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I. INTRODUCCION
1.1 El pancreas endocrino. El islote de Langerhans

El pancreas es un 6rgano impar localizado en el abdomen, en la regién
retroperitoneal. Estd constituido por dos porciones con histologia y funcionalidad
claramente diferenciadas: el pancreas exocrino y el pancreas endocrino. El pancreas
exocrino representa aproximadamente el 98% de la masa total del érgano. Esta formado
por células epiteliales organizadas en estructuras esféricas u ovoides huecas, llamadas
acinos pancreaticos, y participa en el proceso de digestion mediante la secrecion de
enzimas digestivas y bicarbonato sodico al intestino delgado. Por otro lado, la porcién
endocrina del pancreas, que apenas representa el 1-2% de la masa total del 6rgano, esta
constituida por pequefias agrupaciones esferoidales de células llamadas islotes de
Langerhans (@ = 200-300um; 1000-3000 células/islote), y su funcion es la regulacion
de la homeostasis de la glucosa plasméatica mediante la secrecidn de diversas hormonas
(Figura 1).

Figura 1. Inmunohistoquimica en pancreas de raton. En el centro de la imagen se observa un
islote de Langerhans, rodeado por tejido exocrino. Se realizd una tincién con hematoxilina y
marcacion de las células a, en la periferia del islote, con un anticuerpo anti-glucagon.

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 (a), productoras de glucagdn, las células beta (B), productoras de insulina,

las células delta (8), productoras de somatostatina, las células PP, productoras de
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polipéptido pancreético, y las células épsilon (g), productoras de ghrelina (Quesada et
al., 2008). Los islotes estan rodeados por una densa red de capilares que permite tanto
una répida deteccidn de cambios en la concentracion de nutrientes en sangre como una
rapida difusion de las hormonas producidas por el islote. Ademas, existe una regulacion
paracrina importante entre las células del islote que permite el establecimiento de
interacciones entre las mismas. Los islotes también estan inervados por los sistemas
simpatico, parasimpatico y sensorial, que participan asi de la regulacion de la actividad

del pancreas endocrino (Ahren, 2000).

Figura 2. Citoarquitectura del islote de Langerhans en diferentes especies. La imagen
muestra secciones Opticas de 1um, obtenidas por microscopia confocal, de islotes de humano
(A), mono (B), ratén (C) y cerdo (D) marcados mediante inmunohistoquimica para insulina
(rojo), glucagén (verde) y somatostatina (azul). Barra: 50um. Imagen modificada de Cabrera et
al. 2006.

Las células a tienen funcion hiperglucemiante. Secretan glucagéon en respuesta a
concentraciones bajas de glucosa en sangre y esta hormona estimula la liberacion de
glucosa a partir de los depdsitos de glucdgeno, principalmente en higado, asi como la
gluconeogénesis. La actividad secretora de estas células es inhibida por la presencia de
altas concentraciones de glucosa, aunque se ha descrito una reactivacion paradojica de
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la secrecion a concentraciones de glucosa suprafisioldgicas (Salehi et al., 2006). Las
células B tienen, por el contrario, funcidon hipoglucemiante. La insulina que secretan
cuando la glucemia esta elevada (glucosa > 6-7 mM) facilita la captacion de glucosa
plasmatica en los tejidos periféricos. Por el contrario, cuando los niveles de glucosa
plasmatica son bajos, la célula B esta inactiva. Las células 6, mediante la secrecion de
somatostatina a concentraciones intermedias de glucosa, ejercen un control paracrino

inhibitorio tanto sobre las células o como las .

La proporcién y localizacion de los diferentes tipos celulares en el islote varia
segun especies, como puede observarse en la Figura 2 (Cabrera et al., 2006). En islotes
de raton, principal modelo animal de estudio, las células B representan el 70-80% de las
celulas del islote y se encuentran formando un ndcleo central, que es rodeado por un
manto de células a (15-20%). En cambio, los islotes humanos cuentan con una mayor
proporcion de células a (hasta un 45%) que se encuentran entremezcladas con las

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

1.2 Homeostasis de la glucosa y diabetes

El mantenimiento de una concentracion de glucosa plasmatica dentro del rango
fisioldgico es esencial para el buen funcionamiento del cerebro/sistema nervioso, ya que
la glucosa es el Gnico sustrato que usa el cerebro, en condiciones normales, como fuente
de energia. Por consiguiente, una situacion de hipoglucemia altera principalmente la
funcion del sistema nervioso central. Por otro lado, una situacién de hiperglucemia da
lugar a diferentes efectos negativos que afectan a maltiples 6rganos y tejidos, como se
describird mas adelante al describir la diabetes. Por tanto, para controlar la glucemia el
organismo se sirve de un complejo sistema de homeostasis controlado por
realimentacion negativa en el que los principales protagonistas son el glucagon y la
insulina. La insulina es secretada por las células B cuando la glucosa plasmatica esta
elevada (> 6-7mM) y es transportada por el torrente sanguineo hasta los tejidos diana,
donde ejerce su funcion anabolica, ya sea activando o inhibiendo diferentes procesos
metabolicos (Figura 3). En musculo y tejido adiposo, principalmente, la insulina
promueve la captacién de glucosa. En tejido adiposo también promueve la formacion de
acidos grasos (lipogénesis) e inhibe la lipolisis. En higado promueve el almacenamiento

de glucosa en forma de glucogeno (glucogenogenesis) e inhibe la degradacion del
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glucdégeno y la sintesis de glucosa a partir de precursores no glucidicos
(gluconeogeénesis). Por tanto la accion de la insulina lleva a la disminucion de la glucosa
plasmética que, a su vez, activa la secrecion de glucagon por parte de las células o
pancreaticas. Como puede verse en la parte derecha de la Figura 3, el glucagon ejerce
acciones contrarias a las de la insulina, favoreciendo tanto la liberacion de glucosa al
torrente sanguineo como disminuyendo la captacion de la misma por los tejidos diana
(Quesada et al., 2008).

