del depósito graso (Halaas JL, 

1995). En base a un gran número de evidencias se ha sugerido que el efecto de la leptina 

sobre el control del apetito está mediado a través de neuropéptidos de acción orexigénica y/o 

anorexigénica, siendo imprescindible la activación de STAT3 por interacción de la leptina con 

su receptor. El receptor ObRb se encuentra localizado en múltiples partes del hipotálamo, 

incluyendo neuronas del núcleo arqueado y de otros núcleos hipotalámicos como el 

paraventricular, el ventromedial y el lateral (Friedman & Halaas, 1998). Han sido de gran interés 

las acciones opuestas de la leptina en dos poblaciones de neuronas arqueadas. En una de 

estas poblaciones se sintetizan neuropéptido Y y AgRP (péptido relacionado Agouti), péptidos 

que promueven el apetito. La otra se encarga de producir POMC (Pro-opiomelanocortina), 

precursor de un péptido que suprime el deseo de comer. Al tiempo que la leptina estimula las 

neuronas productoras de POMC, inhibe las de neuropéptido Y y AgRP (Schwartz et al., 2000). 

Se ha observado que la disrupción específica neural de STAT3 resulta en hiperfagia, obesidad, 

diabetes e infertilidad (Gao et al., 2004), y que ratones con disrupción de STAT3 



Introducción 

 

Página | 41  

 

específicamente en neuronas que expresan receptor de leptina desarrollan obesidad profunda 

(Piper et al., 2008). 

 Al margen de las acciones de la leptina en el SNC, se han descrito numerosos efectos 

periféricos. La propuesta de la existencia de un eje adipoinsular entre tejido adiposo y 

páncreas endocrino surgió a partir de estudios realizados durante décadas en ratones tanto 

diabéticos como obesos: los modelos ob/ob y db/db. Un fenómeno que destacaba en ambos 

casos era que la hiperinsulinemia precedía al desarrollo de la obesidad y a la resistencia a la 

insulina. Si en ausencia de leptina funcional había elevados niveles de insulina, esto sugería 

que en circunstancias normales la secreción de esta hormona se encontrase regulada por la 

leptina. Por otra parte, la participación de la insulina en esta hipótesis se completaba al tratarse 

de una hormona adipogénica. Así, al aumentar las reservas de grasa, los niveles de leptina se 

incrementaban, reduciendo los de insulina y, consecuentemente, disminuyendo la lipogénesis 

(figura 3.2). En el caso de una reducción en las reservas adiposas, el descenso en los niveles de 

leptina plasmática favorecería un aumento en la producción de insulina y, por lo tanto, se 

potenciaría la formación de grasa adicional en las reservas (Kieffer et al., 1997; Kieffer & 

Habener, 2000; Covey et al., 2006).  

 

Figura 3.2  Eje adipoinsular. Modificada de (Kieffer & Habener, 2000). 
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Muchos han sido los trabajos enfocados al estudio del efecto de cualquiera de estas 

dos hormonas sobre la otra, principalmente a nivel de expresión génica y de secreción. La 

administración de leptina inyectada, o la terapia génica, reducen los niveles de insulina en 

sangre en ratones ob/ob según han demostrado varios estudios (Muzzin et al., 1996; Fei et al., 

1997; Seufert et al., 1999a; Dhillon et al., 2001). Los resultados obtenidos han demostrado que 

la leptina inhibe la secreción y la expresión de insulina por acción directa en las células . El 

efecto que la leptina ejerce sobre la secreción de insulina parece que podría deberse a que la 

leptina activa la fosfodiesterasa 3B (Zhao et al., 1998). Consecuentemente se produce una 

disminución en los niveles de AMPc. Por otro lado, múltiples estudios han demostrado que la 

leptina activa los canales KATP, lo cual hiperpolariza la membrana, inactivando los canales de 

Ca2+ y los incrementos de Ca2+ citosólico que llevan a la secreción de insulina en condiciones 

de elevada glucosa (Kieffer et al., 1997; Kieffer & Habener, 2000). En cuanto a su papel sobre la 

expresión del gen de insulina, parece que el mecanismo responsable es la activación de la ruta 

de señalización JAK/STAT por interacción directa de la leptina con su receptor (Morton et al., 

1999). Por otra parte, la insulina secretada desde el islote incrementa la expresión del gen de 

leptina en el tejido adiposo y su secreción (Seufert, 2004). En la estimulación de la secreción de 

leptina por insulina, la activación de la PDE3 representa un paso metabólico importante. La 

secreción de leptina inducida por insulina puede inhibirse por agentes que aumenten los 

niveles de AMPc al potenciar su producción a través de la AC, al inhibir su degradación por 

fosfodiesterasas, o imitando su acción (Cammisotto & Bukowiecki, 2002). En diversos trabajos 

se ha propuesto que alteraciones en la comunicación entre el tejido adiposo y el páncreas 

endocrino podrían favorecer el desarrollo de diabetes en individuos obesos (Seufert et al., 

1999b; Covey et al., 2006; Morioka et al., 2007).  

La leptina ejerce además otras funciones en el organismo. La administración de leptina 

a ratonas ob/ob favorece la recuperación de la fertilidad (Barash et al., 1996) y acelera el 

proceso del desarrollo puberal (Chehab et al., 1997). Esta hormona estimula la absorción de 

carbohidratos en el intestino delgado (Pearson et al., 2001), la lipólisis en adipocitos y la 

expresión de UCPs (Tajima et al., 2005), la actividad fagocítica de los macrófagos y la 

proliferación de linfocitos T y monocitos (Lord et al., 1998), entre otras acciones. 
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El control de la homeostasis de la glucosa requiere una correcta coordinación de la 

función y secreción de las células pancreáticas  y , productoras y secretoras de glucagón e 

insulina, respectivamente. Si bien existe una abrumadora información sobre el funcionamiento 

de la célula , se conoce poco acerca de la fisiología de la célula  sobre la secreción de 

glucagón. Fallos en este sistema pueden conducir a la aparición de patologías como la 

diabetes mellitus, producida principalmente por un mal funcionamiento de las células  o por 

resistencia a la insulina. No obstante, se han demostrado alteraciones en el funcionamiento de 

la célula  y en la secreción de glucagón en pacientes diabéticos que pueden agravar la falta 

de control de la glucosa en sangre en estos individuos. Es, por lo tanto, de gran importancia 

profundizar en el conocimiento de la fisiología de la célula  pancreática, así como en su 

regulación. 

En esta tesis hemos abordado dos aspectos significativos en la regulación de la célula . 

En primer lugar, dada la importancia de los factores paracrinos procedentes de la célula  en la 

regulación de la célula , hemos analizado el papel del ATP como mensajero extracelular. En 

segundo lugar, puesto que el tejido adiposo puede regular la función de la célula  a través de 

la leptina, hemos evaluado la función de esta hormona en la célula . 

Por lo tanto, los principales objetivos de la presente tesis son estudiar el efecto del ATP 

extracelular y el de la leptina circulante sobre la regulación de la célula  pancreática. Para ello, 

el trabajo se desarrollará atendiendo a los siguientes objetivos específicos: 

1.- Identificar subtipos de receptores purinérgicos presentes en células , estudiar el 

efecto del ATP y de los derivados de su hidrólisis sobre la señal de Ca2+ intracelular al 

interaccionar con sus receptores, y cuantificar el efecto que la señalización purinérgica 

produce sobre la secreción de glucagón. 

2.- Estudiar qué isoformas del receptor de leptina se expresan en las células  y analizar 

el efecto de la leptina sobre la actividad eléctrica y la señal de Ca2+ intracelular, así 

como averiguar qué efecto regulador presenta en la secreción de glucagón.  
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1.- Inhibición de la señal de Ca2+ y de la secreción de glucagón en célula  

pancreática mediada por ATP extracelular y receptores purinérgicos. 

ANEXO I 

“Inhibition of Ca2+ signaling and glucagon secretion in mouse pancreatic -cells by 

extracellular ATP and purinergic receptors”. 

Eva Tudurí, Eliane Filiputti, Everardo M. Carneiro and Ivan Quesada. Am J Physiol 

Endocrinol Metab 294: E952-E960, 2008. 

Debido a la arquitectura celular del islote de Langerhans y a su sistema de 

vascularización los distintos tipos celulares que lo componen se encuentran altamente 

expuestos a mecanismos de regulación paracrinos. Además del efecto inhibitorio que las 

hormonas insulina y somatostatina ejercen sobre la actividad secretora de las células , otras 

moléculas contenidas en los gránulos de células  y  también participan en la regulación de la 

secreción de glucagón, como es el caso del Zn2+, el ácido -aminobutírico, el L-glutamato y la 

amilina.  

El ATP se encuentra altamente almacenado en los gránulos de insulina de las células  

(1-3 mM) y en las vesículas sinápticas de las neuronas que inervan el islote (> 10 mM). Una 

vez que es liberado al medio extracelular se ha visto que puede llegar a alcanzar 

concentraciones de hasta 25 M e incluso superiores en la superficie de las células del islote 

de Langerhans (Hazama et al., 1998). Por otra parte, esta molécula, por acción de las 

ectonucleotidasas presentes en la membrana celular, es rápidamente hidrolizada 

produciéndose metabolitos de ATP o adenosina. Estudios previos llevados a cabo en células  

demostraron un efecto inhibitorio tanto del ATP extracelular como de la adenosina sobre la 

secreción de insulina en islotes de ratón. En la presente tesis nos planteamos estudiar si el ATP, 

que puede ser liberado desde las terminales nerviosas o desde las células  pancreáticas, así 

como los productos de su hidrólisis, ejercen algún efecto sobre la secreción de glucagón en las 

células  y, en caso afirmativo, qué receptores purinérgicos median dicho efecto. 

De entre los numerosos subtipos de receptores purinérgicos existentes, los receptores 

P2Y1, A1 y A2 se han visto implicados en la regulación de la secreción de insulina y glucagón 
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atendiendo a estudios farmacológicos, principalmente en páncreas perfundido. Sin embargo, 

hasta el momento no se habían estudiado estos receptores a nivel de proteína o su 

localización celular en el islote. En primer lugar examinamos la existencia de dichos receptores 

por inmunocitoquímica en cultivos de células de islotes, confirmándose la presencia de los 

subtipos P2Y1, A1 y A2 en las células , y tan sólo P2Y1 y A1 en las células  (Fig 1). La 

especificidad de los anticuerpos empleados se confirmó con el uso de péptidos bloqueantes 

específicos para los mismos (Supl Fig 1). Además, realizamos más experimentos de 

inmunocitoquímica en células aisladas con anticuerpos diferentes confirmando los mismos 

resultados (Supl Fig 2). Una vez corroborada la existencia de dichos receptores procedimos a 

analizar el efecto del ATP extracelular sobre la fisiología de las células  centrando nuestro 

interés en el estudio de la señal de Ca2+ citosólico, que es fundamental en la regulación de la 

exocitosis en estas células. Para ello cargamos islotes frescos con la sonda fluorescente sensible 

a Ca2+ Fluo 3-AM y, empleando un microscopio confocal, registramos las señales de 

fluorescencia de células  individuales de la periferia de los islotes. Esta población celular fue 

identificada atendiendo a su patrón oscilatorio a bajas concentraciones de glucosa (< 1mM), 

dado que en estas condiciones es el único tipo celular del islote en el que se genera actividad 

eléctrica y, consecuentemente, oscilaciones de [Ca2+]i. La exposición de estas células a ATP 

extracelular, 1 y 10 M, redujo la frecuencia oscilatoria en ~47 % y ~ 60 %, respectivamente 

(Fig 2),  recuperándose la señal de Ca2+ citosólico una vez retirado el ATP del medio 

extracelular (Supl Fig 3). Con el fin de ratificar que la inhibición producida correspondía a un 

efecto directo del ATP, y no a efectos paracrinos desde células vecinas, llevamos a cabo nuevos 

registros de Ca2+ intracelular tanto en células de islotes aisladas (donde es improbable que se 

produzcan efectos paracrinos) como en islote entero en presencia de clonidina (1 M), un 

conocido bloqueante de la secreción en células  que actúa como agonista de receptores 2-

adrenérgicos. En ambos casos observamos nuevamente una disminución significativa de la 

frecuencia de las oscilaciones de [Ca2+]i, confirmándose así la acción directa del ATP sobre las 

células secretoras de glucagón (Fig 5).  

Ya que el ATP puede ser hidrolizado, y sus metabolitos también pueden actuar a través 

de receptores purinérgicos, comparamos el efecto del ATPS (un derivado del ATP no 

hidrolizable), con el efecto del ATP, sin encontrar diferencias significativas entre las inhibiciones 

que ambos produjeron sobre la señal de Ca2+ (Fig 2), concluyéndose que el efecto del ATP 
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extracelular sobre las oscilaciones de Ca2+ en la célula  se debe en mayor medida al ATP en sí 

y no tanto a los productos de su hidrólisis. Por otra parte, también estudiamos el efecto del 

ATP en presencia de suramina, un antagonista de los receptores P2. En estas condiciones, el 

ATP no produjo ningún efecto (Fig 2), indicando una mayor participación de receptores de la 

familia P2 que de la familia de receptores P1 en el efecto del ATP. Dado que las 

inmunocitoquímicas mostraron la existencia de dos subtipos de receptores pertenecientes a 

este último grupo (P1), registramos las señales de Ca2+ de células  en presencia de adenosina 

(1 y 10 M), el ligando endógeno de los receptores P1, observando reducción en la frecuencia 

oscilatoria similar a la obtenida tras estimulación con ATP (Fig 2). El empleo de agonistas 

específicos de los subtipos de receptores identificados en las células  indicó que los 

receptores P2Y1 y A2A eran funcionales en este tipo celular, mientras que el agonista del 

receptor A1  no tuvo ningún efecto sobre la señal de [Ca2+]i (Fig 4). De estos resultados 

concluimos que de los tres receptores localizados en las células  pancreáticas, los receptores 

P2Y1 y A2A son funcionales y su activación conduce a una inhibición de las oscilaciones de 

[Ca2+]i. 

La exocitosis de los gránulos secretores de las células  es un mecanismo que requiere 

incrementos en los niveles de Ca2+ intracelular para llevarse a cabo. Nuestros resultados 

mostraron inhibición de la frecuencia oscilatoria de [Ca2+]i con ATP y adenosina, fenómeno que 

debería encontrarse reflejado en una notable reducción de la secreción hormonal. Para analizar 

el efecto del ATP y de la adenosina en la secreción de glucagón incubamos grupos de islotes 

en presencia de los distintos estímulos y medimos la secreción de glucagón por 

radioinmunoensayo (RIA). Los resultados mostraron inhibición significativa en la secreción de 

glucagón bajo estimulación con ATP (10 M) (Fig 3), similar a la producida por Co2+, un 

conocido bloqueante de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje que inhibe las señales de 

Ca2+ y la secreción dependiente de este ión. Así mismo, el efecto inhibitorio del ATP fue 

comparable al ejecido por 10 mM y 20 mM glucosa. Sin embargo, tras incubar los islotes con 

adenosina 10 M no se observó ningún efecto significativo sobre la secreción hormonal (Fig 3). 

Atendiendo a los resultados previos observamos que uno de los subtipos funcionales de 

receptores purinérgicos en las células  es el subtipo A2A, el cual está acoplado a la activación 

de la enzima adenilato ciclasa. La exocitosis en estas células también está regulada por acción 

del AMPc, por lo que muy posiblemente podía suceder que el efecto estimulatorio del AMPc 
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contrarrestase el inhibitorio del [Ca2+]i, sin que varíe así la secreción en presencia de adenosina. 

Para confirmar esta posibilidad llevamos a cabo nuevos experimentos de secreción en 

presencia de H-89, un inhibidor de PKA, observando inhibición de la secreción de glucagón 

por acción de la adenosina y confirmando, por lo tanto, la implicación de la ruta AMPc/PKA 

(Fig 3). La secreción de glucagón a 0.5 mM glucosa no se vio afectada por H-89 (Supl Fig 4). 

