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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 El páncreas endocrino. El islote de Langerhans 

 El páncreas es un órgano impar localizado en el abdomen, en la región 

retroperitoneal. Está constituido por dos porciones con histología y funcionalidad 

claramente diferenciadas: el páncreas exocrino y el páncreas endocrino. El páncreas 

exocrino representa aproximadamente el 98% de la masa total del órgano. Está formado 

por células epiteliales organizadas en estructuras esféricas u ovoides huecas, llamadas 

acinos pancreáticos, y participa en el proceso de digestión mediante la secreción de 

enzimas digestivas y bicarbonato sódico al intestino delgado. Por otro lado, la porción 

endocrina del páncreas, que apenas representa el 1-2% de la masa total del órgano, está 

constituida por pequeñas agrupaciones esferoidales de células llamadas islotes de 

Langerhans (Ø ≈ 200-300μm; 1000-3000 células/islote), y su función es la regulación 

de la homeostasis de la glucosa plasmática mediante la secreción de diversas hormonas 

(Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Inmunohistoquímica en páncreas de ratón. En el centro de la imagen se observa un 

islote de Langerhans, rodeado por tejido exocrino. Se realizó una tinción con hematoxilina y 

marcación de las células α, en la periferia del islote, con un anticuerpo anti-glucagón.  

 

 

 El islote de Langerhans lo conforman diferentes tipos celulares que producen 

diversas hormonas en respuesta a cambios en los niveles de nutrientes en sangre: las 

células alfa (α), productoras de glucagón, las células beta (β), productoras de insulina, 

las células delta (δ), productoras de somatostatina, las células PP, productoras de 
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polipéptido pancreático, y las células épsilon (ε), productoras de ghrelina (Quesada et 

al., 2008). Los islotes están rodeados por una densa red de capilares que permite tanto 

una rápida detección de cambios en la concentración de nutrientes en sangre como una 

rápida difusión de las hormonas producidas por el islote. Además, existe una regulación 

paracrina importante entre las células del islote que permite el establecimiento de 

interacciones entre las mismas. Los islotes también están inervados por los sistemas 

simpático, parasimpático y sensorial, que participan así de la regulación de la actividad 

del páncreas endocrino (Ahren, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Citoarquitectura del islote de Langerhans en diferentes especies. La imagen 

muestra secciones ópticas de 1μm, obtenidas por microscopía confocal, de islotes de humano 

(A), mono (B), ratón (C) y cerdo (D) marcados mediante inmunohistoquímica para insulina 

(rojo), glucagón (verde) y somatostatina (azul). Barra: 50μm. Imagen modificada de Cabrera et 

al. 2006.  

 

 

 Las células α tienen función hiperglucemiante. Secretan glucagón en respuesta a 

concentraciones bajas de glucosa en sangre y esta hormona estimula la liberación de 

glucosa a partir de los depósitos de glucógeno, principalmente en hígado, así como la 

gluconeogénesis. La actividad secretora de estas células es inhibida por la presencia de 

altas concentraciones de glucosa, aunque se ha descrito una reactivación paradójica de 
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la secreción a concentraciones de glucosa suprafisiológicas (Salehi et al., 2006). Las 

células β tienen, por el contrario, función hipoglucemiante. La insulina que secretan 

cuando la glucemia está elevada (glucosa > 6-7 mM) facilita la captación de glucosa 

plasmática en los tejidos periféricos. Por el contrario, cuando los niveles de glucosa 

plasmática son bajos, la célula β está inactiva. Las células δ, mediante la secreción de 

somatostatina a concentraciones intermedias de glucosa, ejercen un control paracrino 

inhibitorio tanto sobre las células α como las β.  

La proporción y localización de los diferentes tipos celulares en el islote varía 

según especies, como puede observarse en la Figura 2 (Cabrera et al., 2006). En islotes 

de ratón, principal modelo animal de estudio, las células β representan el 70-80% de las 

células del islote y se encuentran formando un núcleo central, que es rodeado por un 

manto de células α (15-20%). En cambio, los islotes humanos cuentan con una mayor 

proporción de células α (hasta un 45%) que se encuentran entremezcladas con las 

células β y otros tipos celulares (Brissova et al., 2005).  

 

 1.2 Homeostasis de la glucosa y diabetes 

 El mantenimiento de una concentración de glucosa plasmática dentro del rango 

fisiológico es esencial para el buen funcionamiento del cerebro/sistema nervioso, ya que 

la glucosa es el único sustrato que usa el cerebro, en condiciones normales, como fuente 

de energía. Por consiguiente, una situación de hipoglucemia altera principalmente la 

función del sistema nervioso central. Por otro lado, una situación de hiperglucemia da 

lugar a diferentes efectos negativos que afectan a múltiples órganos y tejidos, como se 

describirá más adelante al describir la diabetes. Por tanto, para controlar la glucemia el 

organismo se sirve de un complejo sistema de homeostasis controlado por 

realimentación negativa en el que los principales protagonistas son el glucagón y la 

insulina. La insulina es secretada por las células β cuando la glucosa plasmática está 

elevada (> 6-7mM) y es transportada por el torrente sanguíneo hasta los tejidos diana, 

donde ejerce su función anabólica, ya sea activando o inhibiendo diferentes procesos 

metabólicos (Figura 3). En músculo y tejido adiposo, principalmente, la insulina 

promueve la captación de glucosa. En tejido adiposo también promueve la formación de 

ácidos grasos (lipogénesis) e inhibe la lipólisis. En hígado promueve el almacenamiento 

de glucosa en forma de glucógeno (glucogenogénesis) e inhibe la degradación del 
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glucógeno y la síntesis de glucosa a partir de precursores no glucídicos 

(gluconeogénesis). Por tanto la acción de la insulina lleva a la disminución de la glucosa 

plasmática que, a su vez, activa la secreción de glucagón por parte de las células α 

pancreáticas. Como puede verse en la parte derecha de la Figura 3, el glucagón ejerce 

acciones contrarias a las de la insulina, favoreciendo tanto la liberación de glucosa al 

torrente sanguíneo como disminuyendo la captación de la misma por los tejidos diana 

(Quesada et al., 2008).  

 No obstante, la regulación de la homeostasis glucémica no es tan simple ni es 

regulada únicamente por el efecto antagónico insulina-glucagón. Además de a la 

glucosa, el páncreas endocrino también está sujeto a regulación autocrina, paracrina, 

endocrina, neural y por nutrientes (Ahren, 2000; Taborsky y Mundinger, 2012; 

Marroqui et al., 2014).  

Cuando se producen alteraciones en la regulación del sistema de homeostasis 

glucémica puede llegar a desarrollarse diabetes mellitus.  La diabetes mellitus (DM) es 

una enfermedad multifactorial crónica caracterizada por niveles elevados de glucosa en 

sangre, alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteínas, a 

consecuencia de una producción insuficiente de insulina, la acción defectuosa de la 

misma sobre sus tejidos diana o la combinación de ambas. La DM presenta un cuadro 

clínico muy característico que incluye un aumento de la frecuencia urinaria (poliuria), 

de la sed (polidipsia), del hambre (polifagia) y pérdida de peso. Además, en estadios 

avanzados de la enfermedad, debido a la hiperglucemia mantenida, es muy frecuente el 

desarrollo de retinopatías, nefropatías, neuropatías y enfermedades cardiovasculares 

(Herrera, 2007). 

El diagnóstico de la DM se realiza, además de por la presencia del cuadro clínico 

previamente descrito, por la presencia de hiperglucemia (≥200mg/dL) en una muestra 

de sangre aleatoria. Para un diagnóstico más preciso, pueden tomarse medidas de 

glucemia en ayunas y 2h después de haber bebido una solución con 75g de glucosa. En 

función de los resultados obtenidos, el diagnóstico puede ser de Diabetes Mellitus, 

tolerancia a la glucosa alterada o glucemia en ayuno alterada.  Otro test que se viene 

utilizando en los últimos años, aunque no siempre está disponible en los países con 

pocos recursos, es el test de hemoglobina glicosilada. Este test refleja los valores 

promedio de glucosa plasmática en las 8-12 semanas anteriores a la realización de la 
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prueba, por lo que aporta una medida del control glucémico en los últimos meses. Se 

aplica un valor de corte de 6.5% para diagnosticar diabetes. No obstante, valores 

inferiores a este punto de corte no descartan totalmente el diagnóstico de diabetes 

determinado por los tests de glucosa clásicos (Nathan et al., 2007; OMS: Organización 

Mundial de la Salud).  

Figura 3. Homeostasis de la glucosa. El lado izquierdo de la imagen muestra los procesos que 

tienen lugar en los tejidos periféricos (eje central) cuando la concentración de glucosa 

plasmática es elevada y el páncreas secreta insulina. En estas condiciones, en los tejidos 

periféricos se produce una mayor captación de glucosa y tienen lugar procesos anabólicos. Por 

el contrario, el lado derecho de la imagen muestra los procesos que ocurren en los tejidos 

periféricos cuando la concentración de glucosa plasmática es baja y el páncreas secreta 

glucagón. En esta situación, en los tejidos periféricos son estimulados los procesos de 

catabolismo del glucógeno y síntesis de glucosa. Las flechas con línea continua representan la 

secreción de insulina y el efecto que ésta tiene, la disminución de la glucosa plasmática, que 

induce la secreción de glucagón. Las flechas con línea discontinua representan la secreción de 

glucagón a bajas glucosas y el efecto que éste tiene, un aumento en la concentración de glucosa 

plasmática, que induce la secreción de insulina. 

 En función de la etiología, se suele distinguir entre tres tipos de diabetes (OMS): 

- Diabetes tipo I: DM debida a una deficiencia casi absoluta en la producción 

de insulina como consecuencia de la destrucción de las células β. La DM-I 
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puede ser autoinmune, si la destrucción de las células β se debe a un proceso 

autoinmune, o idiopática, si la destrucción de las mismas responde a otro 

proceso. La DM-I se presenta, por lo común, en niños y adolescentes, aunque 

no de forma exclusiva y supone que los pacientes dependerán de inyecciones 

de insulina exógena durante toda su vida. 

 

- Diabetes tipo II: DM caracterizada por la presencia de hiperglucemia debida 

a un defecto en la secreción de insulina, muchas veces acompañado por 

resistencia a insulina en los tejidos diana de la hormona. Al contrario que la 

DM-I, suele aparecer en la edad adulta, aunque en los últimos años está 

aumentando la tasa de aparición de DM-II en niños y adolescentes. Este tipo 

de diabetes está asociado con un estilo de vida sedentario, una mala 

alimentación y la obesidad. También tiene un componente genético 

importante; se han descrito mutaciones en varios genes implicados en la 

regulación de la producción y la acción de la insulina. Otros factores de 

riesgo son la hipertensión arterial y la dislipidemia (valores de colesterol en 

sangre anormalmente altos). En estadios tempranos de la enfermedad, el 

paciente no necesita inyecciones de insulina; puede ser tratado con esquemas 

de dieta y ejercicio físico únicamente o en combinación con algún 

antidiabético oral. En estadios más avanzados, los pacientes sí comienzan a 

ser tratados con insulina. 

- Diabetes gestacional: DM que se desarrolla de forma temporal durante el 

embarazo, debido a la aparición de resistencia a la insulina en este estado.  

 De los tres tipos descritos, la DM-II es la más frecuente, con diferencia, 

representando aproximadamente el 90% de todos los casos de diabetes en el mundo. 

Según las últimas estadísticas de la Organización Mundial de la Salud (OMS), en el 

mundo hay más de 347 millones de personas con diabetes, se calcula que las muertes 

por diabetes se duplicarán en 10 años (en 2012 la diabetes fue causa directa de 1.5 

millones de muertes) y que, para el año 2030, la diabetes será la séptima causa de 

muerte mundial. Estas cifras indican que la diabetes se está convirtiendo en una 

epidemia mundial, en gran parte debido al rápido aumento del sobrepeso, la obesidad y 

la inactividad física. 
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1.3 La célula beta: acoplamiento estímulo-secreción 

 La célula β es una célula eléctricamente excitable que responde a diferentes 

estímulos fisiológicos produciendo potenciales de acción y, en última instancia, 

secretando insulina. Su actividad eléctrica está estrechamente regulada por la acción 

conjunta de diferentes tipos de canales iónicos localizados en la membrana plasmática. 

Además, el potencial de membrana (Vm) de las células β tiene como característica el 

estar regulado por glucosa, siendo ésta uno de los principales factores que determinan el 

estado eléctrico de la célula.   

  A continuación se describen los principales canales iónicos implicados en la 

actividad eléctrica y la secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS: glucose-

stimulated insulin secretion) en células β de ratón. 

- Canales de potasio sensibles a ATP (KATP). Los canales KATP de la célula β son 

hetero-octámeros formados por cuatro subunidades del canal KIR6.2, que 

forman el poro, y cuatro subunidades reguladoras del receptor de sulfonilureas 

SUR1 (Bichet et al., 2003). Las subunidades KIR6.2 contienen un sitio de unión 

de ATP, que determina el bloqueo del canal. Las subunidades SUR1, por otro 

lado, ejercen otro tipo de regulación del canal. Estas subunidades poseen sitios 

de unión para regulación de la actividad del canal por sulfonilureas (tolbutamida, 

glibenclamida, glimepirida), otros agentes hipoglucémicos como las glinidas, y 

activadores del canal (Drews et al., 2010). 