No obstante, la regulaciéon de la homeostasis glucémica no es tan simple ni es
regulada Unicamente por el efecto antagonico insulina-glucagdn. Ademéas de a la
glucosa, el pancreas endocrino también esta sujeto a regulacion autocrina, paracrina,
endocrina, neural y por nutrientes (Ahren, 2000; Taborsky y Mundinger, 2012;
Marroqui et al., 2014).

Cuando se producen alteraciones en la regulaciéon del sistema de homeostasis
glucémica puede llegar a desarrollarse diabetes mellitus. La diabetes mellitus (DM) es
una enfermedad multifactorial crénica caracterizada por niveles elevados de glucosa en
sangre, alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, a
consecuencia de una produccion insuficiente de insulina, la accion defectuosa de la
misma sobre sus tejidos diana o la combinacién de ambas. La DM presenta un cuadro
clinico muy caracteristico que incluye un aumento de la frecuencia urinaria (poliuria),
de la sed (polidipsia), del hambre (polifagia) y pérdida de peso. Ademas, en estadios
avanzados de la enfermedad, debido a la hiperglucemia mantenida, es muy frecuente el
desarrollo de retinopatias, nefropatias, neuropatias y enfermedades cardiovasculares
(Herrera, 2007).

El diagnoéstico de la DM se realiza, ademas de por la presencia del cuadro clinico
previamente descrito, por la presencia de hiperglucemia (=200mg/dL) en una muestra
de sangre aleatoria. Para un diagnéstico mas preciso, pueden tomarse medidas de
glucemia en ayunas y 2h después de haber bebido una solucion con 75g de glucosa. En
funcién de los resultados obtenidos, el diagndstico puede ser de Diabetes Mellitus,
tolerancia a la glucosa alterada o glucemia en ayuno alterada. Otro test que se viene
utilizando en los ultimos afios, aunque no siempre esta disponible en los paises con
pocos recursos, es el test de hemoglobina glicosilada. Este test refleja los valores

promedio de glucosa plasmatica en las 8-12 semanas anteriores a la realizacion de la
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prueba, por lo que aporta una medida del control glucémico en los Gltimos 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 diagnostico de diabetes
determinado por los tests de glucosa clasicos (Nathan et al., 2007; OMS: Organizacion
Mundial de la Salud).

3 ‘A i P i O ~ O[
\,‘“ i ’;’* ~‘~\N‘~§~ l’c y
st | V. S 80
i :';I NII\"\*}
i o ¢1‘-\\
T Captacion glucosa (750N A Y
T Lipogénesis j\\))\‘/\ L) Lipogénesis § k)
] Pt P PR n
¥ Lipolisis Tejido adiposo Lipolisis § i

H
i a“
i d
i
!

1 Captacion glucosa (3:\

Musculo

' Pancreas/islotes

1 Glucogenogénesis
§ Glucogenolisis
$ Gluconeogénesis

Glucogenogénesis §
Glucogenolisis £
Gluconeogénesis 4

Higado

ALTA GLUCOSA BAJA GLUCOSA

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 concentracion de glucosa
plasmética es elevada y el pancreas secreta insulina. En estas condiciones, en los tejidos
periféricos se produce una mayor captacion de glucosa y tienen lugar procesos anabdlicos. Por
el contrario, el lado derecho de la imagen muestra los procesos que ocurren en los tejidos
periféricos cuando la concentracion de glucosa plasmatica es baja y el pancreas secreta
glucagén. En esta situacion, en los tejidos periféricos son estimulados los procesos de
catabolismo del glucogeno Yy sintesis de glucosa. Las flechas con linea continua representan la
secrecion de insulina y el efecto que ésta tiene, la disminucidn de la glucosa plasmatica, que
induce la secrecion de glucagon. Las flechas con linea discontinua representan la secrecion de
glucagon a bajas glucosas y el efecto que éste tiene, un aumento en la concentracion de glucosa
plasmatica, que induce la secrecién de insulina.

En funcién de la etiologia, se suele distinguir entre tres tipos de diabetes (OMS):

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

de insulina como consecuencia de la destruccion de las células $. La DM-I
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puede ser autoinmune, si la destruccion de las células B se debe a un proceso
autoinmune, o idiopatica, si la destruccion de las mismas responde a otro
proceso. La DM-I se presenta, por lo comun, en nifios y adolescentes, aunque
no de forma exclusiva y supone que los pacientes dependeran de inyecciones

de insulina exdgena durante toda su vida.

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

a un defecto en la secrecion de insulina, muchas veces acompafiado 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 Gltimos afios esta
aumentando la tasa de aparicion de DM-II en nifios y adolescentes. Este tipo
de diabetes estd asociado con un estilo de vida sedentario, una mala
alimentacion y la obesidad. También tiene un componente genético
importante; se han descrito mutaciones en varios genes implicados en la
regulacion de la produccion y la accion de la insulina. Otros factores de
riesgo son la hipertension 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 fisico Unicamente o en combinacién con algin
antidiabético oral. En estadios mas avanzados, los pacientes si comienzan a
ser tratados con insulina.