Finalmente, comprobamos que al utilizar un agonista específico de A2A se producía un efecto 

estimulatorio de la secreción (Fig 4). Este resultado también apuntaba a que el efecto de la 

adenosina estaba posiblemente mediado por este subtipo. 
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2.- Efectos inhibitorios de la leptina sobre la función de la célula  pancreática. 

ANEXO II 

“Inhibitory effects of leptin on the pancreatic cell function” 

Eva Tudurí, Laura Marroquí, Sergi Soriano, Ana B. Ropero, Thiago M. Batista, Sandra 

Piquer, Miguel A. López-Boado, Everardo M. Carneiro, Ramón Gomis, Ángel Nadal, Iván 

Quesada. Diabetes (in press). 

La leptina es una hormona peptídica producida casi exclusivamente por los adipocitos. 

Aunque en un principio se pensaba que actuaba únicamente sobre centros del hipotálamo que 

controlan la saciedad, posteriormente se le ha ido asignando una mayor diversidad de 

funciones: regulación del peso corporal y del gasto energético, reproducción, crecimiento, 

función inmune, etc. Se ha comprobado que la leptina actúa directamente sobre las células , 

afectando tanto a la secreción como a la expresión de la insulina (Seufert et al., 1999b; Kieffer 

& Habener, 2000). Por otro lado, la población  pancreática también ejerce un control sobre la 

función de los adipocitos: la insulina secretada desde el islote incrementa la expresión del gen 

de leptina en el tejido adiposo, así como su secreción. Se tienen evidencias para creer en la 

existencia de un eje adipoinsular de comunicación bidireccional entre las células  del islote y 

el tejido adiposo: la insulina es adipogénica y aumenta la producción de leptina en el tejido 

adiposo mientras que la leptina reduce tanto la expresión como la secreción de insulina. En 

cambio, a pesar de la importancia de la célula  en la homeostasis de la glucosa, no se ha 

estudiado el papel de la leptina en la fisiología de estas células. 

 Existen hasta 6 isoformas del receptor de leptina, ObRa-f, donde ObRb es la isoforma 

larga y la principal implicada en la transducción de señales intracelulares activadas por leptina. 

En primer lugar, para conocer la existencia de mensajeros de ARN de cualquiera de estas 

isoformas en células  llevamos a cabo diversas PCRs en células de la línea TC1-9 productora 

de glucagón. Esta línea celular ha sido ampiamente validada para el estudio de la función de 

las células  (Ravier & Rutter, 2005). Utilizando cebadores específicos para cada isoforma del 

receptor de leptina observamos expresión de los transcritos de cinco de las seis isoformas 

(ObRa-e) (Fig 1). Con el fin de determinar si éstos se traducían a proteína estudiamos los 
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niveles proteicos mediante Western Blot. Para ello empleamos en primer lugar un anticuerpo 

específico para el dominio extracelular de ObR (el cual es idéntico para todas las isoformas), 

obteniendo resultados positivos (Fig 1). Dada la implicación del receptor ObRb en las vías de 

señalización de leptina, se realizó también un experimento con un anticuerpo específico para 

esta isoforma larga, confirmándose su existencia en estas células (Fig 1). A continuación, y con 

el fin de determinar la localización espacial de estos receptores, realizamos inmunocitoquímicas 

en células TC1-9 y en células  de ratón y de humanos en islotes intactos (secciones de ~ 4 

m). En los tres casos las células secretoras de glucagón fueron positivas para el anticuerpo 

que reconoce todas las isoformas del ObR y para el específico de ObRb (Fig 1). 

 Las células  son células eléctricamente excitables que generan potenciales de acción 

en ausencia o a baja concentración de glucosa. La generación de esta actividad eléctrica 

permite la apertura de canales de Ca2+, la entrada de Ca2+ y la exocitosis de los gránulos 

secretores de glucagón. Dado que el receptor ObR está presente en las células , y 

concretamente el ObRb, procedimos a estudiar el efecto de la leptina sobre la fisiología de 

esta población celular centrándonos en su actividad eléctrica, en el patrón oscilatorio de sus 

señales de Ca2+ intracelular y en la secreción hormonal. 

 La actividad eléctrica de estas células fue registrada empleando la técnica de patch-

clamp en la configuración whole-cell. Como es bien conocido, a baja concentración de glucosa 

(0.5 mM) las células  muestran una característica actividad eléctrica donde se generan 

potenciales de acción de Na+ y de Ca2+. En nuestros experimentos observamos que en estas 

condiciones se originaban potenciales de acción desde -39.9 ± 0.2 mV en células TC1-9. Al 

exponer estas células a leptina (6.25 nM) el potencial de membrana se hiperpolarizó en -21.1 ± 

1.1 mV, suprimiéndose la actividad eléctrica (Fig 2). La eliminación de la leptina del medio 

extracelular permitió restablecer la actividad eléctrica, en la mayoría de las células estudiadas, 

tras despolarizarse el potencial de membrana hasta los valores iniciales. El mismo estudió se 

llevó a cabo en células  aisladas de islotes de ratón, en donde la actividad eléctrica resultó 

inhibida nuevamente por la hiperpolarización producida por la leptina, que condujo al 

potencial de membrana desde -37.3 ± 0.6 mV hasta -60.6 ± 0.4 mV (Fig 2). Estos resultados 

confirmaron la funcionalidad de receptores ObR en las células secretoras de glucagón. 
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 Una vez que se inicia un potencial de acción en la célula  la membrana alcanza un 

valor de potencial que permite la apertura de canales de Ca2+, los cuales median la entrada de 

Ca2+ en el interior de la célula. Dado que la leptina produce un efecto inhibitorio sobre la 

actividad eléctrica de las células  era de esperar un efecto igualmente supresor sobre las 

oscilaciones de Ca2+ intracelular. Con el empleo de la sonda fluorescente sensible a Ca2+ Fluo 

4-AM, y un microscopio confocal que nos permitió realizar secciones ópticas (~ 8 m) en 

islotes de ratón y de humano, procedimos al estudio de variaciones en la [Ca2+]i en células  

individuales en estos islotes, así como en células de la línea TC1-9. En todos los casos 

estimulamos las células  a baja concentración de glucosa (0.5 mM) dado que en estas 

condiciones sólo este tipo celular del islote presenta un patrón de Ca2+ oscilatorio y es posible 

así proceder a su identificación. En presencia de leptina (6.25 nM) se produjo una inhibición 

parcial o total de las oscilaciones de Ca2+ citosólico tanto en células TC1-9 como en células  

de ratón y de humano, reduciéndose la frecuencia global de las oscilaciones en ~ 60 %, ~ 40 

% y ~ 58 %, respectivamente (Fig 3 y 4). Al estimular estas células con concentraciones 

menores de leptina (0.625 nM), se produjo una inhibición de la frecuencia oscilatoria de ~ 45 

% en las células TC1-9 y de ~ 32 % en células  humanas (Fig 3 y 4). En el caso de las células 

 de ratón se observó una reducción en la frecuencia de la señal de Ca2+, aunque no resultó 

ser significativa, muy probablemente debido a la gran heterogeneidad obtenida en la 

respuesta de las células estudiadas (Fig 3). Tras la inhibición obtenida al exponer a las células a 

leptina (6.25 nM) durante un intervalo de 5 min y posterior retirada de la hormona del medio 

extracelular se originaron nuevamente oscilaciones de Ca2+ intracelular en células TC1-9, 

revirtiéndose el efecto de la leptina como sucedía en los registros de actividad eléctrica (Supl 

Fig 2). Con el fin de descartar posibles interacciones paracrinas de células vecinas del islote, los 

registros de Ca2+ intracelular fueron realizados en células aisladas, corroborándose la acción 

directa de la leptina sobre las células secretoras de glucagón (Fig 3). También estudiamos el 

efecto de la leptina (6.25 nM) sobre el patrón oscilatorio de células  en respuesta a 

concentraciones de glucosa más elevadas (3 mM), tanto en células TC1-9 como en células 

de ratón, observando inhibiciones significativas en la frecuencia oscilatoria en ambos casos 

(Supl Fig 1). 

 Diversos estudios han ahondado en conocer el mecanismo por el que la leptina 

induce efectos rápidos sobre el potencial de membrana en células  pancreáticas y/o en 
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neuronas, y han concluido que la vía de señalización implicada en dichos casos es la vía PI3K. 

Con el fin de determinar si dicha vía se activaba en las células  al estimularlas con leptina 

realizamos nuevos experimentos empleando un inhibidor de la enzima PI3K, la wortmanina. 

Inactivando la PI3K la leptina no produjo ningún efecto en la señal de Ca2+ en las células 

TC1-9 (Fig 5), sugiriendo que dicha vía de señalización se activa en células secretoras de 

glucagón por acción de la leptina.  

Los ratones db/db presentan una mutación en el gen db, el gen que codifica para el 

receptor de leptina, de manera que carecen de la isoforma larga ObRb. Resultados de 

inmunocitoquímica con un anticuerpo específico para ObRb confirmaron la ausencia de esta 

isoforma del receptor en este modelo animal. La exposición de células  de ratones db/db a 

esta hormona no produjo ningún efecto sobre la señal oscilatoria de [Ca2+]i, mientras que sí 

provocó una reducción significativa en los ratones control (Supl Fig 3). Con estos resultados 

concluimos que el efecto inhibitorio de la leptina sobre las células  se encontraba mediado 

por interacción de la misma con la isoforma ObRb. 

Hasta el momento observamos que la interacción de la leptina con su receptor ObRb 

suprime la actividad eléctrica por hiperpolarización de la membrana e inhibe las oscilaciones 

de Ca2+ intracelular. Estos dos mecanismos suponen puntos clave en el acoplamiento estímulo-

secreción de la célula , y son necesarios para que se produzca la secreción hormonal en 

condiciones hipoglucémicas. El siguiente paso consistió en determinar el efecto de la leptina 

sobre la liberación de glucagón, por lo que estudiamos la secreción hormonal en islotes de 

ratón por radioinmunoensayo (RIA) (Fig 6). En presencia de leptina (6.25 nM), la secreción de 

glucagón en islotes de ratón resultó inhibida en un ~ 33 %, mientras que una concentración 

de 0.625 nM no produjo una reducción significativa al igual que sucedía en los estudios de 

Ca2+ citosólico. En presencia de wortmanina (50 nM), un inhibidor de PI3K, la leptina (6.25 nM) 

no indujo ningún efecto sobre la secreción de glucagón, corroborándose así la activación de la 

vía PI3K. Finalmente, la exocitosis de los gránulos fue analizada empleando la sonda FM1-43 

en células TC1-9 (Fig 6). En presencia de leptina el incremento de fluorescencia que produce 

la fusión de las vesículas secretoras con la membrana plasmática resultó ser notablemente 

menor que en condiciones control (0.5 mM G). Nuevamente, la wortmanina (20 nM) previno el 

efecto de la leptina. 
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Los islotes de Langerhans desarrollan un papel esencial en la regulación de la  

homeostasis de la glucosa. Al tiempo que la insulina liberada desde las células  promueve la 

entrada de glucosa en células de músculo, tejido adiposo o hígado, el glucagón secretado 

desde las células  estimula la producción y la movilización de este azúcar en el hígado, 

convirtiéndose en la principal hormona contrarreguladora de la insulina. De esta forma ambas 

hormonas mantienen la homeostasis de la glucosa in vivo. Fallos en este sistema pueden llevar 

a la aparición de patologías como la diabetes mellitus (Prentki & Matschinsky, 1987), la cual 

está producida principalmente por un mal funcionamiento de las células  secretoras de 

insulina o por resistencia a esta hormona. No obstante, diversos estudios han demostrado 

alteraciones en el funcionamiento normal de la secreción de glucagón en pacientes diabéticos, 

lo cual puede conducir a una situación de hiperglucagonemia, agravándose notablemente el 

estado diabético (Shah et al., 1999; Greenbaum et al., 2002; Jiang & Zhang, 2003). Por lo tanto, 

es necesario conocer a fondo los mecanismos de regulación de las células  y  del islote para 

comprender mejor el control de la glucemia tanto en condiciones fisiológicas como 

fisiopatológicas.  

1.- El ATP extracelular inhibe la señal de [Ca2+]i y la secreción de glucagón en 

células  pancreáticas. 

Los gránulos de las células pancreáticas no sólo contienen glucagón, insulina y 

somatostatina (que pueden actuar por mecanismos paracrinos), sino que almacenan además 

otras moléculas que, al igual que las hormonas, son liberadas al exterior celular tras la 

exocitosis de los gránulos y presentan capacidad para regular de forma paracrina la secreción 

hormonal u otras funciones en células vecinas. Como ejemplos se han descrito el Zn2+ (Franklin 

et al., 2005; Ravier & Rutter, 2005), el L-glutamato (Uehara et al., 2004) y el GABA (Wendt et al., 

2004). El ATP forma parte del grupo de moléculas secretadas por las células , siendo además 

liberado junto con otros neurotransmisores desde las terminales nerviosas que inervan el 

páncreas (Miller, 1981). Una vez en el espacio extracelular, las moléculas de ATP pueden ser 

hidrolizadas por las ectonucleotidasas celulares, produciéndose ADP, AMP y adenosina como 

productos de dicha hidrólisis. A excepción del AMP, estos productos interaccionan con 

receptores purinérgicos activando, consecuentemente, distintas vías de señalización (Ralevic & 

Burnstock, 1998). 
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Hasta la fecha, 19 subtipos de receptores purinérgicos han sido clasificados atendiendo 

a la identidad de sus secuencias, a sus propiedades farmacológicas y a los mecanismos de 

transducción de señales que desencadenan. En numerosos tipos celulares se ha demostrado 

coexistencia de receptores de funciones similares o antagónicas en una misma célula, lo cual 

implica la posible activación simultánea de más de una vía distinta de señalización. Dado que 

la farmacología actual para estos receptores no es muy selectiva, un estudio detallado de la 

señalización purinérgica podría llegar a ser muy complejo (Fields & Burnstock, 2006).  

En la presente tesis hemos localizado por inmunocitoquímica, tanto en islotes enteros 

como en células disgregadas de los mismos, los subtipos P2Y1, A1 y A2A en las células 

secretoras de glucagón. Estos subtipos habían sido caracterizados farmacológicamente (en 

células  de rata) mediante experimentos de secreción en páncreas perfundido (Chapal et al., 

1985; Grapengiesser et al., 2006). No obstante, ni su localización celular ni su existencia a nivel 

proteico habían sido demostrados aún en este tipo celular. 