En condiciones de reposo, dadas en ausencia de glucosa o a bajas 

concentraciones de la misma, el Vm es de unos -70mV. Esto quiere decir que el 

interior de la célula tiene una carga negativa respecto al exterior celular, 

condición que está determinada, principalmente, por la corriente de salida de 

iones K
+
 a través de los canales KATP. La probabilidad de apertura de los KATP 

depende en gran medida del metabolismo de la glucosa. Cuando se produce un 

aumento de la concentración de glucosa extracelular, ésta entra en la célula a 

través del transportador específico GLUT2, en ratón. La glucólisis y posterior 

metabolismo mitocondrial llevan a la activación del ciclo de Krebs y producción 

de especies reducidas (NAD(P)H y FADH2) que ceden sus electrones a la 

cadena de transporte electrónico. La activación de la cadena de transporte 

electrónico está acoplada a la producción de ATP mediante la ATP-sintasa 
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(Quesada et al., 2006). Así, como resultado del metabolismo de la glucosa, 

aumenta la relación ATP/ADP en el citoplasma, responsable del bloqueo de los 

canales KATP y, en consecuencia, se produce una despolarización de la 

membrana plasmática. 

 

- Canales de calcio dependientes de voltaje (Cav). Cada uno de estos canales está 

constituido por varias subunidades: α1, α2δ, β y γ. La subunidad α1 forma el poro 

conductor selectivo de iones Ca
2+

, contiene el sensor de voltaje y las estructuras 

de activación/inactivación. Las otras subunidades modulan la activación e 

inactivación del canal, la amplitud de las corrientes. En función de la estructura 

primaria de la subunidad α1, los Cav se dividen en tres familias: Cav1, Cav2 y 

Cav3. Aunque aún sigue siendo tema de debate qué canales se encuentran en la 

célula β y cuál es su papel en el funcionamiento de la misma, se sabe que los 

canales de Ca
2+

-tipo L (familia Cav1) son cruciales. Estos canales tienen un 

umbral elevado para la activación dependiente de voltaje, por lo que generan las 

llamadas corrientes de Ca
2+

 activadas por alto voltaje. Además, se inactivan 

lentamente, lo que permite conseguir cambios de larga duración en la 

concentración intracelular de Ca
2+

 ([Ca
2+

]i), necesarios para la estimulación de la 

secreción de insulina. Las corrientes Cav en célula β de ratón se activan a 

potenciales por encima de -50mV, tienen un máximo de corriente a -20mV y se 

revierten sobre los +50mV. Además de la regulación por voltaje, las corrientes 

de los canales de Ca
2+

-tipo L también están sujetas a inactivación dependiente de 

Ca
2+

 durante estados de despolarización sostenida.  

La entrada de Ca
2+

 a través de Cav controla importantes procesos celulares entre 

los que se encuentra la exocitosis, por lo que una correcta actividad y densidad 

de estos canales en las células β es indispensable para conseguir niveles 

adecuados de secreción de insulina. En presencia de glucosa, la célula β 

comienza a metabolizarla, el ATP resultante bloquea los canales KATP y se 

produce una despolarización de la membrana plasmática. Cuando el bloqueo de 

los canales KATP es suficiente para generar un Vm de  ≈ -50mV, se activan los 

canales Cav, comienza a entrar Ca
2+

 al citoplasma desde el exterior celular y se 

generan potenciales de acción. Para alcanzar este nivel de despolarización es 

necesaria una concentración de glucosa de 7-8 mM; por debajo de esta 

concentración no es frecuente observar la entrada de Ca
2+

 (Drews et al., 2010).  
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- Canales de potasio dependientes de voltaje (Kv). Son canales a través de los 

cuales se produce una corriente de salida de K
+
, dependiente de voltaje, que 

permite la repolarización del potencial de membrana. Están formados por homo 

o heterotetrámeros de canales de K
+
 constituidos por seis dominios 

transmembrana. En función de su cinética de activación e inactivación se 

distinguen dos tipos de Kv: los rectificadores tardíos (DR), llamados así porque 

su activación tiene lugar tras un breve lapso de tiempo una vez alcanzado el 

potencial de membrana umbral para su activación (Rorsman y Trube, 1986), y 

los tipo A, cuya activación es rápida una vez alcanzado el voltaje umbral de 

activación (Smith et al., 1989).     

En células β de ratón, el rectificador tardío Kv2.1, es responsable, 

aproximadamente, del 80-85% de la corriente de salida de K
+
 dependiente de 

voltaje. Este canal se activa a potenciales de membrana de entre -30 y -20mV y 

la corriente de salida de K
+
 hiperpolariza el potencial de membrana, de forma 

que permite la terminación de los potenciales de acción de Ca
2+

. 

 

- Canales de potasio dependientes de  [Ca
2+

]i (KCa). Son canales a través de los 

cuales se produce la salida de K
+
 de la célula (15-20% de la corriente total de 

salida de K
+
), con una estructura similar a la de los Kv, pero cuya actividad no 

está regulada por voltaje sino por la concentración intracelular de Ca
2+

. Aunque 

se ha descrito la existencia de diversos canales KCa en células β, a día de hoy no 

se conoce con exactitud qué tipo de KCa contribuye a la repolarización. Una de 

las funciones más importantes de los KCa, junto a los KATP, es su implicación en 

el patrón oscilatorio de Ca
2+ 

(Kanno et al. 2002).  
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Figura 4. Esquema del proceso de secreción de insulina estimulada por glucosa. De 

izquierda a derecha, la entrada de glucosa en la célula a través de GLUT2 y su posterior 

metabolismo llevan a un aumento del ratio ATP/ADP. En consecuencia, se produce un bloqueo 

de los canales KATP y la consecuente despolarización de la membrana plasmática. Cuando la 

concentración de glucosa es suficiente para inducir una despolarización que alcanza Vm de unos 

-50mV, se activan los Cav y se producen potenciales de acción y oscilaciones de [Ca
2+

]i. La 

entrada de este catión en la célula estimula la secreción de insulina. Por otro lado, los canales Kv 

y KCa se encargan de la repolarización de la membrana, lo que da lugar al cese o a la activación 

del patrón oscilatorio de los potenciales de acción y el [Ca
2+

]i. 

 

 

En la Figura 4 se representa de forma simplificada el proceso de secreción de 

insulina estimulada por glucosa, con los canales iónicos implicados. La entrada de 

glucosa y su metabolismo inducen un aumento de la razón ATP/ADP, que bloquea los 

canales KATP. Esto provoca una despolarización de la membrana plasmática. Cuando se 

alcanza un potencial de unos -50mV se activan los Cav y se produce la entrada de Ca
2+

 

en la célula, que participa como inductor de la exocitosis de las vesículas de insulina. 

Los canales KCa y Kv son responsables de la terminación de los potenciales de acción y 

oscilaciones de Ca
2+

. La acción coordinada de los diferentes canales iónicos permite que 
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la actividad eléctrica, las oscilaciones de Ca
2+

 intracelular y la secreción de insulina se 

comporten de forma sincronizada (Figura 5) (Santos et al., 1991; Valdeolmillos et al., 

1993). Este acoplamiento celular se produce mediante uniones tipo gap junction, gracias 

a los poros establecidos, principalmente, por Conexina36.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Acoplamiento entre la actividad eléctrica de la membrana celular, las 

oscilaciones de [Ca
2+

]i y la secreción de insulina. La actividad eléctrica de la célula (gráfico 

inferior) se encuentra acoplada con las señales de variación de [Ca
2+

]i (gráfico central) y de la 

secreción de insulina (gráfico superior), garantizando así una respuesta rápida y eficaz frente al 

estímulo.  

 

 

La secreción de las vesículas de insulina sigue una dinámica característica. 

Como puede verse en la Figura 5, tanto la señal de Ca
2+

 como la secreción de insulina 

muestran dos fases diferentes; una primera fase compuesta por un aumento de la señal 

transitorio y de gran amplitud, seguida de una segunda fase compuesta por oscilaciones 

de menor amplitud y mayor frecuencia. La primera fase correspondería a la exocitosis 

de los gránulos de insulina que se encuentran asociados a la membrana plasmática, 

mientras que la segunda fase correspondería a la exocitosis de gránulos de insulina 

procedentes de un grupo de reserva, que poco a poco transitan hacia la membrana, se 
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asocian a ella y son secretados. Estas dos fases son consecuencia de la acción conjunta 

de dos vías de estimulación de la secreción de insulina; la vía inductora o triggering 

pathway, mediada por el bloqueo de los canales KATP y la consecuente entrada de Ca
2+

, 

y la vía metabólica amplificadora, que contribuye en hasta un 50% a la secreción total 

de insulina (Henquin, 2011). 

 

 

1.4 Alteraciones en la célula beta y acción de la insulina en individuos diabéticos 

La diabetes tipo 2 se establece fundamentalmente por la incapacidad de las 

células beta de compensar la resistencia a la insulina. Ésta se define como la pérdida de 

la sensibilidad a la insulina en los tejidos diana de la hormona. Esto ocurre por 

alteraciones en la señalización de la insulina en estos tejidos, ya sea por alteraciones en 

la expresión y/o funcionalidad del receptor de insulina (IR) o en pasos posteriores de la 

cascada de señalización. Existen diversas causas etiológicas para la resistencia a la 

insulina: pertenecer a ciertas etnias, padecer algunas enfermedades asociadas al 

desarrollo de resistencia a insulina, el uso de esteroides, consumo de algunos 

medicamentos, edad avanzada, problemas de sueño y el hábito de fumar, entre otros 

factores (National Diabetes Information Clearinghouse, NDIC; National Institutes of 

Health, NIH). Además, en los últimos años están cobrando cada vez mayor importancia 

como factores de riesgo la inactividad física y el sobrepeso (NDIC, NIH). Estos dos 

últimos factores se comentarán con mayor detalle en el apartado 1.5.  

El diagnóstico de la diabetes tipo 2, como se explicó en el apartado 1.2, se basa 

principalmente en el hallazgo de concentraciones de glucosa plasmática anómala. Antes 

de llegar a presentar valores de glucemia tan elevados como para diagnosticar diabetes, 

los pacientes han pasado por estadios previos caracterizados por anomalías en la 

homeostasis de la glucosa. En etapas iniciales, ligeros incrementos en la glucemia, 

generalmente asociados con resistencia a la insulina, consiguen ser contrarrestados  por 

un aumento de la producción de insulina. Es decir, las células beta se adaptan a la mayor 

demanda de insulina y, durante un periodo de tiempo, consiguen producir cantidades de 

hormona suficientes para compensar la resistencia a insulina y mantener la glucemia 

dentro de los valores normales. Esta compensación ocurre a través del aumento de la 

masa de células beta y por incremento en su eficiencia secretora (Gonzalez et al., 2013). 

No obstante, en determinado momento la población de células beta deja de ser capaz de 
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compensar por pérdida de funcionalidad y/o de masa celular frente a la resistencia a la 

insulina, dando lugar a hiperglucemia creciente y, en última instancia, diabetes tipo 2, 

situación en la que además de resistencia a la insulina se produce también pérdida de 

masa de célula beta y un gran deterioro de su función (Sachdeva y Stoffers, 2009) 

(Figura 6).  

 
Figura 6. Progresión de la resistencia a la insulina a la diabetes tipo 2. La imagen superior 

muestra la progresión de la resistencia a la insulina a la diabetes tipo 2, pasando por un estado 

intermedio de tolerancia a glucosa alterada. En la parte inferior de la imagen, la adaptación de 

los islotes a las diferentes etapas descritas anteriormente. Imagen modificada de Sachdeva y 

Stoffers, 2009. 

 

 A nivel funcional se ha descrito una reducción de la capacidad secretora de los 

islotes de pacientes diabéticos. Los niveles basales de secreción de insulina, a 

concentraciones de glucosa no estimulantes, no son diferentes, pero a glucosas 

estimulantes se ha observado una deficiencia en la secreción estimulada por glucosa en 

los islotes de pacientes con diabetes tipo 2 (Fernandez-Alvarez et al., 1994; Deng et al., 

2004; Del Guerra et al., 2005). Esto se relacionó con una reducción de la oxidación de 

la glucosa en islotes de diabéticos y se especuló que la mitocondria podría estar 

implicada en la disfunción de la célula beta en pacientes diabéticos.  Un estudio sobre la 

morfología y función de las mitocondrias mostró que, efectivamente, estas aparecen 

hipertrofiadas en las células β de los pacientes con diabetes y que no son capaces de 

aumentar su producción de ATP en presencia de alta glucosa (Anello et al., 2005).  
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 En cuanto a la masa de célula-β, se ha descrito ampliamente una pérdida de la 

misma de en torno al 30% en individuos diabéticos. Esta reducción se debe a un 

aumento de la apoptosis en combinación con tasas normales de proliferación de célula-β 

y neoformación de células-β a partir de ductos (Butler et al., 2003a; Marchetti et al., 

2004). Esta disminución en la población de células β no parece que sea la causante de 

diabetes manifiesta, a menos que se dé en combinación con defectos funcionales.  

1.5 Obesidad y diabetes: fisiopatología de la DM-II asociada a la obesidad 

 La obesidad se está convirtiendo en los últimos años en un grave problema a 

nivel mundial, con cifras ciertamente preocupantes. Al año mueren en el mundo 2.8 

millones de personas; en el año 2014, el 39% de los adultos (mayores de 18 años) 

presentaron sobrepeso, y un 13%, obesidad; en 2013, 42 millones de niños menores de 5 

años tenían obesidad o sobrepeso (OMS). Estas alarmantes cifras no hacen más que 

aumentar, principalmente debido al estilo de vida cada vez más extendido en los países 

desarrollados, un estilo de vida caracterizado por baja actividad física y hábitos 

alimenticios incorrectos.  

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Riesgo relativo de padecer diabetes tipo 2 en función del IMC. De izquierda a 

derecha, la imagen muestra el riesgo relativo de padecer diabetes tipo 2 en función de que el 

IMC sea normal o indicador de sobrepeso u obesidad. Imagen modificada de Colditz et al. 1995. 

 

Para determinar anomalías en el peso corporal de forma simple se suele utilizar 

el índice de masa corporal (IMC) (Gray y Fujioka, 1991). El IMC se calcula dividiendo 
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el peso corporal, en kg, por el cuadrado de la altura, en metros. Valores de IMC≥25 

indican sobrepeso y valores de IMC≥30 indican obesidad. Un IMC elevado se ha 

relacionado con un mayor riesgo de padecer diversas patologías crónicas como 

enfermedades cardiovasculares, cáncer y diabetes mellitus tipo 2 (Haslam y James, 

2005) (Figura 7).  