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

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

De los tres tipos descritos, la DM-II es la méas frecuente, con diferencia,
representando aproximadamente el 90% de todos los casos de diabetes en el mundo.
Segun las dltimas estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el
mundo hay mas de 347 millones de personas con diabetes, se calcula que las muertes
por diabetes se duplicaran en 10 afios (en 2012 la diabetes fue causa directa de 1.5
millones de muertes) y que, para el afio 2030, la diabetes sera la séptima causa de
muerte mundial. Estas cifras indican que la diabetes se estd convirtiendo en una
epidemia mundial, en gran parte debido al rapido aumento del sobrepeso, la obesidad y

la inactividad fisica.
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1.3 La célula beta: acoplamiento estimulo-secrecion

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

estimulos fisiologicos produciendo potenciales de accién y, en ultima instancia,

secretando insulina. Su actividad eléctrica estd estrechamente regulada por la accion

conjunta de diferentes tipos de canales ionicos localizados en la membrana plasmatica.

Ademas, el potencial de membrana (Vm) de las células B tiene como caracteristica el

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

estado eléctrico de la célula.

A continuacion se describen los principales canales ionicos implicados en la

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

stimulated insulin secretion) en células B de raton.

Canales de potasio sensibles a ATP (Katp). Los canales Katp de la célula  son

hetero-octameros formados por cuatro subunidades del canal KIR6.2, que
forman el poro, y cuatro subunidades reguladoras del receptor de sulfonilureas
SURL1 (Bichet et al., 2003). Las subunidades KIR6.2 contienen un sitio de unién
de ATP, que determina el bloqueo del canal. Las subunidades SUR1, por otro
lado, ejercen otro tipo de regulacion del canal. Estas subunidades poseen sitios
de unidn para regulacion 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 Vi, es de unos -70mV. Esto quiere decir que el
interior de la célula tiene una carga negativa respecto al exterior celular,
condicion que estd determinada, principalmente, por la corriente de salida de
iones K" a través de los canales Karp. La probabilidad de apertura de los Katp
depende en gran medida del metabolismo de la glucosa. Cuando se produce un
aumento de la concentracién de glucosa extracelular, ésta entra en la célula a
través del transportador especifico GLUTZ2, en raton. La glucdlisis y posterior
metabolismo mitocondrial llevan a la activacion del ciclo de Krebs y produccion
de especies reducidas (NAD(P)H y FADH,) que ceden sus electrones a la
cadena de transporte electronico. La activacion de la cadena de transporte
electronico estd acoplada a la produccién de ATP mediante la ATP-sintasa
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(Quesada et al., 2006). Asi, como resultado del metabolismo de la glucosa,
aumenta la relacion ATP/ADP en el citoplasma, responsable del bloqueo de los
canales Katp Yy, en consecuencia, se produce una despolarizacion de la

membrana plasmatica.

Canales de calcio dependientes de voltaje (Ca,). Cada uno de estos canales esta

constituido por varias subunidades: oy, 020, B y y. La subunidad a; forma el poro
conductor selectivo de iones Ca*, contiene el sensor de voltaje y las estructuras
de activacion/inactivacion. Las otras subunidades modulan la activacion e
inactivacion del canal, la amplitud de las corrientes. En funcion de la estructura
primaria de la subunidad a4, los Ca, se dividen en tres familias: Ca,1, Ca,2 y
Ca,3. Aunque aun sigue siendo tema de debate qué canales se encuentran en la
célula B y cudl es su papel en el funcionamiento de la misma, se sabe que los
canales de Ca*-tipo L (familia Ca,1) son cruciales. Estos canales tienen un
umbral elevado para la activacion dependiente de voltaje, por lo que generan las
llamadas corrientes de Ca*" activadas por alto voltaje. Ademas, se inactivan
lentamente, lo que permite conseguir cambios de larga duracion en la
concentracion intracelular de Ca?* ([Ca®'];), necesarios para la estimulacion de la
secrecion de insulina. Las corrientes Ca, en célula B de raton se activan a
potenciales por encima de -50mV, tienen un maximo de corriente a -20mV y se
revierten sobre los +50mV. Ademas de la regulacién por voltaje, las corrientes
de los canales de Ca?*-tipo L también estan sujetas a inactivacion dependiente de
Ca®* durante estados de despolarizacién sostenida.

La entrada de Ca®" a través de Ca, 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 B es indispensable para conseguir niveles
adecuados de secrecion de insulina. En presencia de glucosa, la célula B
comienza a metabolizarla, el ATP resultante bloguea los canales Katp Yy se
produce una despolarizacién de la membrana plasmética. Cuando el blogueo de
los canales Karp es suficiente para generar un Vp,, de = -50mV, se activan los
canales Ca,, comienza a entrar Ca* al citoplasma desde el exterior celular y se
generan potenciales de accion. Para alcanzar este nivel de despolarizacion es
necesaria una concentracion de glucosa de 7-8 mM; por debajo de esta

concentracion no es frecuente observar la entrada de Ca®* (Drews et al., 2010).
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Canales de potasio dependientes de voltaje (K,). Son canales a través de los

cuales se produce una corriente de salida de K*, dependiente de voltaje, que
permite la repolarizacion del potencial de membrana. Estan formados por homo
0 heterotetrameros de canales de K constituidos por seis dominios
transmembrana. En funcion de su cinetica de activacion e inactivacion se
distinguen dos tipos de K,: los rectificadores tardios (DR), llamados asi porque
su activacion tiene lugar tras un breve lapso de tiempo una vez alcanzado el
potencial de membrana umbral para su activacion (Rorsman y Trube, 1986), y
los tipo A, cuya activacion es rapida una vez alcanzado el voltaje umbral de
activacion (Smith et al., 1989).