Tras estimulación de las células  pancreáticas con ATP y/o adenosina observamos una 

reducción significativa de la frecuencia oscilatoria de [Ca2+]i. Registros similares se llevaron a 

cabo nuevamente en presencia de agonistas específicos para los 3 subtipos de receptores 

hallados previamente por inmunocitoquímica. Los resultados inhibitorios obtenidos mediante el 

empleo de los agonistas de P2Y1 y A2A corroboraron no sólo la existencia sino también la 

funcionalidad de los mismos en la población  pancreática. Sin embargo, es muy probable que 

coexistan además otros subtipos de receptores purinérgicos en estas células. En células  de 

islotes de rata, por ejemplo, se ha detectado el gen para el subtipo P2Y4 (Coutinho-Silva et al., 

2003). Por otra parte, estudios de inmunocitoquímica en ratas diabéticas tratadas con 

estreptozotocina y en ratones NOD han demostrado la presencia de receptores P2X7 en las 

células secretoras de glucagón (Coutinho-Silva et al., 2003; Coutinho-Silva et al., 2007). Aunque 

existan otros subtipos en las células  de ratón, en nuestro trabajo descartamos la implicación 

de receptores P2X7 funcionales ya que su activación conduciría a la formación de poros iónicos 

que debería traducirse en un notable aumento de Ca2+ (Coutinho-Silva et al., 2003; Fields & 

Burnstock, 2006). Nuestros experimentos de registros de Ca2+ no recogieron en ningún caso 

dicho incremento. 
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La existencia y función de diversos receptores purinérgicos, pertenecientes además a 

distintas familias, implica la activación simultánea de varias rutas de señalización en las células 

. El ATP media su señal a través de receptores P2X (ionotrópicos) y P2Y (metabotrópicos, 

activando PLC e incrementando los niveles de IP3, aunque también se han descrito efectos 

sobre otras múltiples rutas) (Ralevic & Burnstock, 1998). Respecto a la adenosina, ésta actúa vía 

receptores P1, en donde la adenilato ciclasa juega un papel crucial desencadenando cambios 

en los niveles de AMPc (Ralevic & Burnstock, 1998). En algunos tipos celulares, como es el caso 

de las células  del islote, se ha observado coexistencia de receptores P2 y P1, hecho que 

permite respuestas recíprocas (Poulsen et al., 1999). En dicha población se ha descrito que el 

ATP extracelular, al activar receptores purinérgicos P2Y1, es capaz de disminuir la actividad de 

los canales KATP vía activación de una PLA2 citosólica, lo cual produce una pequeña 

despolarización en este tipo celular aunque tendría un efecto inhibitorio sobre la secreción 

(Poulsen et al., 1999). También se ha observado que el ATP extracelular inhibe los potenciales 

de acción producidos a elevadas concentraciones de glucosa en células ; fenómeno que se 

encontró mediado por una inhibición en los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L por 

interacción del ATP con los receptores P2Y (Gong et al., 2000). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que tanto el ATP como la 

adenosina extracelulares inhiben las oscilaciones de Ca2+ citosólico en las células  

pancreáticas. Este efecto se produce, si no totalmente, en parte, por activación de los 

receptores P2Y1 y A2A, respectivamente. La activación del primero de ellos conduce en muchos 

casos a estimulación de PLC y generación de IP3. La formación de IP3 y movilización de Ca2+ 

de reservorios intracelulares, como se ha demostrado en otros tipos celulares, no estaría 

teniendo lugar en las células  pues no se detectaron aumentos en la señal de Ca2+ sino una 

inhibición de la misma. Por otro lado, la activación de P2 también puede estimular una 

variedad de rutas de señalización incluyendo PKC, PLA2, NOS, etc. que cabría explorar en 

próximos estudios para conocer exactamente qué mecanismos llevan al efecto inhibitorio del 

ATP sobre la señal de Ca2+ y la secreción. La activación del receptor A2A se traduce en 

estimulación de AC. En algunos trabajos se ha observado que tras activación de AC, el 

incremento en los niveles de AMPc y la consecuente activación de PKA conducen a la apertura 

de canales KATP, presumiblemente por fosforilación del canal o de alguna proteína reguladora 

asociada a éste (Kleppisch & Nelson, 1995). 
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En las células  pancreáticas el patrón oscilatorio de Ca2+ a baja glucosa es debido a la 

actividad de una serie de canales como son los canales KATP, los canales de Ca2+ dependientes 

de voltaje y los canales de Na+ entre otros. Como se ha comentado previamente, en el caso de 

la célula  se ha descrito que el ATP extracelular es capaz de disminuir la actividad de los 

canales KATP vía activación de una PLA2 citosólica o de inhibir los canales de Ca2+ dependientes 

de voltaje tipo L (Poulsen et al., 1999; Gong et al., 2000). Con todo esto sería de esperar que, 

al igual como ocurre en la célula , existiese una interacción entre la señalización purinérgica y 

los canales iónicos de la célula  que condujese a la disminución de la frecuencia oscilatoria de 

las señales de Ca2+ observadas.  

La secreción de glucagón es un mecanismo dependiente de Ca2+, por lo que 

atendiendo a los resultados obtenidos de los registros de Ca2+ citosólico cabría esperar un 

notable efecto igualmente inhibitorio sobre la secreción de esta hormona. Los resultados de 

secreción obtenidos tras incubación de los islotes con ATP extracelular mostraron una 

inhibición en la liberación de glucagón de ~ 35 %. Estos datos coinciden con estudios previos 

en células  de ratón donde el ATP produjo una inhibición de la exocitosis (Poulsen et al., 

1999). No obstante, estudios realizados en rata mostraron estimulación de la secreción 

hormonal en células  (Grapengiesser et al., 2006), lo cual probablemente se deba a las 

diferencias entre las distintas especies, dado que los dos modelos presentan divergencias en 

sus sistemas de acoplamiento estímulo-secreción y en los canales iónicos que participan. Al 

cuantificar igualmente el efecto de la adenosina sobre la secreción de glucagón se observó un 

incremento de la misma de ~ 24 %, aunque no resultó significativo. Estos resultados presentan 

similitud con estudios previos llevados a cabo en islotes de rata donde la adenosina produce 

un incremento en la liberación de glucagón a baja concentración de glucosa por activación de 

receptores A2 (Chapal et al., 1985; Grapengiesser et al., 2006). La exocitosis de glucagón es un 

proceso altamente sensible a incrementos en los niveles de AMPc (Gromada et al., 1997), y los 

receptores A2, receptores de adenosina exclusivamente, están ligados a la activación de la 

enzima AC (Ralevic & Burnstock, 1998). Sería muy factible, por tanto, que la producción de 

AMPc tras la activación de estos receptores condujese a estimulación de la exocitosis de los 

gránulos. Los resultados obtenidos tras exponer los islotes a adenosina en presencia y ausencia 

de H-89, un inhibidor de PKA, indicaron diferencias significativas en la secreción de glucagón 

en ambas condiciones, confirmando la implicación de la vía AMPc/PKA tras activación de 
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receptores A2A por adenosina. Este efecto estimulador contrastaría con el efecto inhibidor 

provocado por la acción de la adenosina en la señal de Ca2+. 

En este trabajo hemos observado que el ATP y la adenosina ejercen efectos similares 

sobre la [Ca2+]i y, sin embargo, antagónicos sobre la secreción de glucagón. La integración de 

las respuestas mediadas desde los distintos receptores depende de múltiples factores, entre 

ellos las concentraciones locales de ATP y de adenosina, la densidad y la afinidad de los 

receptores, y/o la actividad de las ectonucleotidasas, entre otros (Fields & Burnstock, 2006). La 

incorporación de ATP al medio extracelular produce inhibición del patrón oscilatorio de [Ca2+]i 

así como de la secreción de glucagón. Sin embargo, la señal de Ca2+ no se encuentra 

interrumpida por estimulación con ATP en presencia de suramina, un antagonista de 

receptores P2. Estos resultados indican, por lo tanto, que se produce un mayor efecto directo 

llevado a cabo a través del ATP sobre los receptores P2 que no a través de los receptores P1 

por acción de la adenosina resultante de la actividad de las ectonucleotidasas. Teniendo en 

cuenta las elevadas concentraciones de ATP que se alcanzan en los gránulos de insulina y en 

las vesículas sinápticas de las terminales nerviosas, perfectamente ésta podría ser la situación 

fisiológica de las células  en respuesta a ATP.  

De los experimentos realizados en este trabajo se puede concluir que tanto el ATP 

extracelular liberado desde células  vecinas del islote y/o terminales nerviosas, como los 

productos resultantes de su hidrólisis, producen un notable efecto inhibitorio sobre las 

oscilaciones de Ca2+ citosólico en las células , lo cual les confiere un importante papel en la 

regulación de los procesos dependientes de Ca2+ en este tipo celular. La inhibición de la señal 

de Ca2+ implica la participación de receptores P2Y1 y A2A atendiendo a nuestros resultados, 

aunque muy probablemente otros subtipos podrían estar presentes y ser funcionales en las 

células . A diferencia de la adenosina, el ATP inhibe la secreción de glucagón en las células 

secretoras de esta hormona, ejerciendo un papel directo en la regulación de la secreción de 

glucagón al igual que otras moléculas contenidas en los gránulos de insulina. Por tanto, a 

parte del efecto directo de la glucosa y el efecto paracrino de GABA, Zn2+, insulina y 

somatostatina, habría que considerar el ATP y los receptores purinérgicos en la inhibición de la 

función de la célula .  
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En algunos pacientes diabéticos se han observado alteraciones en la inhibición normal 

de la secreción de glucagón, lo cual desemboca en un estado de hiperglucagonemia y agrava 

aún más su estado diabético. Los resultados aquí obtenidos podrían explorarse a nivel 

terapéutico dado que la activación farmacológica selectiva de algunos receptores purinérgicos 

de las células  podría favorecer la reducción en la secreción de glucagón. Las metilxantinas, 

por ejemplo, ya forman parte de los tratamientos antidiabéticos por su capacidad de estimular 

la secreción de insulina. Estos compuestos presentan habilidad para translocar Ca2+ intracelular 

y para aumentar las concentraciones intracelulares de AMPc: por inhibición de fosfodiesterasas 

y también por unión a receptores purinérgicos P1 (Doyle & Egan, 2003). 

2.- La leptina produce hiperpolarización de la membrana y supresión de la 

actividad eléctrica, inhibición de la señal de Ca2+ intracelular y reducción de la 

secreción de glucagón en célula  pancreática. 

El tejido adiposo es capaz de ejercer una modulación de la glucemia inhibiendo la 

expresión génica y la secreción de insulina por acción directa de la leptina secretada desde los 

adipocitos sobre las células  (Seufert et al., 1999b; Kieffer & Habener, 2000). Algunos estudios 

sugieren que fallos en esta interacción con las células  en individuos obesos conduciría a un 

estado de hiperinsulinemia que desenbocaría en una diabetes adipogénica (Seufert et al., 

1999b; Morioka et al., 2007). Pese a la importancia del glucagón en el control de la glucemia la 

posibilidad de regulación de las células  pancreáticas por el tejido adiposo aún no había sido 

demostrada. Un estudio reciente mostró un claro efecto inhibitorio sobre la hiperglucagonemia 

de ratones diabéticos tipo I producido por un tratamiento inductor de hiperleptinemia (Yu et 

al., 2008). No obstante, en dicho trabajo no se proporcionó ninguna información detallada 

acerca del efecto de la leptina sobre las células  ni de los mecanismos implicados. 

Los niveles de leptina en plasma no son constantes y son susceptibles de sufrir 

alteraciones de distinta magnitud ante diversas situaciones. En condiciones de ayuno y en 

personas con normopeso se encuentran en el rango 1-10 ng/mL (0.0625 – 0.625 nM) (Sinha et 

al., 1996b), aunque pueden aumentar a lo largo del día pues su secreción presenta un ritmo 

circadiano (Licinio et al., 1997). Situaciones como embarazo, o factores como la edad o género 

dan lugar a niveles incrementados de leptina. Las máximas concentraciones de esta hormona 
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las manifiestan personas con obesidad, alcanzando valores de hasta 100 ng/mL (6.25 nM) 

(Considine et al., 1996; Sinha et al., 1996b). Pero también la leptina puede incrementarse a 

estos niveles en pacientes con patologías renales (Iglesias et al., 2002). En la presente tesis 

hemos evaluado el efecto de la leptina en condiciones fisiológicas (0.625 nM) y fisiopatológicas 

(6.25 nM) sobre la función de las células  secretoras de glucagón. Tras realizar diversas 

técnicas hemos demostrado la existencia de receptores de leptina funcionales en células , a 

través de los cuales la leptina produce hiperpolarización de la membrana, supresión de la 

actividad eléctrica e inhibición del patrón oscilatorio de Ca2+ intracelular y de la exocitosis de 

los gránulos secretores de glucagón. 

La presencia de receptores de leptina en islotes de Langerhans enteros, y 

particularmente en células , ha sido ampliamente demostrada (Kieffer et al., 1996; Emilsson et 

al., 1997; Fei et al., 1997; De Matteis et al., 1998). En estos estudios se ha confirmado la 

existencia tanto de las isoformas cortas como de la larga en la población , principalmente por 

Northern Blot, RT-PCR e inmunocitoquímica. Sin embargo, atendiendo a la literatura actual se 

aprecia que la existencia de receptores ObR en células secretoras de glucagón apenas ha sido 

investigada. De los escasos resultados publicados tan sólo algunos de inmunocitoquímica 

demostraron localización de receptores ObR en células  de lagarto P. Sicula (Paolucci et al., 

2006), y muy débil marcaje en sus homólogas de rata (Kieffer et al., 1997). En este trabajo 

hemos confirmado la existencia de transcritos de ARNm para las isoformas ObRa-e en la línea 

secretora de glucagón TC1-9 y en islotes de ratón e hipotálamo. La traducción a proteína se 

confirmó por Western Blot, y la localización espacial en las células  se determinó por 

inmunocitoquímica en la línea TC1-9, en islotes de ratón y en islotes humanos. Los resultados 

de las inmunocitoquímicas revelaron la presencia de ObR, y específicamente de ObRb, en las 

células secretoras de glucagón de los tres modelos estudiados. En todos los casos apareció 

marcaje tanto en la membrana como en el citosol de las células. Este hecho coincide con 

estudios previos donde se ha justificado la poca localización de estos receptores en la 

membrana, comparada con la existente en el citosol, debido al tráfico de ObR desde el retículo 

endoplásmico y el aparato de Golgi, y por la endocitosis con la que dan comienzo sus vías de 

degradación (Barr et al., 1999; Belouzard et al., 2004).  

 Las células  son células eléctricamente excitables. La generación de potenciales de 

acción de Na+ y Ca2+ en las mismas permite aumentos en la [Ca2+]i que son necesarios para 
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que se active el proceso de exocitosis de los gránulos. Una vez confirmada la existencia de 

receptores ObR en células , concretamente la isoforma ObRb que induce distintas vías de 

señalización, estudiamos el efecto de la leptina sobre la fisiología de estas células comenzando 

por su respuesta a nivel de la actividad eléctrica. La exposición a leptina de células TC1-9 y 

células  aisladas de islotes de ratón indujo hiperpolarización de la membrana y supresión de 

la actividad eléctrica en ambos modelos. Este mismo efecto ha sido descrito en otros casos 

como son las células  pancreáticas de ratones control y de ratones ob/ob (Kieffer et al., 1997), 

las células secretoras de insulina CRI-G1 (Harvey et al., 1997) y neuronas del hipotálamo 

(Spanswick et al., 1997).                                   

 Atendiendo al modelo de estímulo-acoplamiento propuesto para las células  de 

ratón y de humano, una hiperpolarización sitúa el potencial de membrana fuera del rango de 

membrana en el que se generan potenciales de acción, por lo que no se activarán los canales 

de Ca2+ dependientes de voltaje. De un modo similar actúan el Zn2+ y las hormonas 

pancreáticas insulina y somatostatina sobre las células  (Yoshimoto et al., 1999; Gromada et 

al., 2001b; Franklin et al., 2005). Estas moléculas inhiben la actividad eléctrica por 

hiperpolarización de la membrana en la población , lo cual conduce a inhibición de la señal 

de Ca2+ intracelular y de la exocitosis de los gránulos. Acorde con este modelo de 

funcionamiento de la célula , los registros de Ca2+ intracelular que obtuvimos tras exposición 

a leptina en concentraciones fisiológicas (0.625 nM) y fisiopatológicas (6.25 nM) mostraron 

inhibición del patrón oscilatorio de Ca2+ (en respuesta a baja glucosa) en células  de ratón y 

de humano, así como en la línea TC1-9. Resultados similares fueron observados en un 

estudio realizado en células  pancreáticas de humano, donde la leptina en concentraciones 

fisiopatológicas indujo inhibición de la señal de Ca2+ intracelular (Seufert et al., 1999b), y en 

islotes de ratón ob/ob, donde también se observó una reducción marcada de la [Ca2+] 

citosólico (Kieffer et al., 1997). En el caso de las células  de ratón observamos una clara 

inhibición de la frecuencia oscilatoria a 6.25 nM leptina, y una tendencia similar, aunque no 

significativa, a 0.625 nM. Consecuentemente, y teniendo en cuenta que el proceso de 

exocitosis es dependiente de Ca2+, observamos inhibición de la exocitosis de los gránulos y de 

la liberación de glucagón en islotes de ratón. A 6.25 nM leptina, la secreción de glucagón 

resultó inhibida en ~ 33 % mientras que tras la incubación con leptina a 0.625 nM la reducción 

en la secreción de glucagón fue de ~ 15 % pero no resultó significativa. Esta ligera diferencia 
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en la respuesta de las células  de ratón a 0.625 nM, respecto a la respuesta de células TC1-9 

y células  de humano, podría deberse a distintas afinidades de estos modelos por la leptina, 

o a variaciones en la expresión de receptores ObR, dado que las respuestas de las células de 

ratón estudiadas presentaron una elevada heterogeneidad. 