La obesidad se asocia con desarrollo de resistencia a la insulina (Reaven, 1988). 

Gran parte de los individuos obesos son resistentes a la insulina, aunque no todos ellos 

acaban desarrollando hiperglucemia o, en última instancia, diabetes. Por el contrario, la 

mayoría de los pacientes obesos son capaces de compensar la resistencia mediante 

adaptación de la población de células-β pancreáticas a la mayor demanda de insulina 

(Perley y Kipnis, 1966; Polonsky et al., 1988; Kahn et al., 1993). Únicamente en los 

casos en los que el páncreas no es capaz de producir una respuesta compensatoria se 

alcanzan estados de hiperglucemia y/o diabetes (Kahn, 2001).    

 El tejido adiposo participa activamente en la modulación del metabolismo 

mediante la liberación de ácidos grasos no esterificados (NEFAs, non-esterified fatty 

acids), glicerol, hormonas y citoquinas proinflamatorias (Wellen y Hotamisligil, 2005; 

Scherer, 2006; Shoelson et al., 2006). De forma adicional, macrófagos y otros tipos 

celulares que se encuentran en el tejido adiposo también participan de esta modulación 

del metabolismo mediante la liberación de diversos factores, como interleucina 6 (IL-6) 

o factor de necrosis tumoral α (TNF-α) (Wellen y Hotamisligil, 2005; Fain et al., 2004). 

En la obesidad, el incremento de tejido adiposo y de los tipos celulares que lo 

acompañan, facilita que factores como adipoquinas y quimiocinas sean producidos en 

proporciones mayores a las normales. Este desbalance puede llevar al desarrollo de 

resistencia a la insulina, ya sea por el efecto directo de las adipoquinas o por la 

producción de citoquinas por parte de los macrófagos infiltrados, atraídos por la mayor 

producción de quimiocinas (Virtue y Vidal-Puig, 2008).   

  Las células β poseen una gran plasticidad a la hora de regular la secreción de 

insulina mediante adaptación funcional e incrementando su masa total. Se ha descrito 

que en respuesta a la resistencia a insulina causada por la obesidad, la pubertad y el 

embarazo, las células β pueden responder aumentando hasta 5 veces la liberación de 

insulina y hasta un 50% su volumen total (Perley y Kipnis, 1966; Moran et al., 1999; 

Buchanan et al., 1990; Klöppel et al., 1985; Butler et al., 2003). En cuanto a las 
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adaptaciones funcionales, todo parece indicar que la célula-β se adapta aumentando el 

metabolismo de la glucosa. Uno de los cambios que se ha descrito es el aumento de la 

actividad de la glucoquinasa (GcK), la enzima limitante del metabolismo de la glucosa, 

que es responsable de la fosforilación de la misma una vez que entra en la célula a 

través de su transportador (Chen et al., 1994). Otro estudio muestra que tanto la 

oxidación como el flujo de la glucosa están aumentados, este último por un aumento de 

la piruvato carboxilasa y de la lanzadera malato-piruvato, encargadas del abastecimiento 

de intermediarios del ciclo de Krebs (Liu et al., 2002). Otro mecanismo que podría 

participar de la adaptación funcional es la señalización por NEFAs. Estos potencian la 

secreción de insulina tanto en respuesta a secretagogos glucídicos como no glucídicos y 

han sido señalados como participantes activos de la hiperinsulinemia compensatoria 

(Stefanovski et al., 2011). Los NEFAs median su estimulación tanto por su unión a 

GPR40 y activación de la señalización de calcio intracelular  (Itoh et al., 2003) como 

por su implicación en la formación de Acetil-CoA, que puede activar la exocitosis 

directamente o a través de la activación de PKC (Prentki et al, 2002). Las incretinas, 

producidas en la mucosa intestinal, como GIP (gastric inhibitory polypeptide) y GLP-1 

(glucagon-like peptide), también estimulan la secreción de insulina a través de su 

receptor específico en la célula-β (Drucker, 2006). Hay indicios de que apuntan a una 

posible alteración de la respuesta a incretinas en estados obesos, como muestra un 

estudio en el que la interrupción de la señalización de GIP previene el desarrollo de 

diversas anomalías metabólicas relacionadas con la diabetes asociada a la obesidad 

(Irwin et al., 2007). 

  El incremento en la masa total de célula-β puede tener lugar de tres formas: por 

formación de nuevas células (hiperplasia), ya sea por proliferación de las ya existentes o 

por neoformación, por aumento del tamaño de las células (hipertrofia) y/o por una 

reducción de la tasa de muerte celular o apoptosis (Bonner-Weir, 2000). Además de los 

efectos comentados anteriormente, GLP-1 puede también contribuir al aumento de masa 

de célula-β gracias a su actividad mitogénica; estimula la proliferación y reduce la 

apoptosis (Drucker, 2006). Por su parte, la exposición a largo plazo a alta glucosa y 

NEFAs también induce aumento de la masa, tanto por hipertrofia como por hiperplasia 

en el caso de la glucosa, y por inducción de la proliferación en el de los NEFAs.  

 Cuando la célula-β ya no es capaz de compensar la resistencia a la insulina en un 

ambiente obesógeno, pueden generarse disfunciones en su actividad: deja de responder 
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a glucosa correctamente, disminuye su capacidad secretora, y el aumento de la glucemia 

resultante tiene efectos deletéreos sobre las células (glucotoxicidad). La exposición a 

largo plazo a NEFAs también desempeña un papel en la pérdida progresiva de la 

funcionalidad de la célula-β, disminuyendo tanto la biosíntesis como la secreción de 

insulina estimulada por glucosa (Zhou y Grill, 1994). En el escenario de la obesidad, 

cuando tanto la glucemia como los NEFAs se encuentran en niveles elevados, ambos 

factores actúan de forma sinérgica con un mayor impacto deletéreo en la funcionalidad 

de la célula-β, lo que se conoce como glucolipotoxicidad (El-Assaad et al., 2003). 

 

1.6 El síndrome ob/ob 

 El síndrome ob/ob, cuya principal característica es la marcada obesidad que 

provoca, apareció por primera vez en 1949 en una colonia de los Laboratorios Jackson 

(Bar Harbor, Maine) de forma espontánea y se transfirió a la colonia C57BL, 

ampliamente caracterizada. Mediante experimentos de parabiosis, en los que se unieron 

quirúrgicamente ratones ob/ob y ratones control con el fin de que compartieran el 

mismo sistema circulatorio, se descubrió que los ratones obesos carecían de cierto factor 

circulante producido por los ratones control pero, al mismo tiempo, presentaban una alta 

sensibilidad a dicho factor. Posteriormente, mediante experimentos de clonaje 

posicional, se pudo determinar que el factor circulante responsable del fenotipo ob/ob es 

la leptina, una hormona producida, principalmente, por el tejido adiposo. El síndrome 

está causado por una mutación recesiva en el gen de la leptina. La deficiencia de leptina 

se asocia con un fenotipo caracterizado por hiperfagia, obesidad severa, hiperglucemia, 

hiperinsulinemia, menor temperatura corporal, menor actividad locomotora, menor 

actividad del sistema inmune e infertilidad. Estos ratones son resistentes a la insulina y, 

frente a esta situación de mayor demanda de insulina, el páncreas endocrino se ve 

sometido a una serie de adaptaciones en un intento de mantener una correcta 

homeostasis de la glucosa. La alteración de la morfología del páncreas endocrino es otra 

de las características del fenotipo ob/ob; el páncreas presenta una mayor proporción de 

tejido endocrino, los islotes son más grandes, más numerosos y con mayor proporción 

de células β (Lindström, 2007).  

 El síndrome ob/ob varía en función del background genético. En background 

C57BL/6J, el empleado en este trabajo, el fenotipo es menos agresivo que en otros 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Assaad%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12933690
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backgrounds. En un background 6J, los ratones presentan una hiperglucemia leve que 

desaparece con la edad, mientras que en otros backgrounds, los ratones son 

manifiestamente diabéticos (Lindström, 2010).  

 Los ob/ob no se diferencian de los ratones control al nacer, pero en tan sólo dos 

semanas de vida desarrollan hiperinsulinemia y presentan  mayor peso. A las 4 semanas 

de edad son hiperglucémicos y los valores de glucosa plasmática siguen aumentando 

hasta alcanzar valores máximos en torno a los 3-5 meses. A partir de este momento, los 

niveles de glucosa plasmática disminuyen hasta alcanzar valores normales en individuos 

viejos.   
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II. OBJETIVOS 

 La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de 

diabetes tipo II debido a la resistencia a la insulina característica del estado obeso. 

Actualmente existe una gran preocupación por el incremento desmesurado de las tasas 

de obesidad en los países desarrollados, atribuibles a un estilo de vida caracterizado por 

la mala alimentación y la baja actividad física que, cada vez más, se están instalando en 

nuestra sociedad.  

 En la mayoría de los casos de obesidad se produce una adaptación del páncreas 

que compensa los mayores requerimientos de insulina. No obstante, una parte 

considerable de los individuos obesos acaban desarrollando diabetes tipo II cuando el 

páncreas no es capaz de cumplir esos requerimientos. Puesto que la diabetes tipo II es, a 

día de hoy, una patología crónica, sería de gran importancia establecer qué procesos 

ocurren en el páncreas durante la etapa compensatoria, así como en la etapa inicial de 

disfunción, para tratar de desarrollar tratamientos más efectivos. 

 En este marco, son muchos los estudios que muestran que la adaptación del 

páncreas a esta situación de gran demanda se produce principalmente mediante 

modificaciones estructurales. En cambio, la atención que se ha prestado a la adaptación 

funcional es mucho menor. Aunque en los últimos años la gran plasticidad funcional de 

la célula β pancreática ha ganado mayor atención, se desconocen la mayoría de los 

procesos celulares que ocurren durante su adaptación.  

 Por ello, en la presente tesis el objetivo fue identificar qué procesos celulares 

implicados en la secreción de insulina se encuentran alterados en el estado prediabético 

asociado a la obesidad y contribuyen a la plasticidad funcional de la célula β en estas 

condiciones.  
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1   Modelo animal de obesidad inducida por deficiencia de leptina: ratón ob/ob 

 Todos los procedimientos empleados en el presente trabajo fueron aprobados 

previamente por el Comité de Ética Animal de la UMH de acuerdo a la regulación 

nacional y europea vigente. 

 Se utilizaron ratones ob/ob hembra (background C57BL/6J) comprados a los 

Laboratorios Harlan (Barcelona, España) y, como control, se utilizaron hembras 

C57BL/6J de la misma edad proporcionadas por el Servicio de Experimentación Animal 

de la UMH (SEA-UMH). Los ratones ob/ob se adquirieron a edades tempranas (4-6 

semanas) y se mantuvieron en el SEA-UMH hasta alcanzar la edad de 12 semanas 

(adulto), edad a la cual se realizaron todos los experimentos. Los animales se 

mantuvieron a 22ºC con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (de 8:00 a 20:00), con 

libre acceso a agua y dieta estándar. De forma puntual, para los experimentos de 

electrofisiología, los ratones se adquirieron de Janvier (Janvier Labs, Le Genest sur 

l’Isle, France).   

  

3.2   Medidas plasmáticas y tests de tolerancia in vivo 

 Los niveles de glucosa plasmática se midieron con un glucómetro comercial 

(Accu-Chek) a partir de una pequeña muestra de sangre obtenida por amputación del 

extremo terminal de la cola del ratón. Los niveles de insulina plasmática se 

determinaron mediante un kit comercial de ELISA (Crystal Chemical), a partir de 

sangre obtenida por la cola del ratón. Para la determinación de insulina plasmática, la 

sangre obtenida se centrifugó durante 15min a 10.000 rpm y 4ºC para separar la fase 

plasmática de la fase celular. El plasma obtenido se utilizó para cuantificar los niveles 

de insulina.  

 Para el test de tolerancia a glucosa, los animales fueron sometidos a ayuno 

durante las 12 horas previas a la realización del test. A cada ratón se le inyectó, vía 

intraperitoneal, una dosis de glucosa de 2g/kg. Antes de la inyección de glucosa, se 

determinó la glucosa plasmática y se extrajo sangre para la posterior determinación de 

insulina plasmática (tiempo 0). Tras la administración de la glucosa, se determinó la 



52 
 

glucosa plasmática en los tiempos 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos. A los 30 min post-

inyección también se recolectó sangre para la determinación de la concentración de 

insulina.  

 La sensibilidad a insulina se evaluó realizando un test de tolerancia a insulina, en 

el cual se aplicó 1IU/kg de insulina a los ratones en estado de alimentación. Durante el 

test se tomaron medidas de la glucemia plasmática en los tiempos 0, 15, 30, 45 y 60 

min. De forma adicional, se calculó el índice HOMA-IR (modelo homeostático de 

evaluación de la resistencia a insulina).  Dicho cálculo se realizó utilizando la siguiente 

fórmula: [Glucemia en ayunas (mg/dL) * Insulinemia en ayunas (mU/L)] / 405 (Xia et 

al., 2002; Konrad et al., 2007). 