En células B de raton, el rectificador tardio K,2.1, 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 terminacion de los potenciales de accién de Ca?".

Canales de potasio dependientes de [Ca®']; (Kcz). 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 Ky, pero cuya actividad no
esta regulada por voltaje sino por la concentracion intracelular de Ca**. Aunque
se ha descrito la existencia de diversos canales K¢, en células B, a dia de hoy no
se conoce con exactitud queé tipo de K¢, contribuye a la repolarizacion. Una de
las funciones mas importantes de los Kcg, junto a los Kate, €S su implicacion en

el patrén oscilatorio de Ca** (Kanno et al. 2002).
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Figura 4. Esquema del proceso de secrecion 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 despolarizacion de la membrana plasmatica. Cuando la
concentracion de glucosa es suficiente para inducir una despolarizacion que alcanza V, de unos
-50mV, se activan los Ca, y se producen potenciales de accién y oscilaciones de [Ca®'].. La
entrada de este cation en la célula estimula la secrecion de insulina. Por otro lado, los canales K,
y Kca se encargan de la repolarizacion de la membrana, lo que da lugar al cese o a la activacion
del patrén oscilatorio de los potenciales de accion y el [Ca®*]..

En la Figura 4 se representa de forma simplificada el proceso de secrecion de
insulina estimulada por glucosa, con los canales i6nicos implicados. La entrada de
glucosa y su metabolismo inducen un aumento de la razén ATP/ADP, que bloguea los
canales Katp. Esto provoca una despolarizacion de la membrana plasmatica. Cuando se
alcanza un potencial de unos -50mV se activan los Ca, y se produce la entrada de Ca**
en la celula, que participa como inductor de la exocitosis de las vesiculas de insulina.
Los canales K¢, y Ky son responsables de la terminacion de los potenciales de accion y

oscilaciones de Ca*. La accién coordinada de los diferentes canales i6nicos permite que

36

[odoy

uonezLiv




la actividad eléctrica, las oscilaciones de Ca** intracelular y la secrecién 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.
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Figura 5. Acoplamiento entre la actividad eléctrica de la membrana celular, las
oscilaciones de [Ca®*]i y la secrecion de insulina. La actividad eléctrica de la célula (grafico
inferior) se encuentra acoplada con las sefiales de variacién de [Ca®']; (grafico central) y de la

secrecion de insulina (grafico superior), garantizando asi una respuesta rapida y eficaz frente al
estimulo.

La secrecién de las vesiculas de insulina sigue una dindmica caracteristica.
Como puede verse en la Figura 5, tanto la sefial de Ca?* como la secrecién de insulina
muestran dos fases diferentes; una primera fase compuesta por un aumento de la sefal
transitorio y de gran amplitud, seguida de una segunda fase compuesta por oscilaciones
de menor amplitud y mayor frecuencia. La primera fase corresponderia a la exocitosis
de los granulos de insulina que se encuentran asociados a la membrana plasmaética,
mientras que la segunda fase corresponderia a la exocitosis de granulos 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 accion conjunta
de dos vias de estimulacién de la secrecion de insulina; la via inductora o triggering
pathway, mediada por el bloqueo de los canales Katp y la consecuente entrada de Ca?*,
y la via metabolica amplificadora, que contribuye en hasta un 50% a la secrecién total

de insulina (Henquin, 2011).

1.4 Alteraciones en la célula beta y accién 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. Esta se define como la pérdida de
la sensibilidad a la insulina en los tejidos diana de la hormona. Esto ocurre por
alteraciones en la sefializacion de la insulina en estos tejidos, ya sea por alteraciones en
la expresion y/o funcionalidad del receptor de insulina (IR) o en pasos posteriores de la
cascada de sefalizacion. Existen diversas causas etioldgicas 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 suefio y el hébito de fumar, entre otros
factores (National Diabetes Information Clearinghouse, NDIC; National Institutes of
Health, NIH). Ademas, en los Ultimos afios estan cobrando cada vez mayor importancia
como factores de riesgo la inactividad fisica y el sobrepeso (NDIC, NIH). Estos dos
ultimos factores se comentaran con mayor detalle en el apartado 1.5.

El diagndstico de la diabetes tipo 2, como se explico en el apartado 1.2, se basa
principalmente en el hallazgo de concentraciones de glucosa plasméatica anomala. Antes
de llegar a presentar valores de glucemia tan elevados como para diagnosticar diabetes,
los pacientes han pasado por estadios previos caracterizados por anomalias 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 produccion 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 compensacién 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 poblacion 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 Ultima instancia, diabetes tipo 2,
situacion en la que ademas de resistencia a la insulina se produce también pérdida de
masa de célula beta y un gran deterioro de su funcion (Sachdeva y Stoffers, 2009)
(Figura 6).