 A pesar de que algunas isoformas cortas como la ObRa, y en tipos celulares muy 

concretos, parecen ser capaces de inducir algún tipo de señalización celular (Murakami et al., 

1997), la principal isoforma por la que se activan todas las rutas asociadas a la interacción de 

la leptina con su receptor es la ObRb (Fruhbeck, 2006). Esta isoforma está presente en las 

células  pancreáticas, tanto en la línea TC1-9 como en ratón y humano. Tras exposición a 

leptina ésta produce múltiples efectos en las células , acciones que suceden por activación 

del receptor ObRb dado que en ratones db/db, deficientes de la isoforma larga, la leptina (6.25 

nM) no indujo ningún efecto a nivel del patrón oscilatorio de Ca2+. 

El efecto que la leptina produce sobre las células  y la secreción de insulina se ha 

observado implica la activación de la vía PI3K (Zhao et al., 1998). Esta ruta se induce por 

interacción de la leptina con la isoforma ObRb. Realizamos nuevos registros de [Ca2+]i en la 

línea TC1-9 y estudios cuantitativos de la secreción de glucagón en islotes de ratón en 

presencia de wortmanina, un inhibidor de PI3K. En estas condiciones, la leptina (6.25 nM) no 

indujo ningún efecto sobre la señal de Ca2+ y tampoco fue capaz de reducir la secreción de 

glucagón. Al igual que en las células  pancreáticas la leptina inhibe la secreción hormonal vía 

PI3K (Zhao et al., 1998), este mecanismo se encuentra igualmente regulado por dicha ruta en 

las células secretoras de glucagón. En células  parece que PI3K induce alteraciones en la 

dinámica del citoesqueleto de actina (Ning et al., 2006) que producen activación de canales 

KATP, lo cual llevaría a hiperpolarización. Dada la importancia de los canales KATP en células  

(MacDonald et al., 2007) es posible que la leptina pudiera ejercer acciones similares que 

llevaran a hiperpolarización de la membrana y al cierre de los canales de Ca2+. 

Algunos estudios han detectado leptina en las poblaciones  y  del islote de 

Langerhans (Vickers et al., 2001; Reddy et al., 2004), no obstante, no se conoce si esta leptina 

es secretada desde dichos tipos celulares. En el caso de que sí lo fuera, la leptina podría 

regular de manera autocrina/paracrina la secreción de glucagón por parte de las células , del 

mismo modo que la somatostatina es capaz de regular la fisiología de las poblaciones  y . 
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Sin embargo, pese a la posible contribución de la leptina secretada en el islote, la principal 

fuente de producción de leptina es el tejido adiposo.  

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran una acción directa de la leptina 

sobre las células secretoras de glucagón, por tanto los adipocitos pueden regular la función de 

las células . Hasta el momento se creía que el efecto regulador de la glucemia por parte del 

tejido adiposo sucedía sólo sobre las células  y la insulina. Sin embargo, nosotros hemos 

demostrado que también ocurre a través de las células  y el glucagón. Los niveles de esta 

hormona suelen estar incrementados en sujetos que padecen obesidad y/o diabetes; la 

hiperglucagonemia, generalmente, está presente en estados deficientes de insulina. En ratones 

NOD, diabéticos pero no obesos, se ha observado una notable reducción de los niveles de 

glucagón en plasma en respuesta a leptina (Yu et al., 2008). Sería, por lo tanto, de gran interés 

considerar a la leptina como posible diana terapéutica para corregir los excesos de glucagón 

en situaciones similares, donde la secreción de insulina está notablemente afectada. 

También resultaría de gran importancia ahondar en el estudio de una posible resistencia 

a la leptina por parte de las células  en individuos obesos tal como se ha propuesto que 

podría ocurrir en células  (Covey et al., 2006; Morioka et al., 2007). El origen de esta 

incapacidad que presentan los niveles elevados de leptina para reducir la obesidad radica 

principalmente a nivel hipotalámico. No obstante, se ha propuesto la existencia de resistencia a 

leptina directamente en las células  del islote (Covey et al., 2006; Morioka et al., 2007), 

fenómeno que contribuiría a la aparición de diabetes asociada a la obesidad. Los resultados 

aquí expuestos podrían sugerir que la hiperglucagonemia detectada en algunos sujetos obesos 

podría ser debida, en parte, a una situación de resistencia a leptina por parte de las células . 
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1.- Las células  pancreáticas de ratón presentan los subtipos de receptores purinérgicos P2Y1, 

A1 y A2A. 

2.- El ATP extracelular, a concentraciones de 1 y 10 M, produce una inhibición reversible de la 

señal de Ca2+ que presentan las células  a baja concentración de glucosa. 

3.- El efecto inhibitorio que produce el ATP sobre la señal de Ca2+ se debe principalmente a la 

molécula del ATP en sí y no tanto a los productos derivados de su hidrólisis, e implica una 

mayor participación de receptores purinérgicos P2 que de receptores pertenecientes a la 

familia P1. 

4.- La adenosina, producto de la hidrólisis de ATP, a concentraciones de 1 y 10 M también 

inhibe la señal de Ca2+ intracelular en células  de ratón. 

5.- La funcionalidad de los subtipos de receptores P2Y1 y A2A quedó confirmada dado que la 

activación de los mismos con agonistas específicos resultó en una inhibición significativa de la 

señal de Ca2+ intracelular. 

6.- El ATP, a concentración 10 M, produce una disminución de la secreción de glucagón 

similar a la registrada por Co2+ o por elevadas concentraciones de glucosa (10 y 20 mM).  

7.- La adenosina, a 10 M, no indujo ningún efecto significativo sobre la secreción de 

glucagón, posiblemente al contrarrestarse los efectos de la inhibición de Ca2+ citosólico con el 

incremento en los niveles de AMPc y la activación de PKA, dado que en presencia de un 

inhibidor de PKA la adenosina sí es capaz de reducir la secreción de glucagón. 

8.- Tanto las células CT1-9 como los islotes de ratón presentan ARN mensajero para las 

isoformas ObRa-e del receptor de leptina. Además, ObR también se localiza a nivel proteico en 

estas células. 

9.- ObRb, la principal isoforma responsable de la activación de señales intracelulares activadas 

por leptina, colocaliza en células TC1-9 y en células  de islotes de ratón y de humano. 

10.- La leptina, a concentración de 6.25 nM, produce hiperpolarización de la membrana en 

células TC1-9 y células  de ratón, suprimiendo la actividad eléctrica en las mismas. 
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11.- A concentraciones de 0.625 nM y 6.25 nM, la leptina reduce la frecuencia de la señal 

oscilatoria del Ca2+ intracelular en células de la línea TC1-9, y en células  de islotes 

humanos. Este mismo efecto se observa en células  de islotes de ratón a 6.25 nM leptina, sin 

embargo, 0.625 nM tiene una acción inhibitoria limitada. 

12.- El efecto que la leptina ejerce sobre la señal de Ca2+ intracelular está mediado por unión 

de la leptina a ObRb, la isoforma larga del receptor de leptina, puesto que la leptina no ejerce 

ningún efecto en células  de ratones db/db, deficientes de dicha isoforma. 

13.- La leptina, a 6.25 nM, inhibe la exocitosis de los gránulos secretores y la secreción de 

glucagón en células TC1-9 y en células  de ratón, respectivamente. 

14.- La ruta PI3K está implicada en el efecto inhibitorio que produce la leptina sobre la señal 

de Ca2+ citosólico y la secreción de glucagón, dado que la utilización de un inhibidor específico 

de PI3K bloquea la acción de la leptina. 
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Tudurı́ E, Filiputti E, Carneiro EM, Quesada I. Inhibition of
Ca2� signaling and glucagon secretion in mouse pancreatic �-cells by
extracellular ATP and purinergic receptors. Am J Physiol Endocrinol
Metab 294: E952–E960, 2008. First published March 18, 2008;
doi:10.1152/ajpendo.00641.2007.—Glucagon secreted from pancre-
atic �-cells plays a critical role in glycemia, mainly by hepatic glucose
mobilization. In diabetic patients, an impaired control of glucagon
release can worsen glucose homeostasis. Despite its importance, the
mechanisms that regulate its secretion are still poorly understood.
Since �-cells are particularly sensitive to neural and paracrine factors,
in this report we studied the role of purinergic receptors and extra-
cellular ATP, which can be released from nerve terminals and �-cell
secretory granules. Using immunocytochemistry, we identified in
�-cells the P2 receptor subtype P2Y1, as well as the P1 receptors A1

and A2A. In contrast, only P2Y1 and A1 receptors were localized in
�-cells. To analyze the role of purinergic receptors in �-cell function,
we studied their participation in Ca2� signaling. At low glucose
concentrations, mouse �-cells exhibited the characteristic oscillatory
Ca2� signals that lead to secretion. Application of ATP (1–10 �M)
abolished these oscillations or reduced their frequency in �-cells
within intact islets and isolated in culture. ATP�S, a nonhydrolyzable
ATP derivative, indicated that the ATP effect was mainly direct rather
than through ATP-hydrolytic products. Additionally, adenosine (1–10
�M) was also found to reduce Ca2� signals. ATP-mediated inhibition
of Ca2� signaling was accompanied by a decrease in glucagon release
from intact islets in contrast to the adenosine effect. Using pharma-
cological agonists, we found that only P2Y1 and A2A were likely
involved in the inhibitory effect on Ca2� signaling. All these findings
indicate that extracellular ATP and purinergic stimulation are effec-
tive regulators of the �-cell function.

confocal microscopy; islets; paracrine communication

THE HYPERGLYCEMIC HORMONE glucagon, produced and secreted
by pancreatic �-cells, plays a critical role in the maintenance of
blood glucose homeostasis, mainly by enhancing glucose syn-
thesis and mobilization in/from the liver (9, 10, 19). Glucagon
counterbalances the insulin effect on glucose homeostasis and
protects from hypoglycemia and its potential consequences (9,
10, 19). As a matter of fact, an impaired response in glucagon
secretion can be a major problem in diabetic individuals treated
with insulin. On the other hand, diabetic patients can present an
uncontrolled glucagon release, which can aggravate the hyper-
glycemia derived from �-cell malfunction (9, 46). Since the
lack of suppression of glucagon release can be a major con-
tributor to hyperglycemia, it has been indicated that suppres-

sors of �-cell secretion may be useful treating type 2 diabetic
patients (10, 46).

Despite the importance of this hormone in controlling gly-
cemia, many important gaps remain in the understanding of
�-cell physiology (19). Most of the data concerning �-cells
derive from pancreas and islet secretion studies, yet there is not
much information at the cellular level. This is partly due to the
scarcity of this cell type in the islet, the lack of identification
patterns, and also the technical limitations of conventional
methods. In recent years, novel technical approaches based on
imaging and electrophysiology have allowed further studies
(15, 33, 38, 45) of �-cell function, especially within the intact
islet, a study model the behavior of which is closer to the
physiological scenario compared with isolated islet cells or cell
lines. Electrical activity, Ca2� signaling, and glucagon release
are all stimulated with low glucose concentrations in the �-cell
within the islet. However, these cellular events are inhibited
when glucose levels rise (15, 31, 33, 38). This inhibitory effect
has been attributed to both a direct action of the sugar and to
paracrine mechanisms (19, 21, 29, 31). In this regard, several
paracrine factors from �-cells have been revealed as potent
suppressors of glucagon secretion. Although with interspecies
differences, insulin, zinc, and GABA affect �-cells at different
levels inhibiting glucagon release (13, 27, 42, 51).

In addition to the above-mentioned paracrine signaling mol-
ecules, other extracellular messengers could also regulate
�-cell secretion. ATP is highly accumulated in synaptic vesi-
cles of nerve terminals within the islet (up to 10 mM) as well
as in insulin secretory granules (up to 1 mM; Refs. 4, 12, 26,
30, 41). Once released, extracellular ATP can reach concen-
trations of tens of micromolar or higher on the islet cells
surface (23). Additionally, ATP molecules can be converted by
plasma membrane ectonucleotidases into ATP metabolites or
adenosine, subsequently activating multiple purinergic recep-
tors and inducing a plethora of effects (12). While ATP binds
to plasma membrane P2 receptors, adenosine activates P1
receptors (12, 41). The role of these extracellular messengers in
the islet of Langerhans has been emphasized by the presence of
several purinergic receptors and the rich innervation within the
islet (3, 7, 32). Additionally, it has been proposed that neural
ATP release could be involved in the coordination of islet
function and the pulsatility of insulin release (16, 24, 44). The
regulatory effect of extracellular ATP on the electrical activity,
Ca2� signals, and insulin secretion has been proven in mouse,
rat, and human �-cells (11, 24, 36, 44). In the case of the
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�-cell, secretion experiments with perfused rat pancreas indi-
cated that, whereas ATP does not have a direct effect, adeno-
sine can promote glucagon release (6, 35). However, the effect
of purinergic stimulation on �-cell function has not been
analyzed at the cellular level. In the present study, we identify
the presence of the ATP and adenosine purinergic receptors P2Y1,
A1, and A2A in mouse �-cells, as well as indicate their possible
function. We demonstrate that extracellular ATP and adenosine
are important inhibitors of Ca2� signaling in the �-cell and also
that, unlike adenosine, ATP produces a significant suppression of
glucagon release. All these results reveal a complex purinergic
signaling pathway in this islet cell type and indicate an important
role in the regulation of glucagon secretion, which could be of
therapeutic interest in diabetes management.

MATERIALS AND METHODS

Islet isolation and probe loading. All protocols were approved by
the Animal Care Committee of the Miguel Hernandez University in
accordance with the Spanish regulations and laws for animal experi-
mentation. Swiss albino OF1 mice (8- to 10-wk-old) were killed by
cervical dislocation, and pancreatic islets were then isolated by col-
lagenase digestion as described previously (33, 37, 40). As previously
reported (33, 38), single islets were loaded with 5 �M of the
acetoxymethyl form of the Ca2� probe fluo 3 (Molecular Probes;
Leiden, The Netherlands) for at least 1 h at room temperature in a
medium containing (mM): 115 NaCl; 10 NaHCO3; 5 KCl; 1.1 MgCl2;
1.2 NaH2PO4; 2.5 CaCl2; 25 HEPES; 1 % BSA; and 5 D-glucose, pH
7.4. All experiments were carried out at 37°C.

In some experiments, isolated islets were dispersed into single cells
and clusters by enzymatic digestion in the presence of 0.05% trypsin
and 0.02% EDTA for 2 min (37, 40). Isolated cells were plated onto
poly-L-lysine-treated coverslips and cultured at 37°C in RPMI 1640
(Sigma, Madrid, Spain), supplemented with 10% FCS, 100 IU/ml
penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin, and 5.6 mM D-glucose (37, 40).
After 24 h, cells were loaded with 4 �M fluo 3 for 1 h at 37°C.

Imaging Ca2� signals by confocal microscopy. For imaging exper-
iments, islets were placed on a perfusion chamber mounted on the
microscope stage and attached onto poly-L-lysine-treated coverslips
for 10 min before the experiments were commenced. Islets were then
perfused at a rate of 1.5 ml/min with a modified Ringer solution
containing (mM): 120 NaCl, 5 KCl, 25 NaHCO3, 1.1 MgCl2, and 2.5
CaCl2 pH 7.4, gassed with 95% O2-5% CO2. Ca2� signals were
monitored in individual cells within the islets using a Zeiss LSM 510
laser confocal microscope equipped with a �40 oil immersion objec-
tive (numerical aperture � 1.3). The system configuration was set to
excite the Ca2� probe at 488 nm and collect the emission with a
bandpass filter at 505–530 nm from an optical section of 8 �m.
Images were collected at 2-s intervals. Temporal series were treated
with a low pass filter and processed using the digital image software
of the confocal microscope (33, 38, 39). Individual cells loaded with
fluo 3 were easily identified at the periphery of the islet (see Fig. 2A).
It has been previously reported (33, 38, 39) in islets as well as in other
specimens that the fluorescent probes have difficulties penetrating the
center of thick samples. However, this is not a problem since all the
cell types are represented in the peripheral layers of the islet (5, 33, 39,
43). Pancreatic �-cells were functionally identified by their charac-
teristic oscillatory Ca2� signal at low glucose concentrations (2, 31,
33, 38, 39, 42, 47). In culture experiments, single �-cells were further
identified by their response to epinephrine (18, 29).