 

3.3   Aislamiento de islotes de Langerhans 

 Para obtener los islotes de Langerhans, los ratones se sacrificaron mediante 

dislocación cervical o decapitación y a continuación se practicó una incisión en el 

abdomen sin dañar los órganos. Se localizó del colédoco o conducto biliar común y se 

practicó una sutura en su parte distal, antes de su unión a la segunda porción del 

duodeno. Antes de unirse al duodeno, el colédoco se fusiona con el conducto 

pancreático principal; la sutura debe realizarse entre la unión del conducto pancreático y 

el biliar y entre la unión del conducto biliar y el duodeno, de forma que el conducto 

pancreático no quede obstruido, pero sí la conexión con el duodeno. Una vez asegurada 

la sutura, se realizó una pequeña incisión en el colédoco y, mediante una fina cánula, se 

introdujo una solución (composición del medio de aislamiento, en mM: 115 NaCl, 10 

NaHCO3, 5 KCl, 1.1 MgCl2, 1.2 NaH2PO4, 25 HEPES, 2.5 CaCl2, 0.25% BSA y 5 D-

glucosa, pH 7.4) con 0.8mg/mL de colagenasa tipo V (Sigma, España). Con ayuda de 

una jeringa se introdujo solución hasta que, mediante inspección visual, se consideró 

que el páncreas se había llenado correctamente. A continuación, se extrajo rápidamente 

el páncreas, se introdujo en un tubo falcon, se recubrió con unos 4-5 mL de solución 

con colagenasa y se introdujo en un baño a 37ºC, durante aproximadamente 10 minutos, 

para favorecer la digestión enzimática de la porción exocrina del páncreas. Transcurrido 

este tiempo, se completó la digestión mediante agitación, se añadió medio de 

aislamiento frío (sin colagenasa) y se mantuvo en hielo para detener la actividad de la 
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enzima. Posteriormente, los islotes fueron separados del tejido exocrino disgregado con 

ayuda de una micropipeta y visualización con lupa binocular (Zeiss, Alemania). 

 Los islotes, libres de tejido exocrino, se trasladaron a una placa Petri con medio 

de aislamiento y se dejaron recuperar durante 2 horas en un incubador (37ºC, 5% CO2) 

antes de su utilización en los experimentos pertinentes.  

 

 

3.4   Cultivo primario de células aisladas  

 Para el cultivo de células aisladas de islote, una vez transcurrido el tiempo de 

recuperación, estos fueron transferidos a un tubo falcon de 15mL y centrifugados 10 

minutos a 1000 rpm. A continuación se retiró el sobrenadante de medio de aislamiento y 

el pellet de células se resuspendió en 1mL de trispina 0.05% (Sigma, Madrid). Se 

introdujo el falcon en el incubador a 37ºC durante 3 minutos, se completó la 

disgregación mecánicamente con una pipeta, se paró la reacción enzimática añadiendo 

2-3mL de medio de cultivo (RPMI 1640 suplementado con 10% FBS, 0.1mg/ml 

estreptomicina, 100UI/ml penicilina y 11mM D-glucosa) y se centrifugó de nuevo el 

falcon 10 minutos a 1000 rpm. El pellet de células disgregadas se resuspendió en medio 

de cultivo y las células se sembraron en cubres de vidrio de 24 mm de diámetro 

pretratados con poli-L-lisina 0.01% (Sigma, Madrid).  

 Se introdujo el cultivo primario de células en el incubador (37ºC, 5% CO2) y se 

dejaron transcurrir 1-2 horas antes de añadir 1mL más de medio de cultivo, para facilitar 

el proceso de adherencia de las células a los cubres. Las células se introdujeron de 

nuevo en el incubador hasta el día siguiente. 

 

3.5   Determinación de actividad mitocondrial mediante técnicas de fluorescencia 

 Como medida indirecta de la actividad mitocondrial se realizaron registros de 

fluorescencia de NAD(P)H. El NAD(P)
+
, en su forma oxidada, es un molécula poco 

fluorescente, pero en la forma reducida, NAD(P)H, aumenta su fluorescencia, por lo que 

se suele referir a la autofluorescencia de NAD(P)H. En la célula beta, la mayoría de la 

producción de NAD(P)H tiene lugar en la mitocondria como subproducto del 

metabolismo de la glucosa (Patterson et al., 2000), por lo que se monitorizó la 
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producción de NAD(P)H como medida indirecta de la actividad mitocondrial. Para ello, 

los islotes de colocaron, individualmente, en una cámara termostatizada a 37ºC 

acoplada a un microscopio invertido de epifluorescencia (Axiovert 200; Zeiss, Jena, 

Germany) y fueron perfundidos con una solución con concentraciones crecientes de 

glucosa (composición de la solución de perfusión, en mM: 120 NaCl, 1.8 NaHCO3, 5 

KCl, 1.1 MgCl2, 20 HEPES, 2.5 CaCl2, pH 7.4; concentraciones de glucosa, en mM: 

0.5, 3, 8, 11, 16, 22). Con este sistema, la señal de fluorescencia que se detecta es la 

fluorescencia cumulativa de varios planos focales del islote, por lo que la señal media 

corresponde fundamentalmente a la medida de la fluorescencia de las células beta, que 

son el tipo celular más abundante en el islote. Para la excitación de la muestra se utilizó 

un filtro de banda de 365nm y la emisión se filtró a 445±25 nm. El aumento gradual de 

la concentración de glucosa en la solución de perfusión produce incrementos graduales 

en la producción de NAD(P)H que se reflejan en incrementos de la señal de 

fluorescencia de forma escalonada. Con una velocidad de perfusión de 2.3mL/min, los 

islotes fueron sometidos a cada estímulo de glucosa durante 15min, tiempo necesario 

para alcanzar un aumento de fluorescencia estable en cada incremento de la 

concentración de glucosa. Al final de cada registro, se perfundió de nuevo la solución 

con concentración de glucosa basal (0.5mM) para comprobar que la señal de 

fluorescencia volvía a los valores iniciales. Las imágenes de fluorescencia fueron 

tomadas a intervalos de 60 segundos. De forma adicional, también se monitorizó la 

producción de NAD(P)H en células aisladas. Para ello, se utilizaron cultivos primarios 

de células de islote disgregado mediante digestión con tripsina (ver apartado 3.4). Antes 

de iniciar los registros, los cubres con la células se preincubaron durante 15 minutos con 

la solución de perfusión 0mM glucosa para llevar la señal de fluorescencia a niveles 

basales, puesto que el medio de cultivo contenía 11mM glucosa. Tras esta 

preincubación, las células fueron perfundidas durante 10 min con cada concentración de 

glucosa (0, 5.6 y 22mM glucosa). Los registros de fluorescencia se representaron como 

el incremento de fluorescencia porcentual respecto a la fluorescencia a niveles basales 

de glucosa (F(%) = 100*[F-Fmin]/Fmin) independientemente de la fluorescencia máxima 

alcanzada, o como el incremento de fluorescencia porcentual comprendido entre 0 y 

100% para cada uno de los grupos (F(%) = 100*[F-Fmin]/ [Fmax – Fmin]).  

 También se monitorizaron cambios en el potencial de membrana mitocondrial 

(Δψm). El ψm depende del metabolismo de la glucosa; concentraciones crecientes de 
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glucosa llevan a una hiperpolarización de la membrana mitocondrial debido al 

transporte de protones en la cadena electrónica desde la matriz mitocondrial al espacio 

intermembrana. Para llevar a cabo estas determinaciones, los islotes se cargaron durante 

10 min con rhodamine-123 (Rhod-123) a una concentración de 10 µM. Rhod-123 es 

una sonda fluorescente lipofílica que se intercala en la membrana mitocondrial de forma 

dependiente del potencial. Cuando la membrana mitocondrial se hiperpolariza, la sonda 

se intercala en la membrana y las moléculas de Rhod-123 se agregan generando un 

proceso de quenching. La despolarización de la membrana mitocondrial permite la 

redistribución de la sonda al citosol y la recuperación de la señal de fluorescencia (Zhou 

et al., 2000). 

 Los experimentos se realizaron en el sistema descrito para los experimentos de 

autofluorescencia de NAD(P)H, pero usando un filtro de banda de 480 nm y filtro de 

emisión a 520 ± 25 nm. Las imágenes se tomaron cada 30 segundos. Los registros se 

representaron de forma análoga a los anteriores experimentos.  

 

3.6   Registros de electrofisiología 

 Los registros de electrofisiología se realizaron en células β superficiales de 

islotes intactos y se utilizó un sistema compuesto por un amplificador HEKA EPC-10 

USB con una interfaz LIH 8+8 AD/DA integrada (HEKA Elektronic, Alemania) que 

permite un control digital de los componentes y procesos a través del software 

Patchmaster (HEKA Elektronic, Alemania). Los islotes intactos fueron sujetados 

mediante ligera succión aplicada al interior de una pipeta holding de amplio calibre, 

como ya ha sido descrito previamente (Göpel et al., 1999).  

Para los registros de potencial de membrana se usó la configuración de parche 

perforado (perforated-patch) (Gonzalez et al., 2013). La solución de la pipeta fue la 

siguiente (mM): 76 K2SO4, 10 NaCl, 10 KCl, 1 MgCl2, 5 HEPES (pH=7.35), y 0.24 

mg/mL de anfotericina B. La solución del baño fue la siguiente (mM): 140 NaCl, 3.6 

KCl, 1.5 CaCl2, 5 NaHCO3, 0.5 MgSO4, 0.5 NaH2PO4, 10 HEPES (pH=7.4) y 

diferentes concentraciones de D-glucosa.  

Los experimentos de exocitosis fueron realizados usando la configuración 

whole-cell y los registros de capacitancia de membrana (Cm) se realizaron con la técnica 
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de fijación de voltaje con electrodo único en la configuración de whole-cell estándar. La 

monitorización de las variaciones de Cm se realizó gracias al modo sine+DC de la 

extensión LockIn implementada en el software del amplificador (Gonzalez et al., 2013). 

Para estos experimentos, la solución de la pipeta contenía (mM): 140 CsCl, 10 NaCl,     

1 MgCl2, 0.05 EGTA, 3 Mg-ATP, 0.1 cAMP y 5 HEPES (pH=7.2), mientras que la 

solución del baño contenía (mM): 118 NaCl, 5.6 KCl, 20 tetraetilamonio-Cl, 1.2 MgCl2, 

5 CaCl2, 5 HEPES y 5 de D-glucosa (pH=7.4). 

Sólo fueron utilizados los experimentos con resistencias en serie y corrientes 

leak estables y bajas, así como resistencias de sello altas (>3 MΩ). Todos los 

experimentos fueron realizados a temperatura fisiológica (34-36ºC). Las células β 

fueron funcionalmente identificadas por su capacidad para generar un patrón oscilatorio 

característico de actividad eléctrica en presencia de glucosa y por la inactivación de las 

corrientes de Na
+
 en estado estacionario (Göpel et al., 1999; Göpel et al., 2000; 

Gonzalez et al. 2013).  

 

3.7   Monitorización de la señalización de calcio intracelular 

 Para el estudio de la variación de la concentración intracelular de calcio se 

usaron islotes intactos. Los islotes aislados se dejaron recuperar un mínimo de 2h en 

medio de aislamiento en el incubador. Tras la recuperación, los islotes fueron cargados, 

durante un mínimo de 1h, a temperatura ambiente, en condiciones de humedad y 

gaseados con carbógeno (95% O2 – 5% CO2), con la sonda fluorescente de calcio    

Fura-2 en su forma acetoximetiléster (AM) (2µM) (Molecular Probes, Holanda). 

Durante la incubación, esta sonda, en su forma lipofílica esterificada, atraviesa la 

membrana celular. Una vez dentro de la célula, las esterasas celulares hidrolizan los 

grupos AM de la sonda, quedando ésta retenida en el citoplasma.  

La medida de calcio intracelular se llevó a cabo en el mismo microscopio 

descrito en el apartado 3.5, pero se usaron filtros de banda de excitación de 360 y 

380nm. La fluorescencia emitida tras la excitación a estas dos longitudes de onda fue 

recogida usando un filtro de 510 nm. Las imágenes fueron tomadas a intervalos de 3 

segundos. Los registros de fluorescencia se expresaron como la razón 360/380.  
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 Los cambios en la señalización intracellular de Ca
2+

 se analizaron de la siguiente 

forma. Como medida de la cantidad total de calcio se calculó el área bajo la curva 

(AUC, area under the curve) en los últimos 5 minutos de cada estímulo. Para cambios 

transitorios en la [Ca
2+

]i  se extrajo la fluorescencia basal de la fluorescencia máxima y 

se expresó como el incremento de fluorescencia (F(F-F0)).  

 Para el análisis de la sincronía de las células β se monitorizó la señal de Ca
2+

 en 

células individuales de islotes intactos, con la sonda fluorescente Fluo-4, en un 

microscopio confocal de fluorescencia (Zeiss LSM510 laser). Mediante el microscopio 

confocal se seleccionó una sección óptica de 9μm próxima al plano ecuatorial de cada 

islote. Los islotes se cargaron con 2μm Fluo-4 durante, al menos, 1 hora. La sonda se 

estimuló mediante un láser de 488nm y la señal de emisión se recogió con un filtro de 

banda de 505-530 nm.  

 

3.8   Secreción ex vivo y contenido de insulina 

 Tras el aislamiento, los islotes se recuperaron 2h en el incubador a 37ºC y 5% 

CO2. A continuación se hicieron grupos homogéneos de 5 islotes y se transfirieron a 

pocillos con 400μL de medio de secreción (en mM: 140 NaCl, 4.5 KCl, 2.5 CaCl2,        

1 MgCl2, 20 HEPES; pH = 7.4) con los diferentes estímulos de glucosa.  Después de 1h 

de incubación con los estímulos, se añadieron a cada pocillo 100μL de la misma 

solución de secreción suplementada con un 5% de BSA, se incubó la placa a 

temperatura ambiente durante 3 min y después se detuvo la secreción depositando las 

placas durante 15min sobre hielo. Se recogió el medio de cada pocillo y se guardó a        

-80ºC hasta la determinación de la concentración de insulina liberada por los islotes 

mediante un kit de radioinmunoensayo (Coat-A-Count, Siemens). Los islotes se 

recogieron y transfirieron a una solución de etanol/HCl para promover su lisis. El 

sobrenadante resultante se usó para determinar el contenido de insulina en los islotes de 

cada grupo. De esta manera, se pudo expresar la secreción de insulina normalizada por 

el contenido.  