Resistencia a la insulina

® Célula

rt < . o . § ’ ’ . .

O Célulaa Masa de celula p aumentada Disfuncion de célula p  Pérdida de masa de célula f3
~ A . . : : 1 3

@ Célulad Resistencia a insulina compensada Toleranciaa glucosa Fallo de la célula

® Célula PP Normoglucemia alterada Diabetes tipo 2

Figura 6. Progresién de la resistencia a la insulina a la diabetes tipo 2. La imagen superior
muestra la progresion 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 adaptacién de
los islotes a las diferentes etapas descritas anteriormente. Imagen modificada de Sachdeva y
Stoffers, 2009.

A nivel funcional se ha descrito una reduccion de la capacidad secretora de los
islotes de pacientes diabéticos. Los niveles basales de secrecion de insulina, a
concentraciones de glucosa no estimulantes, no son diferentes, pero a glucosas
estimulantes se ha observado una deficiencia en la secrecién 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 relaciond con una reduccion de la oxidacién de
la glucosa en islotes de diabéticos y se especuld que la mitocondria podria estar
implicada en la disfuncion de la célula beta en pacientes diabéticos. Un estudio sobre la
morfologia y funcion de las mitocondrias mostré que, efectivamente, estas aparecen
hipertrofiadas en las células  de los pacientes con diabetes y que no son capaces de

aumentar su produccion de ATP en presencia de alta glucosa (Anello et al., 2005).
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En cuanto a la masa de célula-p, se ha descrito ampliamente una pérdida de la
misma de en torno al 30% en individuos diabéticos. Esta reduccion se debe a un
aumento de la apoptosis en combinacion con tasas normales de proliferacion de célula-f
y neoformacion de células-f a partir de ductos (Butler et al., 2003a; Marchetti et al.,
2004). Esta disminucién en la poblacion de células B no parece que sea la causante de

diabetes manifiesta, a menos que se dé en combinacién con defectos funcionales.
1.5 Obesidad y diabetes: fisiopatologia de la DM-I1 asociada a la obesidad

La obesidad se esta convirtiendo en los ultimos afios en un grave problema a
nivel mundial, con cifras ciertamente preocupantes. Al afio mueren en el mundo 2.8
millones de personas; en el afio 2014, el 39% de los adultos (mayores de 18 afios)
presentaron sobrepeso, y un 13%, obesidad; en 2013, 42 millones de nifios menores de 5
afios tenian obesidad o sobrepeso (OMS). Estas alarmantes cifras no hacen mas que
aumentar, principalmente debido al estilo de vida cada vez méas extendido en los paises
desarrollados, un estilo de vida caracterizado por baja actividad fisica y hébitos

alimenticios incorrectos.
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Figura 7. Riesgo relativo de padecer diabetes tipo 2 en funcion del IMC. De izquierda a
derecha, la imagen muestra el riesgo relativo de padecer diabetes tipo 2 en funcién de que el
IMC sea normal o indicador de sobrepeso u obesidad. Imagen modificada de Colditz et al. 1995.

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

el indice de masa corporal (IMC) (Gray y Fujioka, 1991). EI 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 patologias cronicas como
enfermedades cardiovasculares, cancer 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 Gltima instancia, diabetes. Por el contrario, la
mayoria de los pacientes obesos son capaces de compensar la resistencia mediante
adaptacion de la poblacion de células-p pancreaticas a la mayor demanda de insulina
(Perley y Kipnis, 1966; Polonsky et al., 1988; Kahn et al., 1993). Unicamente en los
casos en los que el pancreas 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 modulacion del metabolismo
mediante la liberacion de acidos 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, macréfagos y otros tipos
celulares que se encuentran en el tejido adiposo también participan de esta modulacion
del metabolismo mediante la liberacion de diversos factores, como interleucina 6 (I1L-6)
o factor de necrosis tumoral o (TNF-a)) (Wellen y Hotamisligil, 2005; Fain et al., 2004).
En la obesidad, el incremento de tejido adiposo y de los tipos celulares que lo
acomparian, 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
produccion de citoquinas por parte de los macréfagos infiltrados, atraidos por la mayor
produccion de quimiocinas (Virtue y Vidal-Puig, 2008).

Las células B poseen una gran plasticidad a la hora de regular la secrecién de
insulina mediante adaptacion 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 B pueden responder aumentando hasta 5 veces la liberacion de
insulina y hasta un 50% su volumen total (Perley y Kipnis, 1966; Moran et al., 1999;
Buchanan et al., 1990; Kloppel et al., 1985; Butler et al., 2003). En cuanto a las
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adaptaciones funcionales, todo parece indicar que la célula-p 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 fosforilacion 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
oxidacion como el flujo de la glucosa estan aumentados, este Gltimo 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 podria
participar de la adaptacion funcional es la sefializacion por NEFAs. Estos potencian la
secrecion de insulina tanto en respuesta a secretagogos glucidicos como no glucidicos y
han sido sefialados como participantes activos de la hiperinsulinemia compensatoria
(Stefanovski et al., 2011). Los NEFAs median su estimulacion tanto por su unién a
GPR40 y activacion de la sefializacion de calcio intracelular (Itoh et al., 2003) como
por su implicacion en la formacion de Acetil-CoA, que puede activar la exocitosis
directamente o a través de la activacion 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 secrecion de insulina a traves de su
receptor especifico en la célula-B (Drucker, 2006). Hay indicios de que apuntan a una
posible alteracion de la respuesta a incretinas en estados obesos, como muestra un
estudio en el que la interrupcion de la sefalizacion de GIP previene el desarrollo de
diversas anomalias metabdlicas relacionadas con la diabetes asociada a la obesidad
(Irwin et al., 2007).