Statistical analysis and data representation of Ca2� records. Flu-
orescence records were represented as the percentage of �F/F0, where
F0 is the fluorescence signal at the beginning of a record and �F is
F	F0. Background fluorescence was subtracted from F0. The fre-
quency of oscillatory Ca2� signals was calculated over a 5-min period
of the Ca2� record, immediately before and 5 min after the application

of the stimulus. The effect of the stimulus on frequency was calculated
5 min after its application to allow its diffusion via the perfusion
system and equilibration in the cell chamber. To analyze frequency, a
Ca2� oscillation or spike was defined as a rapid increase in intracel-
lular Ca2� concentration higher than twice the standard deviation of
the background signal at the intervals between spikes (33, 40, 43).
Some data were also expressed in percentages with respect to the
frequency before the stimulus. Although in some cells purinergic
stimulation also produced a decrease in the Ca2� signal amplitude,
this parameter was not as consistent as the change in frequency.
Additionally, Ca2� signal amplitude cannot be measured reliably with
one-wavelength measurements due to potential artifacts such as probe
photobleaching or dye leakage. Some data are shown as means 
 SE.
Student’s t-test was performed with commercial software (SigmaPlot,
Jandel, San Rafael, CA).

Glucagon secretion. Batches of 15 islets were preincubated for 60
min at 37°C in 0.5 ml of Krebs-Ringer bicarbonate buffer supple-
mented with 15 mM HEPES, 0.5% BSA, and 5.6 mM glucose, pH 7.4
(25). Then, islets were incubated at 37°C for 60 min with Krebs-
Ringer bicarbonate buffer supplemented with 0.5 mM glucose and
additional reagents as indicated in RESULTS (see Figs. 3 and 4). At the
end of the incubation, the medium was aspirated and assayed for
glucagon using a commercial radioimmunoassay kit (GL-32K; Linco
Research, St. Charles, MO). Glucagon release from intact islets was
represented as described previously (25).

Immunocytochemistry. Isolated cells were plated onto poly-L-lysine-
treated coverslips and cultured at 37°C for 4 h. Then, cells were
washed with PBS and fixed with Bouin’s solution for 5 min. After
being washed with PBS, they were dehydrated for 3 min with 30, 50,
and 70% ethanol. Then, cells were permeabilized with 0.5% Triton
X-100 and washed again with PBS. To reduce nonspecific antibody
binding, cells were first preincubated with a blocking buffer (5%
rabbit and donkey serum in PBS) for 45 min at room temperature
before application of primary antibodies in a buffer containing 1%
rabbit and donkey serum. For the identification of �- and �-cells, we
used monoclonal antibodies anti-insulin or anti-glucagon (1:200 di-
lution; Sigma). For the identification of the different receptor sub-
types, we used polyclonal goat antibodies anti-A1, anti-A2A, or anti-
P2Y1 (1:100 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).
All these antibodies were applied overnight at 4°C. After being
washed, secondary antibodies conjugated with Alexa fluor dyes (Mo-
lecular Probes, Leiden, The Netherlands) were applied for 2 h at room
temperature in a buffer containing 1% rabbit and donkey serum. A
rabbit anti-mouse antibody (1:500 dilution; Alexa fluor 546) was used
for insulin or glucagon, and a donkey anti-goat antibody (1:500
dilution; Alexa fluor 488) was used for purinergic receptors. Images
were acquired using the same confocal system with an optical section
of 4 �m. The omission of the first antibody led to the absence of
staining in all the cases. To prove the specificity of antibodies against
purinergic receptors, different blocking peptides were used in control
experiments (Supplemental Fig. S1; supplemental data for this article
is available online at the Am J Physiol Endocrinol Metab website.).
The reference of these peptides according to the manufacturer was
sc-15204 P, sc-7500 P, and sc-7504 P for the goat antibodies anti-
P2Y1, A1, and A2A, respectively (Santa Cruz Biotechnology). Before
the staining protocol, antibodies were preincubated alone (control) or
with an excess of blocking peptides. The incubation was overnight at
4°C. After that, staining protocols were developed side-by-side with
the control and blocked antibodies in cultures of isolated islet cells as
mentioned above.

RESULTS

Multiple purinergic receptors coexist in the �-cell. Among
the extensive group of purinergic receptor subtypes described
so far (12, 41), there is evidence that P2Y1, A1, and A2A

receptors may modulate islet function and/or glucagon release
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(6, 17, 35, 36). However, the existence of these three receptors
at the protein level and their cellular location have not been
provided. To study the presence of these receptors in the �-cell,
we analyzed cultures of isolated islet cells by immunocyto-
chemistry and confocal microcopy (Fig. 1). Identification of
the P2 receptor subtype P2Y1 and the P1 receptors A1 and A2A

was all demonstrated in glucagon-containing cells (Fig. 1A).
As for �-cells, only P2Y1 and A1 but not A2A receptors were
identified (Fig. 1B) in agreement with previous pharmacolog-
ical studies on �-cell function (1, 17, 35, 36). To prove the
specificity of this staining, we performed a control experiment
using blocking peptides for the antibodies against purinergic
receptors (Supplemental Fig. S1). This procedure resulted in a
marked decrease of the staining intensity, indicating that cell
labeling was highly specific. Additionally, further experiments
with different antibodies gave similar results about the pres-
ence of these purinergic receptor subtypes in the �-cell (Sup-
plemental Fig. S2).

Extracellular ATP and adenosine inhibit Ca2� signaling in
�-cells. To analyze the role of purinergic receptors in �-cell
function, we first studied their involvement in Ca2� signaling.
Pancreatic �-cells exhibit electrical activity at low glucose
concentrations, which triggers oscillatory Ca2� signals that
lead to glucagon secretion (15, 31, 33, 38). Actually, it has
been reported in both isolated cells and mouse intact islets that
�-cells are the only islet cell population that exhibits Ca2�

oscillations at low glucose levels (�1 mM; Refs. 2, 31, 33, 39,
42, 47). To monitor these Ca2� signals in individual �-cells
within intact islets, we used confocal microscopy. In Fig. 2A,
we show an optical section (�8 �m) of an islet loaded with the
Ca2�-sensitive fluorescent probe fluo 3. As previously reported
(5, 33, 38, 39), even though only the periphery of the islet was
loaded, all the different cell types are represented in the outer
cell layers of the mouse islet and, in particular, the �-cell
population. At 0.5 mM glucose, several cells displayed the
characteristic �-cell Ca2� pattern with a frequency of �1
oscillation/min (33, 38, 43). Application of ATP (10 �M), the

endogenous ligand for P2 purinergic receptors, rapidly reduced
the frequency of oscillations or completely blocked the Ca2�

signals in 95% of these cells (Fig. 2, B and E; Table 1). As
observed in Fig. 2F, ATP reduced the average frequency of
Ca2� signals at 0.5 mM glucose to 40.5 
 10.1%. This
blocking effect ceased upon removal of ATP from the medium
(n � 6; Supplemental Fig. S3). At lower concentrations
(1 �M), ATP decreased the frequency to 53.34 
 11.74% (Fig.
2, C, E, and F). Given that extracellular ATP may be hydro-
lyzed by cell membrane ectonucleotidases into adenosine or
other ATP metabolites, we used the nonhydrolyzable ATP
derivative ATP�S (22) to test if ATP action on Ca2� signals
was direct or mediated by ATP hydrolytic products. Applica-
tion of 10 �M ATP�S also produced an inhibitory action (Fig.
2E). Although the effect of ATP�S was moderately smaller
than that of 10 �M ATP (Fig. 2F), this difference was not
found to be statistically significant. Thus, these results indi-
cated that ATP action on Ca2� signaling was mainly direct.
Additionally, ATP (10 �M) failed to inhibit Ca2� signals in the
presence of suramin (100 �M), an antagonist of P2 receptors
(14; Fig. 2E and F), further suggesting that ATP was princi-
pally acting through P2 receptors and not via adenosine-
sensitive P1 receptors due to ATP hydrolysis. In any case,
since A1 and A2A receptors were identified in the �-cell (Fig.
1) and adenosine is a potent suppressor of �-cell secretion (1),
we also analyzed the effect of this endogenous ligand of P1
receptors. As shown in Fig. 2D–F, the application of adenosine
(10 and 1 �M) also inhibited Ca2� signals. These experiments
demonstrate that ATP and adenosine, the endogenous ligands
of P2 and P1 receptors, respectively, can regulate Ca2� sig-
naling in �-cells at physiological concentrations (23).

Effect of ATP and adenosine on glucagon secretion. Given
that �-cell exocytosis is Ca2� dependent (18–21), the blocking
action of ATP and adenosine on �-cell Ca2� signals should be
reflected in glucagon secretion. As expected, ATP (10 �M),
the natural agonist of P2 receptors, led to a reduction in
glucagon release compared with 0.5 mM glucose (Fig. 3A).

Fig. 1. Immunocytochemical analysis of purinergic receptors in isolated islet cells. Insulin (Insul) and glucagon (Gluc) staining is shown in red while labeling
of the different receptors is shown in green. Corresponding transmitted-light image is also displayed at right. The 3 receptor subtypes were localized in
glucagon-containing �-cells (A) while only P2Y1 and A1 receptors were found in cells containing insulin (B). Scale bar � 10 �m.
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The effect of ATP was comparable with that produced by 10
and 20 mM glucose. The action of glucose at these concentra-
tions is mainly mediated by inhibition of Ca2� signaling in
mouse �-cells (21, 31). The effect of cobalt was also tested.
This general blocker of voltage-gated Ca2� channels decreased
glucagon release at levels similar to those previously reported
in mouse islets (21). Surprisingly, glucagon levels in the
presence of adenosine were in the range of 0.5 mM glucose or
slightly higher (nonsignificant, Fig. 3, A and B). It has been
reported (4, 6, 35) in rat that adenosine potentiates glucagon
secretion through A2 receptors, which are coupled to adenylate
cyclase activation. Since Ca2�-dependent exocytosis in �-cells
is highly modulated by the cAMP/PKA pathway (18, 19), we
tested the possibility that adenosine could affect glucagon
secretion through this biochemical route. In agreement with
this, glucagon levels in the presence of adenosine were reduced
by the PKA inhibitor H-89 (Fig. 3B). H-89 does not affect
glucagon release at 0.5 mM glucose (Supplemental Fig. S4).

The next experiments illustrated in Fig. 4 also pointed to a role
of this pathway in the adenosine effect on secretion.

Involvement of P2Y1, A1, and A2A receptors in �-cell Ca2�

signaling. In addition to the identification of P2Y1, A1, and
A2A receptors in the pancreatic �-cell, we investigated whether
these receptors were functional and if they were involved in the
effect of ATP and adenosine on Ca2� signaling. Although
pharmacological tools are not very selective with purinergic
signaling (12, 41), we used some agonists with higher affinity
for the receptors identified by immunocytochemistry. ADP�S
has been previously used in �-cells and other cell types to
characterize the P2Y1 receptor due to its major affinity for this
receptor with respect to other subtypes (12, 35, 49). 2-Chloro-
N6-cyclopentyl adenosine (CCPA) and CGS-21680 are rela-
tively selective agonists for A1 and A2A receptors, respectively
(12, 41). As shown in Fig. 4, A and B, both ADP�S and
CGS-21680 produced a reduction in the frequency of Ca2�

oscillations. Although they were not as efficient as the endog-

Fig. 2. Extracellular ATP and adenosine inhibit Ca2�

signals induced by low glucose concentrations in
�-cells. A: confocal image of an intact mouse islet
loaded with the Ca2�-sensitive fluorescent dye fluo 3.
Images were acquired from an optical section (8 �m)
close to the equatorial plane. Several individual cells
were easily identified at the periphery of the islet
(white arrows). Color scale: blue is low [Ca2�]i and
red is high [Ca2�]i. Scale bar � 50 �m. B–D: records
of fluorescence intensity vs. time illustrate the effect of
extracellular ATP (B, C) and adenosine (D) on the
characteristic �-cell oscillatory Ca2� response at 0.5
mM glucose. ATP and adenosine markedly reduced
the frequency of these oscillations or totally abolished
the Ca2� signal. E: mean frequency values of Ca2�

signals in control conditions (black column) and after
stimuli application (gray column). F: frequency (%)
of Ca2� signals after stimuli compared with control
conditions. Controls in E and F were 0.5 mM
glucose for all experiments except 0.5 mM glucose
plus suramin (100 �M) for suramin experiments.
Data in E and F are means 
 SE. *Statistically
significant (P � 0.05) compared with controls. ns,
Nonsignificant (P  0.05); G, glucose; Aden, aden-
osine; Sur, suramin; F0 fluorescence signal at begin-
ning of a record; �F, F	F0.

Table 1. Number of recorded cells in Ca2�signaling experiments

ATP, 1 �M ATP, 10 �M
10 �M ATP �

Suramin
10 �M ATP �

Clonidine
Adenosine,

10 �M
Adenosine,

1 �M
ATP�S,
10 �M

ADP�S,
10 �M

CCPA,
1 �M

CGS-21680,
1 �M

Cells 29 22 8 27 27 8 22 32 12 19

Four to nine islets were used in each experiment.
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enous ligands ATP or adenosine, both pharmacological ago-
nists mimicked the inhibitory effect (Fig. 4, D and E). On the
contrary, CCPA had no significant effect on Ca2� signals (Fig.
4, C–E). Therefore, we show that, unlike A1 receptors, P2Y1

and A2A receptors may be functional in �-cells and involved in
the regulation of Ca2� signaling. Since adenosine exhibited a
different effect on Ca2� signals and secretion, we also tested
the effect of CGS-21680 on glucagon release. As shown in Fig.
4F, activation of A2A receptors by CGS-21680 stimulated
glucagon secretion at 0.5 mM glucose, which points to a dual
action as well.

Purinergic stimulation directly regulates �-cells. The pres-
ence of purinergic receptors in the �-cell and their involvement
in Ca2� signaling (Figs. 1 and 4) supported the idea that ATP
and adenosine act directly on �-cells rather than through
paracrine mechanisms. Additionally, it has been demonstrated
that both extracellular ATP and adenosine inhibit �-cell secre-
tion in mouse islets (1, 6, 22, 36). In the case of ATP, this
effect results from a strong interaction with the exocytotic
machinery and occurs independently of the generation of a
Ca2� transient (36). Thus, the ATP and adenosine actions on

�-cell Ca2� signals should not be due to a �-cell paracrine
mechanism. Regardless of this ATP blocking effect on the
�-cell, we further inhibited its secretory response using clonidine.
Although this adrenergic agonist prevents insulin secretion at
different levels, particularly in the exocytotic process (8, 28, 34),
it has no effect on mouse �-cells (25, 50). In the presence of
clonidine, ATP (10 �M) reduced the frequency of Ca2� oscilla-
tions to 53.84 
 9.93% in �-cells, similar to the effect obtained by
ATP alone (Fig. 5, A, B, and C; Table 1). Finally, to further prove
the direct effect on �-cells, we performed some experiments with
cultures of single isolated cells at low densities that were perfused
at high flow rates (5 ml/min). In these conditions, paracrine
interactions are negligible (42). As shown in Fig. 5D, ATP (10
�M) inhibited Ca2� signals in single �-cells as well (n � 5).
Similar results were also obtained with 100 �M ATP (n � 5; not
shown).