Para cuantificar el contenido de insulina en un experimento independiente del 

anterior, se hicieron grupos homogéneos de 5 islotes, al igual que para los experimentos 

de secreción, pero estos islotes no fueron estimulados con las diferentes concentraciones 
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de glucosa, sino que permanecieron todo el tiempo de recuperación a una concentración 

de 5.6mM glucosa. Los islotes fueron lisados con un tampón HCl/etanol y se 

mantuvieron overnight en agitación a 4ºC. Posteriormente, se centrifugaron a 

12.000rpm durante 15 minutos y 4ºC para lisar mecánicamente las estructuras celulares 

que no habían sido lisadas con el tampón. El sobrenadante resultante se utilizó para 

cuantificar el contenido en insulina mediante radioinmunoensayo (RIA Coat-A-Count, 

Siemens), utilizando una dilución 1:1000. Los datos de contenido de insulina se 

relativizaron por la proteína total de los islotes, determinada mediante un ensayo de 

Bradford.  

 

3.9 Expresión proteica: Western Blot 

 Se extrajo proteína de grupos de 200-300 islotes, de animales en condiciones de 

alimentación. Los islotes se lisaron con un tampón de lisis comercial (Cell Lysis Buffer, 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA) y las proteínas se separaron mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida 4-20% (Mini Protean Gel, BioRad). 

Posteriormente, las proteínas se transfirieron a una membrana de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF) mediante transferencia semi seca con el Trans Blot Turbo 

(BioRad). La membrana se bloqueó con leche al 5% y posteriormente se procedió a la 

incubación con los anticuerpos de las proteínas a detectar, producidos en conejo: 

anticuerpo policlonal anti-conexina36 (1:1000; Invitrogen) y anticuerpo monoclonal 

anti-β-Tubulina (1:1000; Cell Signaling). La β-Tubulina se utilizó como control de 

referencia. La visualización de las bandas de proteína se realizó mediante la incubación 

con anticuerpos secundarios conjugados con  peroxidasa, adición del sustrato 

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher) y detección 

de la quimioluminiscencia resultante en el sistema Chemi Doc MP System (BioRad). La 

intensidad de las bandas se cuantificó con el programa Image Lab 4.1 TM Software 

(BioRad). La expresión de la proteína de interés, Conexina36, se relativizó en cada caso 

por la expresión de β-Tubulina.  
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3.10 Expresión génica: PCR cuantitativa a tiempo real    

 Se extrajo RNA total de grupos de 300-400 islotes, de animales en condiciones 

de alimentación, con el kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). La concentración de RNA 

se determinó mediante espectrofotometría (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) y se 

sintetizó cDNA a partir de 500ng de RNA total usando el kit High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Las reacciones de PCR cuantitativa a 

tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador CFX96 Real Time System (Bio-Rad, 

Hercules, California). La reacción de PCR se realizó en un volumen total de 10μL, 

utilizando 200nM de cada primer, 1μL de cDNA y 1X de ™ SYBR®Green supermix 

(Bio-Rad). El protocolo de temperaturas empleado se muestra en la Figura 8. 

 

 

 

 

 

Figura 8: Programa de temperaturas de PCR cuantitativa 

 Los valores de fluorescencia obtenidos fueron analizados con el software CFX 

Manager, versión 1.6 (Bio-Rad), y los niveles de expresión se calcularon mediante el 

método 2
-ΔΔCt

. La expresión de los genes de interés se relativizó a los niveles de 

expresión del gen de expresión constitutiva GAPDH (gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa). En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los cebadores utilizados. 

 

Tabla 1: Secuencia de los primers utilizados para qPCR.  

 

 Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ 

GAPDH CCTGCACCACCAACTGCTTAG GCCCCACGGCCATCACGCCA 

Insulin AGCAGGAAGGTTATTGTTTC ACATGGGTGTGTAGAAGAAG 

Glucagon GGCTCCTTCTCTGACGAGATGAGCAC CTGGCACGAGATGTTGTGAAGATGG 

GLUT2 GGAAGAGGCATCGACTGAGCAG GCCTTCTCCACAAGCAGCACAG 

Glucokinase GAAGCACACTCAGGTCTTGCTC AAAACAGCCAGGTCTGGGCAGC 

Connexin36 ACCATCTTGGAGAGGCTGCTGGA ATCTTCTCGTTTGCTCCCTCCGC 

TRPM5 CAAATCCCTCTGGATGAAATTGATG CCAGCCAGTTGGCATAGA 

G

O

T

O

95 C

45 ciclos

10min

95 C

10s

60 C

7s

72 C

15s
65 C

95 C

Melting curve: 0.1 C/s
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3.11 Análisis estadístico  

 Los datos se muestras como la media ± error estándar, a menos que se indique 

otra cosa. Se consideró que había diferencias estadísticamente significativas cuando se 

obtuvo un valor de p ≤ 0.05 al realizar una prueba t de Student. Los valores de 

significancia estadística se indican de la siguiente forma: *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01;    

***, p ≤ 0.001. 
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IV. RESULTADOS  

4.1 Caracterización fenotípica del modelo animal. Los ratones ob/ob presentan 

intolerancia a glucosa y resistencia a insulina 

 A la edad adulta de 12 semanas, las hembras ob/ob presentaron un marcado 

aumento del peso corporal (Figura 9A), con un valor promedio de 40.8 ± 0.4 g, frente a 

los 20.7 ± 0.2 g en los ratones control (Figura 9B). También presentaron hiperglucemia 

tanto en estado de alimentación (fed) como tras 12 horas de ayuno (fasted) (Figura 9C).   

Figura 9. Caracterización fenotípica. A, Fotografías de ratones de los dos grupos de estudio, 

CTL y ob/ob, a las 12 semanas de edad. B, Peso corporal promedio (CTL, n=35; ob/ob, n=28). 

C, Glucosa plasmática promedio en condiciones de alimentación (fed; CTL, n=26; ob/ob, n=23) 

y tras 12 horas ayuno (fasted; CTL, n=20; ob/ob, n=18). D, Insulina plasmática promedio en 

condiciones de alimentación (fed; CTL, n=13; ob/ob, n=11) y tras 12 horas ayuno (fasted; CTL, 

n=8; ob/ob, n=7).  
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Con el fin de averiguar a qué puede ser debida la hiperglucemia de los ratones 

obesos, se determinó la concentración plasmática de insulina, tanto en condiciones de 

alimentación como de ayunas. Así, en la Figura 9D se observa una marcada 

hiperinsulinemia en los ratones obesos en los dos estados (fed y fasted). A pesar de la 

elevada cantidad de insulina plasmática presente en los ratones obesos, estos 

presentaron niveles plasmáticos de glucemia aumentados respecto a los controles.  

Figura 10. Homeostasis de la glucosa I: tolerancia a la glucosa. A, Evolución de la glucosa 

plasmática en un test de tolerancia a glucosa. Las medidas fueron tomadas a tiempo 0, 15, 30, 

60, 90, 120 y 180 minutos tras la aplicación de una dosis de glucosa de 2g/kg (CTL, n=8; ob/ob, 

n=7). B, Área bajo la curva del experimento en A. C, Valores promedio de las glucemias en 

ayunas (t=0), inmediatamente antes de la inyección de glucosa, y después de 30 minutos (CTL, 

n=8; ob/ob, n=7). D, Valores promedio de la concentración de insulina plasmática 

inmediatamente antes y 30 minutos después de la inyección de glucosa (CTL, n=8; ob/ob, n=7). 
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También se realizaron  pruebas de tolerancia a glucosa con el fin de determinar 

de una forma más dinámica las alteraciones en la homeostasis de la glucosa. Por una 

parte, se realizó un test de tolerancia a glucosa en el que, tras 12 horas de ayuno, se 

administró a los ratones, vía intraperitoneal, una carga de glucosa de 2g/kg y se 

determinó la concentración de glucosa plasmática a diferentes tiempos (t=0, 15, 30, 60, 

90, 120 y 180 minutos) (Figura 10A). Se observó que los ratones obesos presentan una 

marcada intolerancia a la glucosa puesto que, incluso después de 180 min tras la 

inyección de glucosa, no son capaces de normalizar la glucemia a niveles basales y el 

área bajo la curva es prácticamente el doble que la de los ratones control (Figura 10B). 

En la Figura 10C se muestra que a los 30 minutos los ratones ob/ob presentan una 

glucemia mucho mayor que los controles. Además, en los ratones control la glucemia ya 

ha empezado a descender respecto al punto anterior, por mediación de la acción de la 

insulina; en cambio, en los ob/ob la glucemia sigue aumentando (Figura 10A). De forma 

adicional, también se tomaron muestras de sangre a t=0 y t=30 para determinar la 

concentración de insulina plasmática en respuesta a la inyección de glucosa (Figura 

10D). En este caso se observa que, aunque a los 30min los ob/ob presentan una 

insulinemia mayor que a t=0, dicha insulina no es capaz de regular los niveles de 

glucemia, que siguen aumentando en este punto y cuya disminución no se observa hasta 

la medición a 60min. Es decir, que, a pesar de que no parecen mostrar una deficiencia 

en la secreción de insulina estimulada por glucosa, no son capaces de regular 

correctamente los niveles glucémicos.  

Por otra parte, se realizó un test de tolerancia a insulina para evaluar la 

sensibilidad a dicha hormona (Figura 11).  

Dicho test mostró que los ratones obesos presentan una elevada resistencia a la 

insulina. Como puede verse en la Figura 11A, tras la aplicación de la dosis de insulina, 

la glucemia plasmática de los ratones control disminuyó considerablemente mientras 

que en los ratones obesos el descenso de la glucemia fue mucho menor. El menor 

descenso de la glucemia en los ratones obesos, en combinación con una mayor glucemia 

a t=0 (Figura 11C), implica niveles mayores de glucosa plasmática total a lo largo de 

todo el experimento, reflejado por el área bajo la curva (Figura 11B).  
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Figura 11. Homeostasis de la glucosa II: sensibilidad a la insulina. A, Evolución de la 

glucosa plasmática. Las medidas fueron tomadas a tiempo 0, 15, 30, 45 y 60 minutos tras la 

aplicación de una dosis de insulina de 1IU/kg (n=8 en ambos grupos experimentales). B, Área 

bajo la curva del experimento en (A). C, Valores promedio de las glucemias a t=0, antes de la 

inyección de insulina, en estado de alimentación.  

 

Adicionalmente, como medida de la resistencia a insulina se calculó el índice 

HOMA-IR. Como puede observarse en la Figura 12, los ratones obesos presentan una 

marcada resistencia a la insulina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. HOMA-IR. Índice de resistencia a insulina en ratones CTL (n=8) y ob/ob (n=6).  
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4.2   La función mitocondrial está aumentada en los islotes de ob/ob 

 El metabolismo de la glucosa en la célula genera NAD(P)H como subproducto 

tanto de la glucólisis, en el citoplasma, como del ciclo de Krebs, en la mitocondria. En 

la célula β, la mayor parte de la producción de NAD(P)H tiene lugar en las 

mitocondrias, por lo que se monitorizó la producción de NAD(P)H en respuesta a 

glucosa como medida indirecta de la actividad mitocondrial.  

Figura 13. Metabolismo mitocondrial I: producción de NAD(P)H en islotes intactos. A, 

Dinámica de la variación de los valores promedio de autofluorescencia de NAD(P)H  

(normalizada por la fluorescencia basal a 0.5mM glucosa) en islotes de ratones CTL (n=6) y 

ob/ob (n=6). B, Valores promedio de fluorescencia de NAD(P)H (%) en cada concentración de 

glucosa. C,  Fluorescencia de NAD(P)H normalizada de 0 a 100%. 

 

En la Figura 13 puede observarse que concentraciones crecientes de glucosa 

producen incrementos escalonados en la fluorescencia de NAD(P)H. Con cada 

incremento en la concentración de glucosa, la fluorescencia aumenta siguiendo una 
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función sigmoidea hasta alcanzar un plateau, punto en el que el mecanismo celular 

encargado de metabolizar la glucosa se satura para determinada concentración de 

glucosa. El análisis de la producción de NAD(P)H en islotes de ratones CTL y ob/ob 

mostró que los islotes de los ratones obesos producen mayor cantidad de NAD(P)H que 

los de los ratones CTL.  

En la Figura 13A se muestra el promedio de la evolución de la fluorescencia en 

cada grupo, en función del tiempo y en respuesta a glucosa, y se observa que, desde las 

concentraciones más bajas, los islotes de los ratones obesos responden a cada 

concentración del estímulo con mayores incrementos de la fluorescencia que los islotes 

de los ratones CTL. En la Figura 13B se representan los datos de forma simplificada, en 

función de la concentración de glucosa, donde se tomó como referencia el valor de 

fluorescencia alcanzado en el plateau de cada estímulo. Para cada concentración de 

glucosa se ve un claro aumento de la fluorescencia en los islotes de ob/ob. 

 En la figura 13C los datos anteriores se expresaron como incrementos 

porcentuales de fluorescencia comprendidos entre la fluorescencia basal (0%) y la 

fluorescencia máxima (100%) en cada grupo experimental. Los islotes de ob/ob 

mostraron una mayor sensibilidad a glucosa, puesto que a una concentración de 

6.77mM alcanzaron la mitad de la fluorescencia máxima, valor que los islotes de CTL 

no alcanzaron hasta una concentración promedio de glucosa de 8.77mM.  

Figura 14. Metabolismo mitocondrial II: producción de NAD(P)H en células aisladas. A, 

Valores promedio de autofluorescencia de NAD(P)H  (normalizada por la fluorescencia basal a 

0.5mM glucosa) en células aisladas de islotes de CTL (n=20 células) y ob/ob (n=66 células). B, 

Valores promedio de fluorescencia de NAD(P)H (%) en cada concentración de glucosa.  
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 Posteriormente se evaluó la autofluorescencia de NAD(P)H en cultivos 

primarios de células aisladas de islote para evaluar si el efecto observado en islotes de 

ob/ob se debe sólo al mayor tamaño y mayor número de células β de los mismos, es 

decir, a la adaptación estructural de los islotes, o si también ocurre una adaptación a 

nivel funcional a nivel de célula individual. Las Figuras 14A y 14B muestran que las 

células aisladas de islotes de ob/ob efectivamente presentan una mayor producción de 

NAD(P)H dependiente de glucosa.  