El incremento en la masa total de célula-f puede tener lugar de tres formas: por
formacion de nuevas células (hiperplasia), ya sea por proliferacion de las ya existentes o
por neoformacion, por aumento del tamafio de las células (hipertrofia) y/o por una
reduccion de la tasa de muerte celular o apoptosis (Bonner-Weir, 2000). Ademas de los
efectos comentados anteriormente, GLP-1 puede también contribuir al aumento de masa
de célula-p gracias a su actividad mitogénica; estimula la proliferacion y reduce la
apoptosis (Drucker, 2006). Por su parte, la exposicion 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 induccién de la proliferacion en el de los NEFAs.

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

ambiente obesodgeno, 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 exposicion a
largo plazo a NEFAs también desempefia un papel en la pérdida progresiva de la
funcionalidad de la célula-B, disminuyendo tanto la biosintesis como la secrecion 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 acttan de forma sinérgica con un mayor impacto deletéreo en la funcionalidad

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

1.6 El sindrome ob/ob

El sindrome ob/ob, cuya principal caracteristica es la marcada obesidad que
provoca, aparecio por primera vez en 1949 en una colonia de los Laboratorios Jackson
(Bar Harbor, Maine) de forma espontanea y se transfirio a la colonia C57BL,
ampliamente caracterizada. Mediante experimentos de parabiosis, en los que se unieron
quirdrgicamente ratones ob/ob y ratones control con el fin de que compartieran el
mismo sistema circulatorio, se descubrio que los ratones obesos carecian 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 sindrome
estd causado por una mutacién 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 situacion de mayor demanda de insulina, el pancreas endocrino se ve
sometido a una serie de adaptaciones en un intento de mantener una correcta
homeostasis de la glucosa. La alteracién de la morfologia del pancreas endocrino es otra
de las caracteristicas del fenotipo ob/ob; el pancreas presenta una mayor proporcién de
tejido endocrino, los islotes son mas grandes, mas numerosos y con mayor proporcién
de células B (Lindstrom, 2007).

El sindrome ob/ob varia en funcién del background genético. En background

C57BL/6J, el empleado en este trabajo, el fenotipo es menos agresivo que en otros
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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 (Lindstrom, 2010).

Los ob/ob no se diferencian de los ratones control al nacer, pero en tan sélo dos
semanas de vida desarrollan hiperinsulinemia y presentan mayor peso. A las 4 semanas
de edad son hiperglucémicos y los valores de glucosa plasmatica siguen aumentando
hasta alcanzar valores maximos en torno a los 3-5 meses. A partir de este momento, los
niveles de glucosa plasmatica disminuyen hasta alcanzar valores normales en individuos

viejos.
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1. OBJETIVOS

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
diabetes tipo Il debido a la resistencia a la insulina caracteristica del estado obeso.
Actualmente existe una gran preocupacion por el incremento desmesurado de las tasas
de obesidad en los paises desarrollados, atribuibles a un estilo de vida caracterizado por
la mala alimentacion y la baja actividad fisica que, cada vez mas, se estan instalando en

nuestra sociedad.

En la mayoria de los casos de obesidad se produce una adaptacion del pancreas
que compensa los mayores requerimientos de insulina. No obstante, una parte
considerable de los individuos obesos acaban desarrollando diabetes tipo Il cuando el
pancreas no es capaz de cumplir esos requerimientos. Puesto que la diabetes tipo 1l es, a
dia de hoy, una patologia cronica, seria de gran importancia establecer qué procesos
ocurren en el pancreas durante la etapa compensatoria, asi como en la etapa inicial de

disfuncion, para tratar de desarrollar tratamientos més efectivos.

En este marco, son muchos los estudios que muestran que la adaptacién del
pancreas a esta situacion de gran demanda se produce principalmente mediante
modificaciones estructurales. En cambio, la atencion que se ha prestado a la adaptacion
funcional es mucho menor. Aunque en los Gltimos afios la gran plasticidad funcional de
la célula B pancreatica ha ganado mayor atencion, se desconocen la mayoria de los

procesos celulares que ocurren durante su adaptacion.

Por ello, en la presente tesis el objetivo fue identificar qué procesos celulares
implicados en la secrecion de insulina se encuentran alterados en el estado prediabético
asociado a la obesidad y contribuyen a la plasticidad funcional de la célula B en estas

condiciones.
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I1l. MATERIAL Y METODOS
3.1 Modelo animal de obesidad inducida por deficiencia de leptina: raton ob/ob

Todos los procedimientos empleados en el presente trabajo fueron aprobados
previamente por el Comité de Etica Animal de la UMH de acuerdo a la regulacion

nacional y europea vigente.

Se utilizaron ratones ob/ob hembra (background C57BL/6J) comprados a los
Laboratorios Harlan (Barcelona, Espafia) y, como control, se utilizaron hembras
C57BL/6J de la misma edad proporcionadas por el Servicio de Experimentacion 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 22°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (de 8:00 a 20:00), con
libre acceso a agua y dieta estandar. De forma puntual, para los experimentos de
electrofisiologia, los ratones se adquirieron de Janvier (Janvier Labs, Le Genest sur

I’Isle, France).