DISCUSSION

Control of glucose homeostasis depends on the coordinated
action of glucagon and insulin secreted from pancreatic �- and
�-cells, respectively (19). An incorrect regulation of glucagon
release in diabetic patients can either aggravate the hyperglycemia
or can be a limitation in individuals treated with insulin (9, 10).
Thus, glucagon secretion constitutes a potential target for diabetes
treatment. Despite recent advances in understanding �-cell phys-
iology, there are important aspects of its regulation that are still
unclear (19). At low glucose concentrations, �-cells develop
spontaneous electrical activity, which leads to oscillatory Ca2�

signals and glucagon secretion (15, 31, 33, 38). Elevation of
extracellular glucose levels inhibits all of these events. However,
in addition to glucose, several studies have emphasized the sig-
nificant role of neural and paracrine factors in the suppression of
glucagon release (13, 27, 42, 51). Here, we identify the presence
and functional activity of P2Y1, A1 and A2A purinergic receptors
in �-cells (Figs. 1 and 4). We prove that extracellular ATP and
adenosine potently inhibit Ca2� signals in �-cells (Figs. 2 and 5).
Additionally, in contrast to adenosine, ATP was found to inhibit
glucagon secretion (Fig. 3). Thus, in addition to insulin, Zn2�, and
GABA (13, 27, 42, 51), ATP plays an important role in the
inhibition of glucagon-releasing �-cells.

There are nineteen purinergic receptors subtypes widely
distributed in various tissues, the activation of which initiates a
plethora of signaling cascades and effects (12, 41). Purinergic
receptors for ATP (P2) involve ionotropic (P2X) and metabo-
tropic (P2Y) receptors, whereas P1 receptors are adenosine
specific. While ATP is released from nerve terminals and
insulin-secretory granules, adenosine is mainly produced by
ATP hydrolytic reactions in the extracellular space. Given that
several purinergic receptor subtypes can coexist in the same
cell and that current pharmacology is not selective for all these
receptors, the study of purinergic signaling is complex (12).
Here, we have shown that P2Y1, A1, and A2A are all present in
the pancreatic �-cell (Figs. 1 and 4). Although A2 and P2Y1

receptors could be involved in glucagon secretion (6, 17, 35),
the expression and localization of both receptors in the �-cell
have not been shown previously. In any case, we do not discard
the presence of other subtypes. Actually, genes encoding for
P2Y1, P2Y2, P2Y4, and P2Y6 have been detected in rat islets
(2), while P2X7 receptors have been identified by immuno-
chemistry in �-cells from streptozotocin-diabetic rats (7).

Fig. 3. Glucagon secretion from intact islets after 1 h of incubation with
different test agents. A: glucagon release in the presence of ATP, adenosine,
Co2� (5 mM), and 10 and 20 mM glucose was compared with control 0.5 mM
glucose (n � 20–28 for each condition). B: glucagon release in the presence
of adenosine and adenosine plus H-89 (10 �M; n � 5). Effect of glucose is also
shown. H-89 was present throughout the experiment. Data are means 
 SE.
*Statistically significant (P � 0.05) compared with 0.5 mM glucose;
ns, nonsignificant (P  0.05) compared with 0.5 mM glucose; #significant
(P � 0.05) compared with adenosine.
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However, P2X7 receptors are unlikely to mediate the Ca2�-
signaling blockade shown here, since activation of these iono-
tropic receptors is coupled to extracellular Ca2� entry, which
increases [Ca2�]i (7, 12). Activation of P2Y1, A1, and A2A

receptors triggers multiple effects in addition to the classical
signaling pathways involving adenylate cyclase and phospho-
lipase C (41). Among other signal-transduction mechanisms,
these three receptors participate in the regulation of K� and
voltage-gated Ca2� channels, which could affect Ca2� signals
(1, 14, 36, 41). In the pancreatic �-cell, extracellular ATP leads
to multiple actions, including effects on the exocytotic machin-
ery or KATP channels and activation of phospholipase A2 and
serine/threonine protein phosphatase calcineurin pathways
(36). Thus, since multiple receptors coexist in the �-cell, a
complex purinergic signaling system may take place.

Purinergic receptors have been associated with either the
activation or inhibition of Ca2� signals in multiple systems
(41). In �-cells, ATP triggers a Ca2� transient by release from
intracellular stores (48) but at the same time induces a subse-

quent inhibitory effect on voltage-gated Ca2� channels in the
plasma membrane, reducing Ca2� currents and allowing a
negative feedback loop (14, 44). Additionally, ATP decreases
the activity of ATP-dependent K� (KATP) channels, allowing a
small depolarization in �-cells (36). It has also been docu-
mented that Ca2� currents are reduced by adenosine in this cell
type (1). Given that �-cells exhibit Ca2� oscillations at low
glucose concentrations due to the activity of both KATP and
voltage-gated Ca2� channels (15, 21), it is reasonable to
suggest that purinergic stimulation could inhibit �-cell Ca2�

signals through interaction with similar targets as those re-
ported in �-cells (1, 36). This inhibitory effect by ATP and
adenosine indicates an important role of purinergic signaling in
the regulation of Ca2�-dependent functions in �-cells.

Additionally, extracellular ATP was found to be an inhibi-
tory messenger for mouse �-cell secretion (Fig. 3). A different
situation has been reported in rats (17). These discrepancies are
probably due to interspecies differences, given that rat and mouse
�-cells possess several divergences in the stimulus-secretion cou-

Fig. 4. Effect of ADP�S (A), CGS-21680 (B),
and 2-chloro-N6-cyclopentyl adenosine (CCPA;
C) on �-cell Ca2� signals induced by low glu-
cose levels. D: mean frequency values of Ca2�

signals in control conditions (black bars) and
after stimuli application (gray bars). Effect of
the endogenous ligands ATP and adenosine are
also shown. E: frequency (%) of Ca2� signals
after stimuli compared with control conditions.
F: glucagon release in the presence of 10 and 20
mM glucose, adenosine, and CGS-21680 was
compared with secretion at 0.5 mM glucose.
Controls in D–F were 0.5 mM glucose for all
experiments. Data in D–F are means 
 SE.
*Statistically significant (P � 0.05) compared
with controls (ns; P  0.05).
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pling and in the kind of channels involved (19). Since �-cell
exocytosis is a Ca2�-dependent process, the inhibitory effect of
ATP on Ca2� signals (Fig. 2) should be accompanied by a
decrease in glucagon secretion, as we observed with cobalt, a
general Ca2�-channel blocker, and with high glucose concentra-
tions (Fig. 3; Ref. 21). In addition, ATP could also reduce
glucagon release by a direct interaction with the exocytic process,
as it has been shown in mouse �-cells (36).

Previous studies (6, 35) with perfused rat pancreas indicated
that adenosine elevates glucagon secretion at low glucose
levels through the activation of A2 receptors. In a recent study
(17) with rat islets, adenosine was also found to favor glucagon
release at low glucose concentrations although this effect
changed at 20 mM. Our results in mice indicated that glucagon
levels in the presence of adenosine were similar to those at 0.5
mM glucose (Fig. 3A) in spite of a decrease in Ca2� signaling.
This dual effect may be explained by the fact that A2A recep-
tors are coupled to adenylate cyclase activation (4, 6, 12).
Since Ca2�-dependent exocytosis in �-cells is highly sensitive
to activation of the cAMP/PKA pathway (18), it is reasonable
to expect that an increase in cAMP levels through A2A receptor
activation could compensate for the effect of a reduced Ca2�

signal on glucagon secretion. Actually, it has been reported in
�-cells that cAMP-elevating agents can stimulate glucagon
secretion notably in conditions of reduced Ca2� currents (18,
20). In agreement with this idea, glucagon secretion in the
presence of adenosine was markedly decreased by the PKA
inhibitor H-89 (Fig. 3B). Furthermore, activation of A2A re-
ceptors by CGS-21680 also produced a dual effect on Ca2�

signaling and glucagon secretion (Fig. 4). In this case, CGS-
21680 increased glucagon secretion at 0.5 mM glucose com-
pared with the action of adenosine. This effect probably results
from the higher affinity of CGS-21680 on A2A receptors.
Although we found A1 and A2A receptors in the �-cell, the
experiments shown in Fig. 4 suggested that only A2A receptors
may be functional in agreement with previous studies (6, 35).
Also, it has been indicated in other cell models that A2A

function may predominate over A1 receptors at the adenosine
concentrations used in these experiments (12). We do not

discard, however, that adenosine may produce additional ef-
fects on other molecular targets.

Coexistence of P2 and P1 receptors in the same cell has been
documented in multiple systems including the �-cell, although
its functional significance is still under study (12, 35, 41).
Integration of the responses from different receptors depends
on many factors, including the local concentrations of ATP and
adenosine, density and affinity of receptor subtypes, and ac-
tivity of plasma membrane ectonucleotidases (12, 41). This
integration can also change during pathological conditions. In
our experiments, we observed that ATP affects �-cell secretion
in contrast to adenosine (12). In this case, the effect of ATP
binding to P2 receptors may predominate over a potential
action on P1 receptors induced by ATP conversion into aden-
osine. This idea was supported by the efficient inhibitory effect
of the nonhydrolyzable ATP�S on Ca2� signaling and the lack
of ATP effect in the presence of suramin (Fig. 2, E and F).
Additionally, it has been indicated that high concentrations of
ATP could inhibit several ectonucleotidases, decreasing aden-
osine production and then reducing the ATP effect through P1
receptors (12). Given that ATP is highly concentrated in �-cell
secretory granules (1–3 mM) and, especially, in synaptic ves-
icles of islet nerve terminals (up to 10 mM; Refs. 26, 41), its
inhibitory effect on �-cell secretion should take place in
physiological conditions. Actually, neural ATP has been pro-
posed as a key signal responsible for the coordination of �-cell
function (17, 24, 44). On the other hand, the effect of adenosine
binding to P1 receptors may have a role in pathological
situations, since during energy-deficient states such as hypoxia,
ischemia, and fasting, adenosine is released from tissues,
increasing its plasma levels (35).

The mechanisms that regulate glucagon secretion are still
poorly understood. Here we demonstrate that extracellular
ATP is an important inhibitor of �-cell function and glucagon
secretion. Given that the control of the suppression of glucagon
release could be important for the treatment of hyperglycemia
in diabetic patients (9, 10, 46), purinergic signaling may also
be a therapeutic target of clinical interest.

Fig. 5. A: islets were preincubated for 10 min
with clonidine (clon; 1 �M), a potent inhib-
itor of insulin release without effect on mouse
�-cells, and then continuously perfused through-
out the experiment with this �2-adrenorecep-
tor agonist. Under these conditions, ATP pro-
duced a very similar effect. B: mean fre-
quency values of Ca2� signals in control
conditions (black bars) and after stimuli ap-
plication (gray bars). Stimuli were ATP (10
�M) and ATP (10 �M) plus clonidine (1
�M). C: frequency (%) of Ca2� signals after
stimuli compared with control conditions.
D: ATP effect (10 �M) on Ca2� signals in
isolated single �-cells (n � 5). The typical
response of �-cells to 5 �M adrenaline is also
shown (21, 50). Controls in B and C were 0.5
mM glucose or 0.5 mM glucose plus
clonidine (1 �M). Data in B and C are
means 
 SE. In C, effects of ATP and ATP
plus clonidine were not found different (P 
0.05). *Statistically significant (P � 0.05)
compared with controls.
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Supplemental figure 1. To prove the specificity of the antibodies shown in figure

1, we performed an experiment with specific blocking peptides. Before the staining

protocol, antibodies were pre-incubated alone (control) or with an excess of

blocking peptides. The incubation was overnight at 4º C. After that, staining

protocols were developed side-by-side with the control and blocked antibodies in

cultures of isolated islet-cells. Images were acquired under a confocal microscope

with a 20x objective. An intense fluorescence staining was observed in the majority

of cells labeled with P2Y1 and A1 receptor antibodies and in several cells labeled

with A2A receptor antibodies (left panel). Treatment of these antibodies with

blocking peptides resulted in a marked decrease of the staining (right panel),

proving the specificity of the labeling. Scale bar is 50 µm.

Supplemental figure 2. Results in figure 1 were further confirmed by additional

staining experiments using polyclonal rabbit antibodies anti-A1, anti-A2A or anti-

P2Y1 (1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). A goat anti-rabbit

antibody conjugated with Alexa Fluor 488 (1:500; Molecular Probes; Leiden, The

Netherlands) was used as secondary antibody for the detection of purinergic

receptors. Protocols were very similar as those described for the experiments of

figure 1. Left and right panels show the staining of glucagon (gluc) and insulin

(insul), respectively. Scale bar is 10 µm.
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Supplemental figure 3. Removal of ATP from the medium reversed the Ca2+

signals induced at 0.5 mM glucose (n=6).

Supplemental figure 4. Glucagon release at 0.5 mM glucose and 0.5 mM

glucose plus 10 µM H-89 (n=10). H-89 did not affect secretion at low glucose

concentrations. Data are shown as mean  SE. Ns: non-significant (p > 0.05)

compared with 0.5 mM glucose. G: glucose.
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Objective: Leptin released from adipocytes plays a key role in the control of food intake, 

energy balance and glucose homeostasis. In addition to its central action, leptin directly 

affects pancreatic β-cells, inhibiting insulin secretion, and thus, modulating glucose 

homeostasis. However, despite the importance of glucagon secretion in glucose 

homeostasis, the role of leptin in the α-cell function has not been studied in detail. In the 

present study, we have investigated this functional interaction. 

Research Design and Methods: The presence of leptin receptors (ObR) was demonstrated 

by RT-PCR analysis, western blot and immunocytochemistry. Electrical activity was 

analyzed by patch-clamp and Ca2+ signals by confocal microscopy. Exocytosis and 

glucagon secretion were assessed using fluorescence methods and radioimmunoassay, 

respectively. 

Results: The expression of several ObR isoforms (a-e) was detected in glucagon-secreting 

αTC1-9 cells. ObRb, the main isoform involved in leptin signaling, was identified at the 

protein level in αTC1-9 cells as well as in mouse and human α-cells. The application of 

leptin (6.25 nM) hyperpolarized the α-cell membrane potential, suppressing the electrical 

activity induced by 0.5 mM glucose. Additionally, leptin inhibited Ca2+ signaling in αTC1-9 

cells and in mouse and human α-cells within intact islets. A similar result occurred with 

0.625 nM leptin. These effects were accompanied by a decrease in glucagon secretion 

from mouse islets and counteracted by the PI3-kinase inhibitor wortmannin, suggesting 

the involvement of this pathway in leptin action. 

Conclusions: These results demonstrate that leptin inhibits α-cell function and thus, these 

cells are involved in the adipoinsular communication. 
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INTRODUCTION. 

Among the different hormones released by adipocytes, leptin plays a fundamental role 

in the control of satiety and body weight by acting on the hypothalamus, and thus, regulating 

food intake and energy expenditure (1,2). Although several factors modulate the release of 

leptin from adipocytes, its plasma levels are frequently proportional to body fat mass (1). Its 

action is mediated by the activation of the leptin receptor (ObR), which is highly expressed in 

the hypothalamus and cerebellum as well as in other tissues involved in metabolism like the 

endocrine pancreas, the liver and the adipose tissue (3). The ObR gene produces several 

splicing variants, yet the long form of the receptor (ObRb) is the main isoform involved in the 

transduction of intracellular signals (3,4). The activation of ObR induces JAK/STAT signaling, 

which is implicated in transcriptional modulation (4). Additionally, leptin can induce rapid 

effects on membrane potential and secretion in endocrine cells and neurons by activating the 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) signaling pathway (5-10).  

Remarkably, leptin can inhibit insulin expression and secretion in pancreatic -cells, 

regulating glucose homeostasis directly through its action on the endocrine pancreas in 

addition to its central effects (7,11-13). The inhibition of insulin release by leptin is mainly 

mediated by the hyperpolarization of the membrane potential and a subsequent decrease in 

Ca2+ signaling in both human and rodent -cells (8-13). These effects result from KATP channel 

opening and involve the PI3K pathway (9-11). Since insulin also stimulates leptin release from 

adipocytes, there is a bidirectional feed-back loop between -cells and the adipose tissue. It 

has been proposed that the dysregulation of this adipoinsular communication may play a role 

in the development of diabetes in obese individuals (14,15).  