 

Figura 15. Metabolismo mitocondrial III: potencial de membrana mitocondrial en islotes 

intactos. A, Valores promedio de fluorescencia de Rhod123  (normalizada por la fluorescencia 

basal a 0.5mM glucosa) en islotes de ratones CTL (n=8) y ob/ob (n=9). B, Valores promedio de 

fluorescencia de Rhod123 (%) en cada concentración de glucosa. C,  Fluorescencia de Rhod123 

normalizada de 0 a 100% 

 

 El NAD(P)H producido en las mitocondrias como subproducto del metabolismo 

del piruvato en el ciclo de Krebs cede electrones a la cadena de transporte electrónico de 

la membrana mitocondrial, lo que genera cambios en el potencial de dicha membrana. 
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Así, al aumentar la concentración de glucosa, se observa una hiperpolarización de la 

membrana mitocondrial. Aprovechando la capacidad de la sonda fluorimétrica Rhod123 

de intercalarse en las membranas mitocondriales de forma dependiente de potencial, se 

realizó un experimento para evaluar, de forma dinámica, los cambios en el potencial de 

membrana mitocondrial en respuesta a glucosa en islotes. En la Figura 15A se muestra 

cómo al aumentar la concentración de glucosa la fluorescencia de Rhod123 va 

disminuyendo de forma escalonada y cómo dicha fluorescencia es recuperada al volver 

a exponer los islotes a bajas concentraciones de glucosa. Cuando se comparó la 

dinámica de ambos grupos de islotes se observó que los islotes de los ratones obesos 

muestran una mayor disminución de la fluorescencia de Rhod123, lo que es indicativo 

de una mayor hiperpolarización de la membrana mitocondrial y, por ende, de una mayor 

actividad mitocondrial (Figuras 15A y 15B). 

 A pesar de que los datos de potencial de membrana mitocondrial respaldan los 

resultados de fluorescencia de NAD(P)H en cuanto a una mayor actividad de las 

mitocondrias en ob/ob, no se encontraron diferencias en la concentración de glucosa a la 

que se da el 50% de la variación en el ψm (Figura 15C).  

4.3   Las células β de ob/ob presentan alteraciones del potencial de membrana 

 Los siguientes experimentos  se realizaron usando la técnica de parche perforado 

(perforated patch clamp) en células β de islotes intactos, para así mantener unas 

condiciones lo más similares posible al contexto fisiológico  (Göpel et al., 1999; Göpel 

et al., 2000; Göpel et al., 2004).  

Figura 16. Potencial de membrana. Registros representativos de cambios en el potencial de 

membrana de células beta en islotes de CTL (A, n=6) y ob/ob (B, n=6) en respuesta a glucosa 

11mM. La línea discontinua superior indica 0mV; la inferior, -80mV.  
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 En comparación con las oscilaciones características del potencial de membrana 

en respuesta a glucosa 11mM en células de control (Figura 16A), las células β de ob/ob 

presentaron un perfil diferente (Figura 16B). En las células β de los ratones obesos la 

frecuencia de disparo durante una ráfaga (burst) es mayor que en las de los ratones 

control (Figura 17A). Al mismo tiempo, también se observó una mayor duración de la 

ráfaga (Figura 17B) y de la fase silente entre ráfagas (Figura 17C).  

Figura 17. Análisis de los parámetros del potencial de membrana I. Frecuencia de disparo 

(A), duración del burst (B) y duración del interburst (C) de los experimentos representados en 

la Figura 8. 

 

Un análisis más pormenorizado de los registros mostrados en la Figura 18 

permitió comparar otras características del potencial de membrana. En las células β de 

los ratones obesos el burst es iniciado a potenciales menos negativos (CTL, -71.7 ± 1.9 

mV; ob/ob, -57.2 ± 2.7 mV) (Figura 19A), los potenciales de acción comienzan a 

potenciales más despolarizados (CTL, -47,5 ± 2,2 mV; ob/ob, -39,8 ± 1,8 mV) (Figura 

19B) y los picos alcanzan potenciales menos negativos (CTL, -24,1 ± 2,9 mV; ob/ob,    

-12,1 ± 2,2 mV) (Figura 19C). Como se discutirá más adelante, estas diferencias en la 

actividad eléctrica, especialmente la mayor frecuencia de disparo y la mayor duración 

del burst, deberían tener un impacto en la señalización de Ca
2+

, puesto que los 

potenciales de acción en las células β de ratón son mediados principalmente por canales 

de Ca
2+

 (Göpel et al., 1999; Rorsman y Braun, 2013). 
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Figura 18. Detalle del potencial de membrana. Ampliación de un fragmento representativo de 

los registros de la Figura 8. A, Control; B, ob/ob. 

 

 

Figura 19. Análisis de los parámetros del potencial de membrana II. A, Línea base del burst 

de los registros de la Figura 10. CTL, n=6; ob/ob, n=3. B, Línea base del potencial de acción de 

los registros de la Figura 10. CTL, n=5; ob/ob, n=6. C, Voltaje del pico del potencial de acción 

de los registros de la Figura 10. CTL, n=5; ob/ob, n=6. 
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4.4   La señalización de [Ca
2+

]i está aumentada en islotes de ob/ob 

 La señalización intracelular de calcio en la célula β desempeña una función 

esencial en el acoplamiento entre el metabolismo de la glucosa y la secreción de 

insulina. La exposición de los islotes a concentraciones estimulantes de glucosa produce 

un perfil característico de fluorescencia dependiente del calcio intracelular. 

 

Figura 20. Señalización de calcio intracelular dependiente de glucosa I: perfiles 

oscilatorios. A, Registros representativos de islotes de CTL (n=9) y ob/ob (n=8) expuestos a 5.6 

y 8mM glucosa. B, Registro representativo de islotes de CTL (n=8) expuestos a 8 y 16mM 

glucosa. C,  Registro representativo de islotes de ob/ob (n=6) expuestos a 8 y 16mM glucosa.  
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Como puede observarse en las Figuras 20A y 20B, la exposición de los islotes de 

ratones CTL a una concentración estimulante de 8mM glucosa produjo un perfil de 

fluorescencia característico en el que se aprecia un primer incremento transitorio de la 

fluorescencia (correspondiente a la primera fase de la secreción de insulina), seguido 

por un patrón constante de oscilaciones rápidas y de menor amplitud (correspondiente a 

la segunda fase de la secreción de insulina). En la Figura 20B puede observarse también 

que al aumentar la concentración de glucosa (16mM) se produce un cambio en el patrón 

oscilatorio, siendo las oscilaciones de mayor amplitud y menor frecuencia.  

Figura 21. Señalización de calcio intracelular dependiente de glucosa II: análisis de los 

registros. A, Área bajo la curva (AUC) promedio de los registros de calcio intracelular 

representados en la Figura 12. B, Incremento de fluorescencia (F-F0) del transitorio en cada 

concentración de glucosa testada en los registros de la Figura 12. C, Porcentaje de respuesta de 

los islotes a 5.6mM glucosa. D, Frecuencia de las oscilaciones de calcio intracelular a 8 y 

16mM glucosa.  
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En comparación, el perfil de los registros de [Ca
2+

]i en islotes de ob/ob resultó 

ser diferente en varios aspectos. En la Figura 20A se observa que los islotes de los 

ratones obesos presentan oscilaciones a 5.6mM glucosa, concentración a la cual los 

islotes de ratones CTL no son estimulados. En esta figura se observa también que los 

ratones obesos no presentan el patrón de oscilaciones rápidas característico de los 

ratones CTL a 8mM glucosa. En cambio, presentan oscilaciones de frecuencia mucho 

menor y de mayor amplitud. La Figura 20C muestra que en los islotes de los ratones 

obesos no se produce un cambio significativo entre 8 y 16mM glucosa.  

Para un análisis más preciso, se calculó el área bajo la curva (AUC: area under 

the curve) como medida de la cantidad total de calcio intracelular (Figura 21A). Con 

este análisis se determinó que la [Ca
2+

]i en islotes de ob/ob a 5.6mM glucosa es de la 

misma magnitud que la [Ca
2+

]i que son capaces de movilizar los islotes de ratones CTL 

a mayor concentración de glucosa (8mM). La misma equivalencia se observó entre los 

islotes de ob/ob a 8mM glucosa y los de CTL a 16mM glucosa. No obstante, la cantidad 

de calcio que movilizan los islotes de ob/ob a 16mM glucosa no presenta un aumento 

respecto a la que movilizan estos mismos islotes a 8mM glucosa ni los CTL a 16mM 

glucosa. Por tanto, los islotes de los ratones obesos responden a menores 

concentraciones de glucosa y con respuestas de mayor magnitud a glucosas intermedias, 

pero a concentraciones de glucosa elevadas (16mM) no se observa diferencia. También 

se determinó el incremento de fluorescencia del primer transitorio a cada concentración 

de glucosa, observándose diferencias sólo a 5.6mM glucosa (Figura 21B), 

concentración a la cual el 100% de los islotes de ob/ob presentó un patrón oscilatorio, 

mientras que sólo el 22% de los islotes de CTL presentó una respuesta a esta 

concentración (Figura 21C). La Figura 21D muestra la diferencia en la frecuencia 

oscilatoria a 8mM glucosa, mientras que a 16mM, al igual que ocurre con el AUC, no 

hay diferencia. 

Adicionalmente, se analizó la señalización de calcio intracelular en respuesta a 

estímulos independientes del metabolismo de la glucosa. Por un lado, los islotes fueron 

perfundidos con una solución de KCl 75mM, que produce una despolarización de la 

membrana celular activando canales de Ca
2+

 (Figura 22A). En este caso, no se observó 

ninguna diferencia entre los dos grupos (Figura 22B).  
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Figura 22. Señalización de calcio intracelular independiente de metabolismo de glucosa I: 

potasio. A, Registros representativos de la entrada de calcio en islotes de CTL (n=10) y ob/ob 

(n=6) en respuesta a despolarización con alta concentración de potasio (75mM KCl). B, 

Incremento de fluorescencia (F-F0) del pico de despolarización por potasio.  

Figura 23. Señalización de calcio intracelular independiente de metabolismo de glucosa II:  

α-ketoisocaproato (KIC). A, Registros representativos de la entrada de calcio en islotes de 

CTL y ob/ob (n=6) en respuesta a despolarización con 5mM KIC. B, Área bajo la curva del 

experimento en (A), correspondiente a los últimos 5 min de estimulación con KIC. 

 

Por otro lado, los islotes fueron perfundidos con una solución con                        

α-ketoisocaproato (KIC) 5mM, en ausencia de glucosa. El KIC es un intermediario del 

metabolismo de la leucina que puede ser metabolizado en la mitocondria y generar 

Acetyl-CoA, el mismo metabolito que produce la glucosa y que forma parte del ciclo de 

Krebs. La exposición de los islotes a KIC permite evaluar la capacidad mitocondrial 

estimulada por un metabolito no glucídico. Como puede verse en la Figura 23A, la señal 
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de Ca
2+

 inducida por KIC 5mM es mayor en los islotes de ob/ob. En la Figura 23B se 

observa que la cantidad total de Ca
2+

 es casi el doble en los islotes de los ratones obesos.  

 

4.5 Los islotes de los ratones obesos secretan más insulina y tienen aumentada la 

exocitosis 

 La señalización de Ca
2+

 está estrechamente relacionada con la secreción de 

insulina. Dada la mayor señal de Ca
2+ 

observada en los islotes de los ratones obesos, el 

siguiente paso fue evaluar tanto la síntesis de insulina como la exocitosis de las células 

β.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Síntesis de insulina y exocitosis. A, Expresión génica de insulina en ratones 

alimentados CTL y ob/ob (n=5). B, Contenido de insulina, relativizado por proteína total, en 

islotes de CTL (n=16) y ob/ob (n=15) en estado de alimentación. C, Respuesta exocitótica 

representativa de células β de CTL y ob/ob a 10 pulsos de despolarización de 500 milisegundos 

(de -70 a 0 mV). D, Capacitancia de la membrana de células β de ratones CTL y ob/ob, 

normalizada por el tamaño celular.  
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Figura 25. Secreción de insulina ex vivo. Secreción de insulin (A), contenido de insulina (B) y 

secreción de insulina normalizada por contenido (C) en islotes de ratones  CTL y ob/ob (n=8).  

 

La Figura 24A muestra que la expresión del gen de insulina está aumentada en 

islotes de ob/ob. A su vez, en la Figura 24B puede verse que el contenido de insulina 

también es mayor en los islotes de los ratones obesos. Por otro lado, en la Figura 24C 

puede observarse cómo, mediante despolarización inducida por pulsos eléctricos, las 

células de los ratones obesos presentan una mayor respuesta exocitótica. La mayor 

respuesta exocitótica sería debida, fundamentalmente, a una mayor cantidad de 

vesículas en el RRP (readily releasable pool), tal y como indica las respuesta a los dos 

primeros pulsos. Esta mayor respuesta exocitótica se mantiene incluso después de ser 

relativizada por el tamaño celular (Figura 24D). Estos resultados coinciden con la 

mayor capacidad de liberación de insulina, tal como se ha reportado previamente 
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(Fournier et al., 1990) y se observa en la Figura 25, donde tanto a glucosa basal como 

estimulante, los islotes de ob/ob secretan mayores cantidades de insulina 

4.6   El acoplamiento y la sincronía entre células β disminuye en los islotes de los 

ratones obesos 

 El acoplamiento eléctrico entre las células β es esencial para garantizar una 

respuesta secretora rápida y eficaz frente a pequeñas variaciones de la glucemia. De 

hecho, en el ratón las células β de un islote funcionan como un sincitio. Para evaluar la 

sincronía a nivel de célula individual se realizaron experimentos de señalización de Ca
2+

 

mediante microscopía confocal, puesto que dicha señalización está estrechamente ligada 

a la actividad eléctrica de las células. En la Figura 26A puede verse cómo las células β 

de ratones CTL inician la respuesta de forma simultánea, mientras que en la Figura 26B 

se observa que las células de los ratones ob/ob responden a diferentes tiempos.  