3.2 Medidas plasméaticas y tests de tolerancia in vivo

Los niveles de glucosa plasmatica se midieron con un glucémetro comercial
(Accu-Chek) a partir de una pequefia muestra de sangre obtenida por amputacion del
extremo terminal de la cola del raton. Los niveles de insulina plasmatica se
determinaron mediante un kit comercial de ELISA (Crystal Chemical), a partir de
sangre obtenida por la cola del ratén. Para la determinacion de insulina plasmatica, la
sangre obtenida se centrifugd durante 15min a 10.000 rpm y 4°C para separar la fase
plasmatica de la fase celular. El plasma obtenido se utiliz6 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 realizacion del test. A cada raton se le inyectd, via
intraperitoneal, una dosis de glucosa de 2g/kg. Antes de la inyeccion de glucosa, se
determind la glucosa plasmatica y se extrajo sangre para la posterior determinacion de

insulina plasmatica (tiempo 0). Tras la administracion de la glucosa, se determiné la
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glucosa plasmatica en los tiempos 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos. A los 30 min post-
inyeccion también se recolectd sangre para la determinacion de la concentracion de

insulina.

La sensibilidad a insulina se evaluo realizando un test de tolerancia a insulina, en
el cual se aplico 11U/kg de insulina a los ratones en estado de alimentacion. Durante el
test se tomaron medidas de la glucemia plasmatica en los tiempos 0, 15, 30, 45 y 60
min. De forma adicional, se calcul6 el indice HOMA-IR (modelo homeostético de
evaluacion de la resistencia a insulina). Dicho calculo se realizé utilizando la siguiente
formula: [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
dislocacién cervical o decapitacion y a continuacion se practicé una incision en el
abdomen sin dafiar los érganos. Se localiz6 del colédoco o conducto biliar comdn y se
practicO una sutura en su parte distal, antes de su union a la segunda porcion del
duodeno. Antes de unirse al duodeno, el colédoco se fusiona con el conducto
pancreatico principal; la sutura debe realizarse entre la union del conducto pancreéatico y
el biliar y entre la union del conducto biliar y el duodeno, de forma que el conducto
pancreatico no quede obstruido, pero si la conexion con el duodeno. Una vez asegurada
la sutura, se realizé una pequefia incision en el colédoco y, mediante una fina canula, se
introdujo una solucién (composicion del medio de aislamiento, en mM: 115 NaCl, 10
NaHCOs, 5 KCI, 1.1 MgCl,, 1.2 NaH,PO,, 25 HEPES, 2.5 CaCl,, 0.25% BSA y 5 D-
glucosa, pH 7.4) con 0.8mg/mL de colagenasa tipo V (Sigma, Esparia). Con ayuda de
una jeringa se introdujo solucion hasta que, mediante inspeccion visual, se considero
que el pancreas se habia llenado correctamente. A continuacion, se extrajo rapidamente
el pancreas, se introdujo en un tubo falcon, se recubridé con unos 4-5 mL de solucién
con colagenasa y se introdujo en un bafio a 37°C, durante aproximadamente 10 minutos,
para favorecer la digestion enzimatica de la porcion exocrina del pancreas. Transcurrido
este tiempo, se completd la digestion mediante agitacion, se afiadid medio de

aislamiento frio (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 visualizacién 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 (37°C, 5% CO,)

antes de su utilizacién 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
recuperacion, estos fueron transferidos a un tubo falcon de 15mL y centrifugados 10
minutos a 1000 rpm. A continuacion se retird el sobrenadante de medio de aislamiento y
el pellet de células se resuspendié en 1mL de trispina 0.05% (Sigma, Madrid). Se
introdujo el falcon en el incubador a 37°C durante 3 minutos, se completé la
disgregacién mecanicamente con una pipeta, se par6 la reaccion enzimatica afiadiendo
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 centrifugd de nuevo el
falcon 10 minutos a 1000 rpm. El pellet de células disgregadas se resuspendié en medio
de cultivo y las células se sembraron en cubres de vidrio de 24 mm de didmetro

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

Se introdujo el cultivo primario de células en el incubador (37°C, 5% CO,) y se
dejaron transcurrir 1-2 horas antes de afiadir ImL mas 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 dia siguiente.

3.5 Determinacion de actividad mitocondrial mediante técnicas de fluorescencia

Como medida indirecta de la actividad mitocondrial se realizaron registros de
fluorescencia de NAD(P)H. EI 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 celula beta, la mayoria de la
produccion de NAD(P)H tiene lugar en la mitocondria como subproducto del