However, despite the importance of glucagon secretion in the regulation of glycemia, 

the effect of leptin on -cells has not been studied in detail. The hyperglycemic hormone 

glucagon increases blood glucose levels essentially by inducing glucose synthesis and 

mobilization in/from the liver (16,17). Glucagon secretion is the main line of defense against 

hypoglycemia and also, counterbalances the effects of insulin on glucose levels (18). In 

diabetes, glucagon secretion does not respond adequately to glucose changes, which leads to 

further problems in the control of glucose levels in diabetic patients besides those difficulties 

derived from -cell malfunction (17,18). Leptin has been revealed as an important modulator of 
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glucose homeostasis by directly acting on -cells. Therefore, given that glucagon is an essential 

player in the islet function and the regulation of glycemia, it is important to determine whether 

leptin can affect -cell function. Since defects in the adipoinsular axis may contribute to 

diabetes associated to obesity (14,15), a better understanding of the communication between 

the adipose tissue and the two main endocrine cells involved in glucose homeostasis is 

essential to design potential therapeutic strategies. Several evidences suggest that leptin could 

have a role in the -cell. It has been reported that mouse models with defects in leptin 

signaling can develop hyperglucagonemia (19-21). Additionally, it was recently shown that 

induction of hyperleptinemia decreases glucagon levels in diabetic mice with 

hyperglucagonemia (22). However, the direct regulation of glucagon secretion by leptin has not 

been described so far.  

In the present study, we show a direct action of leptin on the -cell. The presence of 

ObR was identified in the glucagon-secreting cell line TC1-9 and in mouse and human -

cells. We found that leptin hyperpolarizes the membrane potential in -cells, suppressing 

electrical activity. Additionally, leptin inhibited Ca2+ signaling and glucagon secretion induced 

by low glucose concentrations. All these findings indicate that the -cell function can be 

modulated by the adipose tissue through a leptin signaling pathway. 

 

 

MATERIALS AND METHODS. 

Islet isolation and cell culture. All protocols were approved by our Animal Care Committee 

according to national regulations. Swiss albino OF1 mice (8-10 weeks old) were sacrificed by 

cervical dislocation and islets were then isolated by collagenase digestion (23,24). Isolated islets 

were dispersed into single cells by trypsin enzymatic digestion and then cultured overnight at 

37ºC in RPMI 1640 (Sigma, Madrid, Spain) supplemented with 10 % fetal calf serum, 100 IU/ml 

penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin and 5.6 mM D-glucose (23,24). The glucagon-releasing 

TC1-9 cell line was purchased from the American Type Cultures Collection (ATCC CRL-2350; 

passage 5-15). TC1-9 cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (Invitrogen) 

containing (in mM): 4 L-glutamine, 16 glucose, 19 NaHCO3, 10% fetal bovine serum, 15 HEPES 
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and 0.1 non-essencial amino acids. Human islets from healthy donors were obtained from the 

human islet isolation facility of the Clinic Hospital of Barcelona after approval of the Hospital 

Ethics Committee. Islets were cultured in RPMI-1640 at 37°C and 5% CO2. Experiments were 

performed within 48 hours of isolation. Leptin (Calbiochem) was used at 6.25 nM (100 ng/ml) 

and 0.625 nM (10 ng/ml). Except when indicated, all experiments were carried out at 37º C.  

 

Ca2+ signaling measurements by confocal microscopy. For Ca2+ experiments, cells were 

loaded for 1 hour at 37º C with the Ca2+ probe Fluo-4 (2 M) (Invitrogen). Islets were loaded 

with Fluo-4 (5 M) for 1 hour at room temperature. Islets or cells were placed on a perfusion 

chamber mounted on the microscope stage (25). Then, they were perfused at a rate of 1.5 

ml/min with a modified Ringer solution containing (in mM): 120 NaCl, 5 KCl, 25 NaHCO3, 1.1 

MgCl2 and 2.5 CaCl2; pH= 7.4, gassed with 95% O2 and 5% CO2. Ca2+ signals were monitored 

in individual cells using a Zeiss LSM 510 laser confocal microscope equipped with a 40x oil 

immersion objective. The configuration of the system was set to excite the Ca2+ probe at 488 

nm and collect the emission with a band-pass filter at 505-530 nm from an optical section of 

8 m. Images were collected at 2 s intervals and treated with a low pass filter (26). As 

previously reported, individual cells loaded with Fluo-4 were easily identified at the periphery 

of the islet where -cells usually are more abundant (26). Fluorescence records were 

represented as the percentage of F/F0 where F0 is the fluorescence signal at the beginning of 

a record and F is F-F0. Background fluorescence was subtracted from F0. The frequency of 

oscillatory Ca2+ signals was calculated over a 5 min period of the Ca2+ recording, immediately 

before and 5 min after the application of the stimulus as previously reported (23). To analyze 

frequency, a Ca2+ oscillation or spike was defined as a rapid increase in the intracellular Ca2+ 

concentration higher than twice the standard deviation of the background signal at the 

intervals between spikes (23). Some data were expressed in percentages with respect to the 

frequency before the stimulus.  

 

Glucagon secretion. Batches of 15 islets were preincubated for 60 min at 37º C in 0.5 ml of 

Krebs-Ringer bicarbonate buffer supplemented with 15 mM HEPES, 0.5% BSA and 5.6 mM 

glucose, pH=7.4 (23). Then, the islets were incubated at 37º C for 60 min with Krebs-Ringer 
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bicarbonate buffer supplemented with 0.5 mM glucose and additional reagents as indicated in 

the results. At the end of the incubation, the medium was aspirated and assayed for glucagon 

using a commercial radioimmunoassay kit (Linco Research). 

 

Analysis of exocytosis by fluorescence imaging. The exocytotic response of TC1-9 cells was 

monitored at the single-cell level using the styryl dye FM1-43 (Invitrogen) as previously 

reported (27-29). The cells were incubated for 15 min with FM1-43 (2 μM), allowing its 

incorporation into the cell membrane (27). The dye was maintained continuously throughout 

the experiment. This cell-impermeable probe is non-fluorescent in an aqueous solution but 

emits intense fluorescence after partitioning into the plasma membrane. Consequently, the 

incorporation of secretory granules into the plasma membrane during secretion increases the 

cell surface, augmenting FM1-43 fluorescence (27-29). The FM1-43 signal was monitored by 

exciting the cells at 488 nm and obtaining the emission with a 560 nm long-pass filter. The 

relative change in fluorescence (ΔF) was represented with respect to time for each analyzed 

cell. The average rate of fluorescence changes (ΔF/min) was also calculated for each 

experimental condition. Background signal was subtracted in all cases.  

 

Patch-clamp recordings. As previously reported, -cells were identified by their size, 

membrane capacitance (<4 pF) and their characteristic electrical activity in the absence of 

glucose (30,31). Membrane potential and whole cell currents were recorded in the perforated 

patch whole-cell configuration using an Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments). Patch 

pipettes were pulled from borosilicate capillaries using a flaming/brown micropipette puller P-

97 (Sutter Instruments Co.) with a resistance of 3-5MΩ when filled with the pipette solution (in 

mM): 76 K2SO4, 10 KCl, 10 NaCl, 1 MgCl2, 5 HEPES (pH=7.35). The extracellular solution 

consisted of (in mM): 138 NaCl, 5.6 KCl, 2.6 CaCl2, 1.2MgCl2, and 5 HEPES (pH=7.4) and 

supplemented with glucose as indicated (30,31).  

 

Immunocytochemistry. This protocol was performed as previously reported (23). Briefly, islets 

or cells were fixed with Bouin's solution for 5 min and then dehydrated for 3 min with 30, 50, 
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and 70% ethanol. Triton X-100 (0.5%) was used for permeabilization. To reduce non-specific 

binding, cells were first pre-incubated with a blocking buffer (5% serum in PBS) for 45 min 

before applying primary antibodies in a buffer containing 1% serum. Glucagon-containing cells 

were identified with monoclonal anti-glucagon mouse antibodies (1:200; Sigma, Madrid, Spain). 

ObR receptors were detected with an anti-ObR goat antibody (1:100; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA) or an anti-ObRb rabbit antibody (1:500; Alpha Diagnostic, San 

Antonio, TX). An anti-ObRb rabbit antibody specific for human was also used (1:100; Millipore). 

These antibodies were applied overnight at 4ºC. After washing, appropriate combinations of 

secondary antibodies conjugated with Alexa Fluor dyes (1:500; Invitrogen) were applied for 2 

hours at room temperature. The omission of the first antibody led to the absence of staining. 

 

RT-PCR. Total RNA was isolated using RNeasy Mini Kit (Quiagen). Extracted RNA was 

quantified by OD260/280 measurement. Extracted RNA was used to generate cDNA using 

Expand Reverse Transcriptase (Roche, Mannheim, Germany), and 2 µL of each RT reaction were 

used as input for the PCR. Primers are detailed in table 1. PCR amplification was performed 

using Taq-DNA polymerase (Invitrogen, Barcelona) under the following conditions: 15 s at 

94ºC, 30 s at 55ºC, and 1 min at 72ºC. 18S was amplified as an internal control. PCR products 

were subjected to agarose-gel electrophoresis. 

 

Western-blot analysis. Cell pellets were obtained by centrifugation at 1000×g×10 min and 

resuspended in 200 µl of Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Cell 

extracts were subjected to sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel electrophoresis 

(12% gels). Pre-stained SDS-PAGE standards were included for molecular mass estimation. The 

transfer to PVDF membranes was performed at 125 mA for 90 min in a buffer with 2.5 mM 

Tris base, 9 mM glycine, 20% methanol. After membranes were blocked with 2% non-fat dry 

milk, they were incubated with the above-mentioned anti-ObR (1:100) or anti-ObRb (1:500) 

antibodies before being incubated with a peroxidase-conjugated donkey anti-goat (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA) or goat anti-rabbit (GE Healthcare, Barcelona, Spain) 

antibodies, respectively. Protein bands were revealed by using the ECL Chemiluminiscence 

Reagents kit (Amersham Biosciences, Barcelona, Spain). 
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Statistical analysis. 

Some data is shown as mean  SE. Student’s t test or one-way ANOVA were performed as 

appropriate with a level of significance p < 0.05. 
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RESULTS. 

Identification of leptin receptors in -cells. 

Multiple isoforms have been described for the leptin receptor (ObR) (3,4). Although 

these variants have a common extracellular domain, the intracellular site varies for each 

isoform. ObRb is the long full-length isoform and it is considered the functional receptor in 

terms of intracellular signaling (4). To investigate the existence of ObR in glucagon-releasing 

cells, we first performed a PCR analysis in TC1-9 cells. As shown in figure 1A, these cells 

express mRNA for the majority of ObR isoforms (ObRa-e). The presence of these receptors was 

also studied at the protein level by western-blot in TC1-9 cells. We initially explored the 

existence of ObR using an antibody that recognizes the extracellular domain, which is common 

in all the ObR isoforms (Fig. 1B). Nonetheless, given the importance of ObRb for leptin 

signaling, its presence in these cells was also confirmed with a specific antibody against this 

isoform (Fig. 1B). Finally, the spatial localization of ObR and ObRb was studied using these 

antibodies and confocal microscopy. As shown in figure 1C and D, both TC1-9 cells and -

cells within intact mouse islets contain these receptors. Remarkaly, ObRb was also identified in 

human -cells. These results indicate that, in addition to -cells, glucagon-containing cells are 

also equipped with ObR. 

 

Leptin hyperpolarizes -cell membrane potential and suppresses electrical activity.  

 In the absence of glucose or at low concentrations, -cells produce a characteristic, 

regenerative electrical activity (30-36) that triggers Ca2+ signals and glucagon secretion. Thus, 

to study the functional role of leptin in -cells, we first recorded their electrical activity using 

the patch-clamp technique in the whole-cell configuration. In 0.5 mM of glucose, all the 

analyzed TC1-9 cells displayed a characteristic electrical activity with action potentials that 

originated from -39.9 ± 0.2 mV (Fig. 2A). The application of leptin (6.25 nM) hyperpolarized 

the membrane potential by -21.1 ± 1.1 mV and suppressed electrical activity. Although the 

effect of leptin persisted in some cells, its removal from the bath allowed for the 

depolarization of the membrane potential and the restoration of electrical activity (Fig. 2A, B). 

Similar effects were found in mouse -cells, since leptin hyperpolarized the membrane 
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potential from -37.3 ± 0.6 mV to -60.6 ± 0.4 mV, and decreased electrical activity as well (Fig. 

2C, D). Thus, leptin is able to induce short-term effects that modulate electrical responses in -

cells, in agreement with findings in other secretory cells (6,8-11).  

 

Regulation of Ca2+ signaling by leptin in -cells.  

 Since glucose-regulated Ca2+ signals in -cells are mainly sustained by their electrical 

activity (16,17,36), the effect of leptin on membrane potential should affect Ca2+ oscillations. It 

has been reported that, among the different islet-cell types, -cells isolated in culture or within 

mouse islets are unique in displaying Ca2+ oscillations at low glucose levels (23,25,37-41). As 

shown in figure 3, -cells exhibited this characteristic oscillatory Ca2+ pattern with 0.5 mM 

glucose. The application of leptin (6.25 nM) produced either a complete blockage or a 

decrease in the frequency of the Ca2+ oscillations in both TC1-9 cells and -cells within intact 

mouse islets (Fig. 3A-C). The average effect of leptin was a decrease of ~60 % and ~40 % in 

the Ca2+ signaling frequency in TC1-9 cells and mouse -cells, respectively (Fig. 3E). A similar 

response was observed with 3 mM glucose (supplementary Figure S1). Removal of leptin from 

the bath allowed for the restoration of Ca2+ oscillations (Supplementary Figure S2). After long 

periods of stimulation this reversibility was not complete during the recording time, since the 

leptin effect may be more persistent. The addition of 0.625 nM leptin also produced an 

inhibitory effect in TC1-9 cells (~45 % decrease; Fig. 3E). In contrast, although 0.625 nM 

leptin blocked Ca2+ signals in ~57% of -cells (Fig. 3D), the average effect was not significant 

because of the heterogeneous response to this concentration (Fig. 3E). To avoid the potential 

contribution of islet paracrine interactions on the leptin action, some experiments were 

performed with isolated -cells (Fig. 3F). In these conditions, leptin produced a similar 

inhibitory response, proving its direct action on -cells. The absence of effect on -cells from 

db/db mice, which lack functional ObRb, gave further molecular evidence that this receptor is 

involved in the leptin-induced actions (Supplementary Figure S3). Finally, the response of -

cells to this hormone was also evaluated in human islets (Fig. 4). Application of leptin at 6.25 

and 0.625 nM decreased Ca2+ signals by ~58 % and ~32 %, respectively. This result indicates 

that ObR is also functional in human -cells. 
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 It has been reported that the leptin effect on electrical activity and Ca2+ signals is 

mediated by the PI3K pathway in pancreatic -cells and neurons (5,6,8-10). In order to 

determine whether this pathway is also involved in the -cell, some experiments were 

performed in the presence of the PI3K inhibitor wortmannin (20 nM) (Fig. 5). In these 

conditions, leptin failed to inhibit Ca2+ signals in TC1-9 cells (Fig. 5B and C), as shown in 

other cell types (6,8). Thus, the PI3K pathway may be involved in the leptin effect. The 

following results further support these observations. 

 

Reduced glucagon secretion in the presence of leptin.  

 Glucagon secretion depends on Ca2+ signaling (16,17). Thus, all these changes induced 

by leptin may be associated to alterations in the secretory pattern. To test this possibility, we 

analyzed glucagon release from isolated mouse islets using radioimmunoassay (Fig. 6A). 