Figura 26. Señalización de calcio en célula β individual. A, Registros representativos de 

señalización de Ca
2+

 en células individuales de un islote de ratón CTL. B, Registros 

representativos de señalización de Ca
2+

 en células individuales de un islote de ratón obeso. 

 La Figura 27 muestra el desfase entre la respuesta de las diferentes células del 

islote. Para cada islote se tomó como referencia la primera célula que respondió y 

posteriormente se calculó el desfase del resto de células del islote. Así, en los islotes de 

ratones CTL se observó un desfase en la respuesta de 4.68 ± 1.34 s, y en los islotes de 

ratones ob/ob, de 58.04 ± 9.13 s.  
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Figura 27. Acoplamiento entre células β. A, Desfase en la respuesta de las células β. B, 

tiempo de respuesta de las células β a alta glucosa.  

  

También se observó que las células β de los ratones obesos responden más 

rápido al estímulo de glucosa (Figura 27B). Se tomó como tiempo cero el tiempo 

promedio de respuesta de las células de CTL y se calculó la anticipación o el retraso de 

la respuesta de las células de ratones obesos. Aunque la respuesta de algunas células de 

ob/ob fue incluso posterior a la respuesta de las células de CTL, las células de los 

ratones obesos respondieron, como promedio, 1.35 ± 0.15 min antes que las células de 

los ratones CTL.  

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Expresión de Conexina-36 en islotes de CTL y ob/ob. A, Niveles de proteína de 

Conexina36 en islotes de CTL (n=4) y ob/ob (n=3). B, Imagen representativa de las bandas 

proteicas de western blot para Conexina36 y β-Tubulina.  
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El acoplamiento entre células β se produce gracias a las uniones de tipo gap-

junction, formadas por poros proteicos de Conexina36. Por ello, se decidió evaluar la 

expresión de dicha proteína. En la Figura 28 se muestra que la expresión de la proteína 

Cx36 se encuentra drásticamente reducida en los islotes de ob/ob. 

   

4.7   Expresión génica 

 En vista de los resultados anteriormente descritos se decidió evaluar la expresión 

génica de ciertas proteínas clave en los procesos que presentaron alguna alteración.  

Dada la mayor actividad mitocondrial que presentan los islotes de los ratones 

obesos, se decidió evaluar la expresión génica del transportador de glucosa GLUT2 y de 

la enzima glucoquinasa (GcK). El análisis de la expresión génica de  GLUT2 mostró 

que dicho transportador se encuentra reducido en los islotes de los ratones obesos 

(Figura 29A), mientras que el análisis de la expresión de GcK no mostró ninguna 

diferencia entre los grupos (Figura 29B). 

También se analizó la expresión génica de Conexina36, puesto que la expresión 

proteica está alterada, pero no se observó ninguna diferencia entre los grupos (Figura 

29C). Por último, también se cuantificó la expresión génica del canal iónico TRPM5, 

cuya alteración parece estar implicada en cambios en la señalización intracelular de 

Ca
2+

, como se comentará posteriormente. La expresión de este canal resultó estar muy 

reducida en los islotes de ob/ob (Figura 29D). 
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Figura 29. Expresión génica en islotes de ratones CTL y ob/ob. A, Expresión génica de 

GLUT2. B, Expresión génica de GcK. C, Expresión génica de Conexina36. D, Expresión génica 

de TRPM5. 
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V. DISCUSIÓN 

 La resistencia a insulina asociada a estados obesos es generalmente compensada 

gracias a la gran plasticidad del páncreas endocrino, que se adapta a la mayor demanda 

de insulina. Esta respuesta adaptativa puede tener lugar de dos formas, mediante 

cambios estructurales y/o funcionales. Mientras que las adaptaciones estructurales que 

ocurren en esta etapa han sido bien descritas en numerosos trabajos, tanto en humanos 

como en animales (Butler et al., 2003b; Sachdeva y Stoffers, 2009; Seino et al., 2001; 

Saisho et al., 2013), se ha prestado mucha menos atención a la adaptación funcional 

(Kahn et al., 2006; Kargar y Ktorza, 2008; Seino et al., 2011). No obstante, nuestro 

grupo ya demostró recientemente, en un modelo de obesidad inducida por diera rica en 

grasa (HFD, high fat diet), que la célula β experimenta alteraciones funcionales en 

varias etapas de la secreción de insulina estimulada por glucosa (Gonzalez et al., 2013). 

En este modelo, hembras C57BL/6J fueron sometidas a dieta HFD o control durante 12 

semanas a partir del destete. Al final del tratamiento, las hembras alimentadas con HFD 

presentaron sobrepeso, así como resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. No 

obstante, la glucemia en condiciones de alimentación se mantuvo en un rango normal. 

Se ha propuesto que, en individuos obesos, en la progresión desde este estado 

normoglicémico hasta el estado diabético, las adaptaciones del páncreas dejan de ser 

suficientes para compensar la resistencia a la insulina, llevando así a un estado 

intermedio caracterizado por una marcada hiperinsulinemia, hiperglucemia moderada e 

intolerancia a la glucosa (Weir y Bonner-Weir, 2004). No obstante, no existe 

información sobre las adaptaciones funcionales que ocurren en este estado prediabético.  

 Por ello, en la presente tesis decidimos evaluar las adaptaciones funcionales que 

ocurren en las células β durante el estado prediabético caracterizado por niveles de 

insulina elevados, hiperglucemia moderada e intolerancia a glucosa. Para ello, 

aprovechamos el modelo murino ob/ob, que, además de una marcada obesidad, presenta 

estas características metabólicas que definen el estado prediabético.  
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5.1 Modelo de obesidad y prediabetes 

 El síndrome ob/ob depende del fondo genético de la cepa del ratón utilizado 

(Mayer y Silides, 1953; Coleman y Hummel, 1973). Con el fondo 6J, como es el caso 

de nuestros ratones, el síndrome cursa con menor severidad que en otras cepas. Aunque 

sí presentan una marcada resistencia a la insulina, no llegan a desarrollar diabetes severa 

sino una hiperglucemia transitoria. Decidimos emplear hembras puesto que éstas están 

más protegidas que los machos frente al desarrollo de diabetes (Liu y Mauvais-Jarvis, 

2010). Puesto que nuestro interés era caracterizar las adaptaciones funcionales que 

ocurren en estados prediabéticos, consideramos que las hembras C57BL/6J presentan 

unas características apropiadas para el estudio, al mantener durante un período mayor 

las etapas previas al desarrollo de diabetes.  

 La caracterización inicial del modelo nos permitió confirmar que nuestros 

animales obesos eran hiperglucémicos a pesar de las grandes cantidades de insulina 

plasmática (Figura 9), en concordancia con estudios previos (Saleh et al., 2006). 

Caracterizaciones adicionales nos permitieron comprobar que los animales obesos 

presentaban también una elevada resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, 

conjuntamente con niveles elevados de glucosa e insulina plasmáticas (Figuras 10 y 11). 

Mediante el test de tolerancia a la glucosa pudimos determinar que, aunque los ratones 

obesos conservan la capacidad de secretar insulina tras una carga de glucosa, y que esta 

respuesta es incluso mayor que en los ratones control, la insulina circulante no es capaz 

de mantener la glucemia en el rango normal. Esto se debe a la resistencia que presentan 

estos ratones a la insulina, como refleja el test de tolerancia a insulina, donde tras la 

aplicación de una carga de insulina, la glucemia de los ratones obesos apenas sufre un 

ligero descenso. Adicionalmente, el índice HOMA-IR aporta información cuantitativa 

sobre la sensibilidad a la insulina (Figura 12), indicando que esta resistencia a la 

hormona estaba presente.  

 Aunque la hiperinsulinemia de los ob/ob ha sido atribuida clásicamente a 

adaptaciones morfológicas (Baetens et al., 1978; Gepts et al., 1960; Tomita et al. 1992), 

algunos trabajos han mostrado que los islotes de ob/ob secretan mayores cantidades de 

insulina (Black et al., 1986; Fournier et al., 1990; Saleh et al., 2006). En esta tesis, pues, 

estudiamos diferentes etapas de la GSIS con el fin de definir qué adaptaciones 

funcionales sufren las células β en estas condiciones patológicas.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19966178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mauvais-Jarvis%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19966178
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5.2 Adaptaciones funcionales de la célula β en el estado prediabético asociado a la 

obesidad  

5.2.1 Alteración del metabolismo mitocondrial 

 El metabolismo de la glucosa está estrechamente relacionado con el 

metabolismo mitocondrial; el producto final de la glucólisis es transportado a la 

mitocondria, donde es incorporado como metabolito al ciclo de Krebs o ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos. Tanto durante la glucólisis, en el citoplasma, como en el ciclo de 

Krebs, en las mitocondrias, el metabolismo de la glucosa lleva a la formación de 

NAD(P)H a partir de NAD(P)
+
. En el caso de la célula β se ha descrito que la mayoría 

del NAD(P)H sintetizado a partir del metabolismo de la glucosa tiene lugar en las 

mitocondrias (Patterson et al., 2000), por lo que la medida dinámica de producción de 

NAD(P)H mediante técnicas de fluorescencia nos permitió evaluar de forma indirecta el 

metabolismo mitocondrial. Nuestros datos muestran que los islotes intactos de ob/ob 

producen una mayor cantidad de NAD(P)H que los CTL para cualquiera de las 

concentraciones de glucosa empleadas (Figuras 13 A y B) y que presentan una mayor 

sensibilidad a la glucosa (Figura 13 C). También observamos una mayor producción de 

NAD(P)H en células individuales de ob/ob (Figura 14), con lo que podemos afirmar que 

la mayor producción de NAD(P)H que observábamos en islotes intactos no se debe, al 

menos no exclusivamente, al mayor número de células β, sino que sería consecuencia de 

adaptaciones funcionales a nivel de célula individual.    

 En otro experimento diferente, midiendo directamente cambios en el potencial 

de membrana mitocondrial, reforzamos los resultados anteriores demostrando que en los 

islotes de los animales obesos se produce una mayor hiperpolarización del ψm (Figuras 

15 A y B). Sin embargo, en este experimento no observamos diferencias en la 

concentración de glucosa a la que se produce el 50% de la variación del ψm (Figura 15 

C). Una posible explicación sería que la técnica carezca de la sensibilidad suficiente 

para discriminar ligeras diferencias entre los grupos.  

 Estos hallazgos concuerdan con los descritos en otro modelo de resistencia a 

insulina en rata donde las células β de los animales tratados también muestran mayor 

producción de NAD(P)H e hiperpolarización del ψm (Rafacho et al., 2010). El 

desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta a glucosa (Figura 13 C) 

concuerda con estudios previos que describen una mayor sensibilidad en individuos 
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obesos a glucosas bajas e intermedias (Chen et al., 1993). Sin embargo, estas diferencias 

entre obesos y controles se pierden a concentraciones de glucosa elevadas, como ya 

parecía indicar un trabajo anterior donde se observó una producción de ATP aumentada 

en islotes de ob/ob a bajas glucosas y síntesis equivalente a altas glucosas (Saleh et al., 

2006).  

 La entrada de glucosa a través de su transportador GLUT2 y su posterior 

fosforilación, por mediación de la glucoquinasa (GcK), son pasos clave que pueden 

determinar el rendimiento del metabolismo de la glucosa. Dada la mayor actividad 

mitocondrial que hallamos en los islotes de los ratones obesos, decidimos evaluar la 

expresión génica de GLUT2 y GcK. Tal y como ya se describió a nivel de proteína 

(Jetton et al., 2001), encontramos que la expresión de GLUT2 en islotes de ob/ob está 

drásticamente reducida (Figura 29 A). En cambio, la expresión de GcK no está alterada 

(Figura 29 B). A pesar de la drástica reducción en la expresión de GLUT2, el 

metabolismo de la glucosa no tendría por qué verse alterado puesto que la enzima 

limitante en la vía glucolítica es la GcK, cuya expresión no está alterada (Chen et al., 

2004). 

 

5.2.2 Alteración de las propiedades eléctricas  

 El NAD(P)H sintetizado durante el metabolismo de la glucosa y la 

hiperpolarización del ψm están estrechamente acoplados con la síntesis de ATP 

(Quesada et al., 2006), molécula que participa activamente de la regulación de la 

actividad eléctrica de la célula β. Así, la mayor actividad mitocondrial descrita en el 

apartado anterior podría ser responsable, o al menos participar, de las diferencias 

encontradas en el patrón de actividad eléctrica de los islotes de los ratones obesos.   

 Anteriormente ya se describieron algunas diferencias en la actividad eléctrica de 

las células β de ob/ob (Rosario et al., 1985). Una de las principales diferencias 

encontradas es la menor polarización de la membrana de las células β de ob/ob (Figuras 

16, 18 y 19 A). Además de por la mayor actividad mitocondrial, esto podría deberse a 

una permeabilidad alterada a K
+
 (Rosario, 1985; Fournier et al., 1990). En concreto, 

podría ser debido a la menor densidad de canales KATP en la membrana de las células β 

de ob/ob (Park et al., 2013). Park y colaboradores describieron la implicación de la 
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leptina en la translocación de KATP a la membrana en condiciones de ayunas o baja 

glucosa. En condiciones normales, el ayuno o un descenso en la concentración 

circulante de glucosa inducirían la translocación de canales KATP a la membrana, 

facilitando así la hiperpolarización de la membrana celular y el cese de la secreción de 

insulina. No obstante, en las células β de ob/ob, debido a la deficiencia de leptina, no se 

produce este transporte de los canales en condiciones de ayunas o baja glucosa. Con 

base a este estudio previo se podría explicar tanto el estado más despolarizado de la 

membrana como la mayor excitabilidad de las células de los ratones obesos y, en 

consecuencia, la hiperinsulinemia en condiciones basales (Figura 25) o de ayuno 

(Figura 1 D) y la mayor sensibilidad a la glucosa (Figuras 13 C, 20 y 25). En cuanto a 

otros parámetros de actividad eléctrica, la menor densidad de KATP y, en consecuencia, 

mayor excitabilidad, podría explicar por qué a una concentración de 11mM glucosa las 

células β de ob/ob muestran un patrón de actividad eléctrica con una duración del burst 

mucho mayor a la de una célula CTL a la misma concentración de glucosa (Figura 17). 

De hecho, este perfil encontrado en los ratones obesos tiene mucha similitud al que se 

encontraría en células CTL a concentraciones de glucosa mucho mayores (20-30 mM), 

cuando la actividad eléctrica es prácticamente continua. La mayor duración del burst así 

como la mayor frecuencia de disparo pueden asociarse con la señal de calcio aumentada 

en los islotes de ob/ob, como se comentará en el próximo apartado. Además, las líneas 

basales del burst y el potencial de acción aparecieron estar ligeramente despolarizadas 

en comparación con los controles (Figuras 19 A y B), lo que podría sugerir una 

actividad alterada de los canales KCa (Rosario, 1985; Rosario et al., 1985; Black et al., 

1988). Otra diferencia que muestran nuestros experimentos es que los potenciales de 

acción de los ob/ob alcanzan voltajes más despolarizados (Figura 19 C). Ya se ha 

descrito anteriormente que potenciales de acción mayores podrían estar asociados a 

mayores corrientes de entrada de Ca
2+

 debido a las características voltaje dependientes 

de los canales de Ca
2+

 (Houamed et al., 2010; Jacobson et al., 2010; Gonzalez et al., 

2013). Así, en el caso de los ob/ob, los potenciales de acción más elevados podrían 

contribuir a la señal de Ca
2+

 aumentada, que discutiremos a continuación. 
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5.2.3 Alteración de la señalización de Ca
2+ 

 En las células β de ratón la entrada de Ca
2+

 desde el espacio extracelular al 

interior celular está ligada a la actividad de los canales de Ca
2+

 y a los potenciales de 

acción generados por la activación de dichos canales (MacDonald, 2011). De modo 

similar a las diferencias encontradas en la actividad eléctrica, la señalización de Ca
2+

 en 

islotes de ob/ob resultó estar alterada. Por un lado, observamos que la señalización de 

Ca
2+

 inducida por glucosa está aumentada, tanto en lo que se refiere a la cantidad total 

de Ca
2+

 que entra en los islotes como a la sensibilidad a la glucosa (Figuras 20 y 21). A 

concentraciones de glucosa de 5.6mM la totalidad de los islotes de ob/ob presentaron 

una respuesta mientras que sólo el 22% de los islotes de CTL respondieron a esta 

concentración de glucosa (Figura 21 C). Este aumento de la sensibilidad a la glucosa 

coincide con los resultados obtenidos en los experimentos de autofluorescencia de 

NAD(P)H y actividad eléctrica, y podrían deberse tanto al aumento de la actividad 

mitocondrial como a la mayor excitabilidad de la membrana. También es mayor la 

cantidad total de Ca
2+

 que movilizan los islotes de ob/ob a concentraciones bajas 

(5.6mM) e intermedias (8mM) de glucosa (Figuras 20 y 21 A), aunque esta propiedad 

se pierde a glucosas más elevadas (16mM), quizás porque la actividad eléctrica de las 

células de los ratones obesos a esta concentración de glucosa sea máxima. Estas 

diferencias en la cantidad total de Ca
2+

 que entra en los islotes podría deberse al patrón 

de actividad eléctrica, que como ya comentamos anteriormente, presenta bursts de 

mayor duración (Figura 17 B). Esto coincidiría también con la observación de la 

alteración del patrón oscilatorio de Ca
2+

 (Figuras 20 y 21 C). A 8mM glucosa, los 

islotes CTL responden con un incremento transitorio de Ca
2+

 seguido de un patrón 

constante de oscilaciones rápidas. En cambio, los islotes de ob/ob responden a esta 

concentración de glucosa con cambios en la [Ca
2+

]i mucho más lentos. Es decir, las 

oscilaciones son de menor frecuencia (Figura 21 C). Colsoul y colaboradores asociaron 

recientemente la pérdida de oscilaciones rápidas en islotes de ob/ob con la pérdida o 

reducción de la expresión del canal iónico TRPM5 (Colsoul et al., 2010; Colsoul et al., 

2014). Este canal permea cationes monovalentes de forma no selectiva, es activado por 

Ca
2+

, aunque impermeable a él, y se piensa que puede desempeñar un papel en la 

despolarización del potencial de membrana durante las fases silentes y, por tanto, 

participar del comienzo de un nuevo potencial de acción (Colsoul et al., 2010). 

Mediante análisis de la expresión génica observamos que, efectivamente, la expresión 
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de dicho canal se encuentra drásticamente reducida en los islotes de los ratones obesos 

(Figura 28D), y por tanto que podría estar participando en la dinámica de la señal de 

Ca
2+

 en los isltoes de ob/ob. 

 Por otro lado, la señalización de Ca
2+

 independiente de glucosa no resultó estar 

alterada al despolarizar con K
+
 (Figura 22) pero sí se observaron diferencias en la 

señalización de Ca
2+

 inducida por KIC (Figura 23). La señalización de Ca
2+

 inducida 

por KIC fue mayor en los islotes de ob/ob, como representa el dato de mayor área bajo 

la curva (Figura 23 B). El KIC es un metabolito independiente de la glucosa pero que sí 

es metabolizado en la mitocondria (Martin et al., 1995), por lo que apoyaría nuestros 

resultados anteriores al respecto de la mayor actividad mitocondrial en los islotes de 

ob/ob.  

 

Figura 30. Alteraciones funcionales de la célula β. La imagen muestra experimentos 

representativos de cada uno de los procesos funcionales alterados descritos en este trabajo. 
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 5.2.4 Alteración de la biosíntesis y secreción de insulina 

 Los altos niveles plasmáticos de insulina observados en los ratones obesos 

pueden tener diferentes orígenes: una mayor biosíntesis de insulina y/o secreción de la 

misma en respuesta a la resistencia a la insulina o que existan alteraciones en su 

degradación plasmática. Ya comentamos que los animales obesos son resistentes a la 

insulina (Figura 11). Por otro lado, la biosíntesis de insulina está también aumentada, 

como reflejan la mayor expresión del gen de la insulina (Figura 24 A) y el mayor 

contenido de la hormona en los islotes de ob/ob (Figura 24 B). La mayor biosíntesis está 

acompañada además de una mayor exocitosis de los gránulos de insulina (Figuras 24 C 

y D). Este experimento se realizó estimulando la exocitosis mediante pulsos eléctricos, 

de forma independiente del metabolismo celular, lo que demuestra que el proceso de 

exocitosis per se está aumentado. Además, la exocitosis en condiciones fisiológicas 

también puede verse aumentada por la mayor señalización de Ca
2+

 y a la mayor 

producción de NAD(P)H (Ivarsson et al., 2005; Reinbothe et al., 2009), como 

observamos en las células β de ob/ob.  

 Los islotes de ob/ob también secretan más insulina en respuesta al estímulo con 

glucosa (Figura 25) (Black et al., 1986; Fournier et al., 1990). Aunque a glucosa basal 

(3mM) no observamos alteración de la señal de Ca
2+

 en los islotes de los ratones obesos, 

la secreción de insulina sí está aumentada en estas condiciones, lo que corrobora 

resultados anteriores (Saleh et al., 2006). Esto podría deberse, al menos en parte, a que 

el proceso de exocitosis per se está aumentado, como comentábamos anteriormente. 

Aunque no se han explorado en este trabajo, también podrían estar alterados otros 

mecanismos celulares que participan del proceso de secreción de los gránulos de 

insulina, como el tráfico vesicular a la membrana. El mismo razonamiento podría 

aplicarse a la mayor secreción observada a glucosa 16mM. A esta concentración del 

estímulo la señal de Ca
2+

 tampoco era mayor en los islotes de ob/ob, aunque sí lo es la 

secreción de insulina. Así, a concentraciones de glucosa no estimulantes y elevadas, la 

secreción de insulina podría estar aumentada por la alteración de mecanismos 

independientes de Ca
2+

, mientras que a concentraciones intermedias (5.6-8mM) la 

secreción se vería aumentada tanto por mecanismos dependientes como independientes 

de Ca
2+

. Uno de estos mecanismos independientes podría ser el NAD(P)H, que ya 

hemos comentado que puede afectar directamente a la exocitosis (Ivarsson et al., 2005; 

Reinbothe et al., 2009) y cuya producción está aumentada en los islotes de los ratones 
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obesos. Nuestros resultados aportan indicios de que tanto la vía triggering como la 

amplificadora (Henquin, 2011) están aumentadas en las células β de ob/ob, dadas la 

señalización de Ca
2+

 y función mitocondrial aumentadas. No obstante, sería necesario 

abordar otras estrategias, no contempladas en este trabajo, para explorar qué otros 

mecanismos celulares podrían estar contribuyendo a la mayor secreción de insulina. 

 

5.2.5 Alteración del acoplamiento celular 

El acoplamiento celular entre células β permite la sincronía de la actividad 

eléctrica y de la señalización de Ca
2+

 en los islotes (Valdeolmillos et al., 1989; Santos et 

al., 1991; Valdeolmillos et al., 1993; Nadal et al., 1999; Quesada et al., 2006), necesaria 

para mantener una secreción de insulina adecuada. Alteraciones en este acoplamiento 

resultan en detrimento de la función secretora del islote (Vozzi et al., 1995; Charollais et 

al., 2000). En el presente trabajo observamos una disminución del acoplamiento de las 

señales de Ca
2+

 entre células β de islotes de ob/ob (Figuras 26 y 27), que podría ser 

debida a la menor expresión de la Conexina36 en estos islotes (Figura 28). Observamos 

que las células β de ob/ob de un mismo islotes no empezaban a oscilar todas al mismo 

tiempo, como ocurre en los controles (Figuras 26 A y B), con un desfase entre la 

primera y la última célula que empieza a oscilar, de 58.04 ± 9.13 segundos (Figura 27 

B). Por otro lado, también fue diferente el tiempo que tardaban en responder las células 

β al estímulo de glucosa. En la Figura 28 B se muestra que las células β de ob/ob 

responden antes que las de los CLT, 1 minuto y 20 segundos como promedio, 

reforzando la hipótesis de una mayor sensibilidad a la glucosa.  

Otro factor que podría estar reduciendo el acoplamiento celular es el mayor 

tamaño de los islotes de los ob/ob (Baetens et al., 1978; Gepts et al., 1960; Tomita et al., 

1992), ya que la distancia intercelular afecta a la transmisión de la señal eléctrica y de 

Ca
2+

 (Andreu et al., 1997; Quesada et al., 2003). 

De entre los mecanismos abordados en este trabajo, el acoplamiento celular 

parece ser el único que presenta una disminución. Nuestro grupo observó recientemente 

que el acoplamiento celular no presentaba alteraciones en islotes de ratones obesos 

normoglucémicos (Gonzalez et al., 2013), lo que nos lleva a especular que esta 
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disfunción podría ser uno de los primeros eventos que podrían llevar a la diabetes desde 

el estado prediabético en individuos obesos.  
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VI. CONCLUSIONES 

1. Los ratones hembra ob/ob, a la edad adulta de 12 semanas, representan un modelo 

válido de estado prediabético asociado a la obesidad ya que presentan un perfil 

metabólico típicamente prediabético, caracterizado por hiperinsulinemia 

hiperglucemia e intolerancia a la glucosa. 

 

2. Las células β de los ratones obesos presentan una función mitocondrial aumentada 

respecto a la de los controles, como indican la mayor producción de NAD(P)H y la 

mayor hiperpolarización del potencial de membrana mitocondrial. 

 

3. La actividad eléctrica de la célula β de los ratones ob/ob presenta diversas 

alteraciones que le otorgan una mayor excitabilidad en respuesta a la glucosa. 

 

4. La mayor función mitocondrial y actividad eléctrica alterada observadas en los 

ratones obesos contribuyen a la mayor sensibilidad a la glucosa de las células β.  

 

5. Los islotes de los ratones obesos presentan una señalización de Ca
2+

 aumentada a 

concentraciones de glucosa intermedias (5.6 y 8mM), mientras que ésta no está 

alterada a concentraciones basales (3mM) y elevadas (16mM) del estímulo.  

 

6. La biosíntesis de insulina está aumentada en los islotes de ob/ob, tanto a nivel de 

expresión génica como proteica.  

 

7. La liberación de insulina es mayor en las células β de los ratones obesos, debido a 

una mayor secreción, tanto a concentraciones de glucosa basales como estimulantes, 

y a un aumento de la exocitosis per se.  

 

8. El acoplamiento celular que garantiza la sincronía de la células β se encuentra 

disminuido en los islotes de ratones ob/ob debido a una menor expresión de la 

proteína Conexina36.  
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9. Los resultados de este trabajo muestran que gran parte de los eventos 

implicados en la secreción de insulina estimulada por glucosa están aumentados 

en magnitud y/o sensibilidad a la glucosa en los ratones obesos, lo que aporta 

nuevos datos sobre la plasticidad funcional de la célula β para adaptarse a 

condiciones no fisiológicas y patológicas. 
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