Glucagon secretion with 0.5 mM glucose is almost maximal in mice (42). Incubation with 10 

mM glucose reduced glucagon release by ~55%, consistent with previous reports (42). In the 

presence of 6.25 nM leptin, glucagon secretion with 0.5 mM glucose decreased by ~33%. The 

inhibitory effect was not statistically significant with 0.625 nM leptin, which probably may 

result from the heterogeneous response observed in Ca2+ signaling with this concentration 

(Fig. 3E). In agreement with the previous finding with Ca2+ signals (Fig. 5), wortmannin 

counteracted the blocking action of 6.25 nM leptin on glucagon secretion (Fig. 6A), further 

indicating the involvement of the PI3K pathway. Finally, to further prove the influence of leptin 

on the secretory process, we analyzed exocytosis at the single-cell level by monitoring FM1-43 

fluorescence in TC1-9 cells, as previously reported in -cells (27-29). FM1-43 emits 

fluorescence when it partitions into the plasma membrane. Thus, the incorporation of 

secretory granules into the plasma membrane increases the cell surface and also, the 

fluorescence of FM1-43 (27-29). As shown in Fig. 6B and C, the fluorescence augmented with 

0.5 mM glucose (control), indicating an active secretory response. This increase was 

significantly reduced in the presence of leptin (6.25 nM). Again, the application of wortmannin 

counteracted this effect (Fig. 6C). Thus, all these observations indicate that leptin is working as 

an inhibitory regulator of -cell function. 
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DISCUSSION 

 Glucose homeostasis is mainly regulated by the coordinated action of glucagon and 

insulin secreted from pancreatic  and β-cells, respectively (17). These two islet populations 

respond reciprocally to blood glucose changes. Pancreatic -cells develop spontaneous 

electrical activity at low glucose concentrations, leading to Ca2+ signals and glucagon 

secretion, while these processes become inhibited with the elevation of glucose levels 

(25,26,31,33-35,38). Remarkably, this glucagon secretory response can be impaired in diabetic 

individuals, aggravating the difficulties in the control of glycemia (17-18). Glucose homeostasis 

can be further regulated by the adipocyte hormone leptin through its inhibitory action on β-

cell secretion (7,11-13). It has been proposed that defects in this communication may be 

implicated in obesity-induced diabetes (12,14,15). The functional role of leptin in pancreatic -

cells and its involvement in the adipoinsular communication, however, has not been 

investigated extensively. 

 In the present study, we have shown that leptin receptors are present in mouse and 

human glucagon-containing cells. We demonstrate that leptin produces significant changes in 

the membrane potential, electrical activity, Ca2+ signaling and glucagon secretion in mouse -

cells as well as glucagon-secreting TC1-9 cells. This cell line has been previously validated as 

a good model to study -cell function (38). Additionally, the blocking action of leptin on Ca2+ 

signaling was also demonstrated in human -cells. In a previous report, the function of leptin 

was not studied in -cells because of the lack of ObR expression in hamster glucagonoma 

INR1G-9 cells and a weak antibody staining in isolated rat -cells (11). Although 

methodological or interspecies differences may account for this discrepancy, our findings on 

the presence of ObR in -cells are further sustained by the demonstration of direct leptin 

actions at the single-cell level.  

 It has been reported that leptin induces membrane potential changes that can 

modulate electrical activity in neurons and in β-cells (5,6,8-11,43). In agreement with these 

findings, we have observed similar effects in the pancreatic -cell. In contrast to other islet-cell 

populations, -cells are electrically active in the absence or at low concentrations of glucose 

(30,33-35). In these conditions, spontaneous action potentials arise from a membrane potential 

that varies from -60 to -40 mV depending on experimental conditions (30,33-35). In TC1-9 
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cells and mouse -cells, we observed this characteristic electrical activity with 0.5 mM glucose, 

where action potentials arose from a membrane potential of ~ -40 mV. Consistent with the 

results obtained in other secretory cell types including β-cells (6,8-11,43), leptin hyperpolarized 

the membrane potential and decreased electrical activity (Fig. 2), which is voltage-dependent 

(33,34,40). Additionally, this hormone inhibited intracellular Ca2+ oscillations and glucagon 

secretion (Fig. 3, 4 and 6). This effect could be anticipated in -cells since their electrical 

activity triggers Ca2+ signals, and exocytosis is Ca2+-dependent (16,17). In the case of the 

pancreatic β-cell, leptin effects on membrane potential are also reflected in Ca2+ signals and 

insulin release (11,12). Like leptin, other hormones such as insulin and somatostatin can inhibit 

glucagon secretion in -cells by mechanisms that involve membrane hyperpolarization and 

suppression of electrical activity, affecting Ca2+ signals (38,44,45). It has been proposed that 

the effects of leptin on β-cell membrane potential are mediated by the opening of KATP 

channels (11). A similar process may occur in -cells, since their membrane potential is 

controlled by the KATP channel and its activation causes the hyperpolarization of these cells 

(40). In any case, further experiments should be performed since other molecular targets may 

be involved in leptin actions (3,4).  

 Leptin can activate multiple signaling cascades (4). Among them, PI3K signaling has an 

important function in leptin short-term effects on membrane potential, Ca2+ signals and 

secretion in pancreatic -cells and in neurons (5-10). In agreement with these findings, leptin 

failed to decrease Ca2+ signaling and secretion in -cells when PI3K was inhibited (Fig. 5 and 

6). Therefore, this signaling pathway seems to be involved in the intracellular transduction of 

leptin short-term effects on the -cell. 

 Basal plasma leptin concentrations are in the order of 1-10 ng/ml (~0.0625-0.625 nM) 

during fasting state (1-3, 46). These values can increase significantly every day by circadian 

mechanisms (46) and these fluctuations are higher in female (47). Factors like feeding 

behavior, gender, age and pregnancy, or elevation of hormones such as insulin, oestrogen or 

glucocorticoids can increase plasma leptin levels (1-3). Leptin concentrations can reach 30-100 

ng/ml (~1.87-6.25 nM) in obesity and are highly elevated in situations such as impaired renal 

function and inflammatory responses (1-3,46,47). The present study demonstrates a clear 

inhibitory effect at 6.25 nM. This response was more heterogeneous at 0.625 nM. At this 

concentration, leptin inhibited Ca2+ signals in TC1-9 and human -cells (Fig. 3E and 4), yet 
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the average effect was not found significant in mouse -cells (Fig. 3E). Nevertheless, 0.625mM 

leptin had a blocking action in several cells (~57%; Fig. 3D). Thus, these results indicate that 

mouse -cells may be less sensitive to leptin than human. Additionally, these observations 

suggest that leptin effects may be more limited at basal plasma levels, but they should be 

more effective in those situations when this hormone increases above basal values or in 

pathological situations. 

 The present findings indicate that leptin can directly regulate -cell function. This 

suggests that the adipose tissue may modulate glucose homeostasis not only by inhibiting -

cells and insulin release but -cells and glucagon secretion as well. Thus, the effect of leptin 

on islet hormonal responses would be similar to that of somatostatin, which limits both insulin 

and glucagon release (16,17). Since leptin has been detected in -cells of some mice strains, 

this hormone may also play a local autoregulatory effect within the islet (48). Interestingly, 

hyperglucagonemia has been reported in mouse models that have defects in leptin and ObR, 

which impairs the signaling by this hormone (19-21). Moreover, a similar suppressive action by 

leptin has been recently observed in vivo in diabetic mice with hyperglucagonemia and 

hyperglycemia (22). In these rodents, hyperglucagonemia was reduced by adenoviral-induced 

hyperleptinemia, which normalized glucose levels. Our results indicate that, although several 

mechanisms could be involved, this effect may be the result of a direct action on -cells. It has 

been demonstrated that leptin regulates hepatic glucose fluxes and, remarkably, that this 

hormone antagonizes the effects of glucagon in the liver, the main target for -cell function 

(49,50). Our present observations suggest that leptin could antagonize glucagon action not 

only in the liver but also directly in the -cells. In diabetic individuals, an absolute or relative 

excess of glucagon along with insulin deficiency can generate an excessive hepatic glucose 

production (17,18). Since this can be a major problem in these patients, several approaches 

have been developed to limit glucagon secretion and/or action (17,18). In this regard, the 

direct inhibitory effect of leptin on the -cell reported in this study may be explored as a 

therapeutic strategy for the control of glucagon levels, as has been recently suggested for type 

I diabetes (22). The specific management of glucagon levels by leptin would be more complex 

if -cells are functional, since leptin could also affect insulin release (10,11). Thus, further 

research will be necessary in this context to develop approaches to discriminate the secretory 

responses of  and -cells to this hormone. Leptin resistance has been reported in obese 



ANEXO II 

 

Página | 133  

 

individuals and several mechanisms have been proposed to explain this process at the central 

level (2-4). However, although it has been suggested that leptin resistance may occur directly 

in the -cell, there is not information about the molecular determinants involved (12,14,15). It 

has been proposed that -cell leptin resistance and dysregulation of the adipoinsular 

communication may contribute to obesity-induced diabetes (12,14,15). Thus, it would be 

interesting to analyze whether -cells may develop leptin resistance in this context and the 

role that these cells may be playing in this situation. 
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Table 1. PCR primers for ObR isoforms and 18S. 

NAME Sense Primer (5´-3´) Antisense primer (5´-3´) 

ObRa AGGGCTGTATGTCATTGTACCCAT AGTTTAGGTTTGTTTCCCTCCATC 

ObRb ACAGTTCTGGCTGTCAATTCCC AGGAGCTGCTAGAAAGACTG 

ObRc ACAGTTCTGGCTGTCAATTCCC GAAAGGATGAACAGGCTTGAGAAC 

ObRd AGGGCTGTATGTCATTGTACCCAT CTTCATGTAAAGATATATCCTTTTCC 

ObRe AGGGCTGTATGTCATTGTACCCAT CCATGAAAAGTACAGTACACATACC 

18S GGGAGGTAGTGACGAAAAATAAC AATCATGGCCTCAGTTCCGAAA 

FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Expression of leptin receptors in the pancreatic -cell. A: PCR analysis of ObR 

transcripts shows that multiple isoforms are expressed in TC1-9 cells. The expression in the 

mouse hypothalamus (Hyp) and islets is also illustrated. B: The presence of ObRb was 

demonstrated in TC1-9 cells and in mouse islets by western blot as well. An antibody that 

recognizes the extracellular domain of all the isoforms was also tested (ObR). Two examples 

are shown for the TC1-9 cells. C and D: The spatial localization of ObRb in TC1-9 cells and 

in -cells within mouse and human islets (green) was assayed by immunofluorecence and 

confocal microscopy. Glucagon staining is shown in red. As in B, we also used an antibody that 

recognizes all the isoforms (ObR). These results are representative of at least 3 different 

experiments for each condition. Scale bar: 20 m. 

Figure 2. Leptin induces membrane hyperpolarization and inhibition of electrical activity. 

A: Recording of membrane potential in whole-cell configuration in TC1-9 cells. With 0.5 mM 

glucose, characteristic action potentials originated from a membrane potential of -39.9 ± 0.2 

mV (n=8). The application of leptin (6.25 nM) induced hyperpolarization (21.1 ± 1.1 mV) and 

suppression of electrical activity. Removal of leptin allowed for a depolarization and recovery 

of electrical activity. B: Expanded records from panel A of different significant instants 

(indicated by numbers). C: With 0.5 mM glucose, an intense electrical activity was recorded in 

mouse -cells. Leptin (6.25 nM) hyperpolarized these cells from -37.3 ± 0.6 mV to -60.6 ± 0.4 
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mV (n=3), and decreased electrical activity. D: Expanded records from panel C of different 

significant instants (indicated by numbers). Lept: leptin 

Figure 3. Leptin inhibits Ca2+ signals induced by low glucose concentrations in TC1-9 and 

mouse -cells. Leptin (6.25 nM) blocks or reduces the frequency of Ca2+ signals induced with 

0.5 mM glucose in TC1-9 (A) and -cells (B) (n=13 and 16, respectively). Images show a 

culture of TC1-9 cells (A) and an intact mouse islet (B) loaded with the Ca2+-sensitive probe 

Fluo-4. Islet images were acquired by confocal microscopy from an optical section close to the 

equatorial plane. Several individual cells were easily identified at the periphery of the islet 

(white arrows). C: Average frequency of Ca2+ oscillations with 0.5 mM glucose (control) and in 

the presence of leptin. D: Effect of 0.625 nM leptin in islet -cells (n=20; n= 52 for TC1-9 

cells, not shown). E: Frequency (%) of Ca2+ signals after stimuli compared with control 

conditions. F: Leptin inhibits Ca2+ signaling in isolated islet -cells (n=11). The effect of 

adrenaline, which is characteristic of this islet-cell type (32), is also shown. Data in panel C and 

E are shown as mean  SE. *, statistically significant (p < 0.05) compared with control. G: 

glucose; Lept: leptin; Adren: adrenaline. Scale bar: 20 m. 

Figure 4. Leptin decreases Ca2+ signaling in human -cells. The application of 6.25 nM 

leptin (A) or 0.625 nM (B, C) blocks or reduces the frequency of Ca2+ signals induced with 0.5 

mM glucose in human -cells. D: Average frequency of Ca2+ oscillations in 0.5 mM glucose 

(control) and in the presence of leptin at 6.25 nM and 0.625 nM (n=12 and 45, respectively). 

Data are shown as mean  SE. Statistically significant: *, p<0.05; **, p<0.01, compared with 

controls. G: glucose; Lept: leptin.  

Figure 5. Leptin does not affect Ca2+ signals in the presence of wortmannin. A: In the 

presence of the PI3K inhibitor wortmannin (20 nM), leptin was unable to affect the intracellular 

Ca2+ oscillations induced with 0.5 mM glucose in TC1-9 cells (n=8). B: Average frequency of 

Ca2+ signals with 0.5 mM glucose (control) and leptin, both in the presence of wortmannin. 

Data in panel B and C are shown as mean  SE. Ns, non-significant. G: glucose; Lept: leptin. 

Figure 6. Effect of leptin on glucagon secretion. A: Glucagon secretion from mouse islets 

with 10 mM glucose or with 0.5 mM glucose plus 0.625 nM or 6.25 nM leptin was compared 
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with the control (0.5 mM glucose). The effect of wortmannin (50 nM) on glucagon release with 

0.5 mM glucose in the absence and presence of 6.25 nM leptin is also displayed. Data are 

shown as mean  SE (n=8-13). B: Changes in FM1-43 fluorescence (ΔF; arbitrary units) versus 

time in TC1-9 cells in control conditions (0.5 mM glucose) and in the presence of leptin (6.25 

nM). Inset: images illustrating a group of cells in transmitted light (a) and loaded with FM1-43 

at the beginning (b) and at the end of the record (c). Scale bar: 10 m. C: The average rate of 

fluorescence changes as a function of time (ΔF/min) indicates that leptin reduces the exocytotic 

response. This effect was counteracted by wortmannin (20 nM). Data are shown as mean  SE 

(n=32-45 for each condition). *, p<0.05; ***, p<0.001 vs control. G: glucose; Lept: leptin. 
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Figure 1 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Supplementary Figure S1. Leptin inhibits intracellular Ca2+ oscillations induced

at 3 mM glucose. A: Effect of leptin (6.25 nM) on Ca2+ signaling in TC1-9 cells (n =

39). B, C: Frequency of Ca2+ signals in 3 mM glucose alone and in the presence of

leptin were expressed in oscillations/min (B) or in percentage (C). D: Effect of leptin

(6.25 nM) on Ca2+ signaling in pancreatic -cells (n = 9). E, F: Frequency of Ca2+

signals in 3 mM glucose alone and in the presence of leptin were expressed in

oscillations/min (E) or in percentage (F). Data in panel B, C, E and F are shown as

mean  SE. *, statistically significant (p < 0.05) compared with controls. G: glucose;

Lept: leptin.
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Supplementary Figure S2. Effect of leptin removal on intracellular Ca2+ oscillations

in TC1-9 cells (n = 6). The inhibitory action of leptin (6.25 nM) on Ca2+ signals

ceased when the hormone was removed from the bath. This reversible effect was

frequently observed when cells were exposed to leptin for short periods (<5 min).

However, the effect of leptin was more persistent when cells were exposed for longer

times. Two different experiments are displayed. G: glucose; Lept: leptin.
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Supplementary Figure S3. Leptin does not affect Ca2+ responses in -cells from

db/db mice, which lack functional ObRb. A, B: Effect of leptin on -cells from

obese and diabetic mice (C57BLKS/J-db/db) and control lean mice. These animals

were purchased from Harlan Laboratories Models, Barcelona. C, D: Frequency of Ca2+

signals in 0.5 mM glucose alone and in the presence of leptin (db/db, n= 13; control, n=

15). Differences in frequency values are likely due to the obese and diabetic condition

in db/db mice, which probably affects the -cell behavior. E: Frequency of Ca2+ signals

(in %) after leptin application compared with control conditions. Data in panel C, D

and E are shown as mean  SE. *, statistically significant (p < 0.05) compared with

controls; ns, non-significant. G: glucose; Lept: 6.25 nM leptin.
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