metabolismo de la glucosa (Patterson et al.,, 2000), por lo que se monitoriz6 la
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produccién de NAD(P)H como medida indirecta de la actividad mitocondrial. Para ello,
los islotes de colocaron, individualmente, en una camara termostatizada a 37°C
acoplada a un microscopio invertido de epifluorescencia (Axiovert 200; Zeiss, Jena,
Germany) y fueron perfundidos con una solucion con concentraciones crecientes de
glucosa (composicion de la solucion de perfusion, en mM: 120 NaCl, 1.8 NaHCOs, 5
KCI, 1.1 MgCl,, 20 HEPES, 2.5 CaCl,, pH 7.4; concentraciones de glucosa, en mM:
0.5, 3, 8, 11, 16, 22). Con este sistema, la sefial de fluorescencia que se detecta es la
fluorescencia cumulativa de varios planos focales del islote, por lo que la sefial media
corresponde fundamentalmente a la medida de la fluorescencia de las células beta, que
son el tipo celular mas abundante en el islote. Para la excitacion de la muestra se utilizd
un filtro de banda de 365nm y la emision se filtrd a 445+25 nm. EI aumento gradual de
la concentracidn de glucosa en la solucion de perfusidon produce incrementos graduales
en la produccion de NAD(P)H que se reflejan en incrementos de la sefial de
fluorescencia de forma escalonada. Con una velocidad de perfusion de 2.3mL/min, los
islotes fueron sometidos a cada estimulo de glucosa durante 15min, tiempo necesario
para alcanzar un aumento de fluorescencia estable en cada incremento de la
concentracion de glucosa. Al final de cada registro, se perfundié de nuevo la solucién
con concentracion de glucosa basal (0.5mM) para comprobar que la sefial de
fluorescencia volvia a los valores iniciales. Las imagenes de fluorescencia fueron
tomadas a intervalos de 60 segundos. De forma adicional, también se monitorizd la
produccién de NAD(P)H en células aisladas. Para ello, se utilizaron cultivos primarios
de células de islote disgregado mediante digestion con tripsina (ver apartado 3.4). Antes
de iniciar los registros, los cubres con la células se preincubaron durante 15 minutos con
la solucién de perfusion OmM glucosa para llevar la sefial de fluorescencia a niveles
basales, puesto que el medio de cultivo contenia 11mM glucosa. Tras esta
preincubacion, las células fueron perfundidas durante 10 min con cada concentracion 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-Fnin]/Fmin) independientemente de la fluorescencia maxima
alcanzada, o como el incremento de fluorescencia porcentual comprendido entre 0 y
100% para cada uno de los grupos (F(%) = 100*[F-Fnmin]/ [Fmax— Frmin]).

Tambien se monitorizaron cambios en el potencial de membrana mitocondrial

(Aym). El vy depende del metabolismo de la glucosa; concentraciones crecientes de
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glucosa llevan a una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial debido al
transporte de protones en la cadena electronica 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 concentracion de 10 uM. Rhod-123 es
una sonda fluorescente lipofilica 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 despolarizacion de la membrana mitocondrial permite la
redistribucion de la sonda al citosol y la recuperacion de la sefial 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 vy filtro de
emisién a 520 = 25 nm. Las imagenes se tomaron cada 30 segundos. Los registros se

representaron de forma analoga a los anteriores experimentos.

3.6 Registros de electrofisiologia

Los registros de electrofisiologia se realizaron en células B superficiales de
islotes intactos y se utiliz6 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 succién aplicada al interior de una pipeta holding de amplio calibre,

como Yya ha sido descrito previamente (Gopel et al., 1999).

Para los registros de potencial de membrana se us6 la configuracién de parche
perforado (perforated-patch) (Gonzalez et al., 2013). La solucion de la pipeta fue la
siguiente (MM): 76 K,SO4, 10 NaCl, 10 KCI, 1 MgCl,, 5 HEPES (pH=7.35), y 0.24
mg/mL de anfotericina B. La solucién del bafio fue la siguiente (mM): 140 NaCl, 3.6
KCI, 1.5 CaCl,, 5 NaHCO3; 0.5 MgSO,, 0.5 NaH,PO, 10 HEPES (pH=7.4) y

diferentes concentraciones de D-glucosa.

Los experimentos de exocitosis fueron realizados usando la configuracién

whole-cell y los registros de capacitancia de membrana (Cy,) se realizaron con la técnica
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de fijacion de voltaje con electrodo Unico en la configuracion de whole-cell estandar. La
monitorizaciéon de las variaciones de Cp, se realizd gracias al modo sine+DC de la
extension LockIn implementada en el software del amplificador (Gonzalez et al., 2013).
Para estos experimentos, la solucion de la pipeta contenia (mM): 140 CsCl, 10 NaCl,
1 MgCl,, 0.05 EGTA, 3 Mg-ATP, 0.1 cAMP y 5 HEPES (pH=7.2), mientras que la
solucidn del bafio contenia (mM): 118 NaCl, 5.6 KClI, 20 tetraetilamonio-ClI, 1.2 MgCls,
5 CaCly, 5 HEPES y 5 de D-glucosa (pH=7.4).

Sélo fueron utilizados los experimentos con resistencias en serie y corrientes
leak estables y bajas, asi como resistencias de sello altas (>3 MQ). Todos los
experimentos fueron realizados a temperatura fisiologica (34-36°C). Las células
fueron funcionalmente identificadas por su capacidad para generar un patrén oscilatorio
caracteristico de actividad eléctrica en presencia de glucosa y por la inactivacion de las
corrientes de Na’ en estado estacionario (Gopel et al., 1999; Gopel et al., 2000;
Gonzalez et al. 2013).

3.7 Monitorizacion de la sefalizacion de calcio intracelular

Para el estudio de la variacion de la concentracion intracelular de calcio se
usaron islotes intactos. Los islotes aislados se dejaron recuperar un minimo de 2h en
medio de aislamiento en el incubador. Tras la recuperacion, los islotes fueron cargados,
durante un minimo de 1h, a temperatura ambiente, en condiciones de humedad y
gaseados con carbdgeno (95% O, — 5% CO,), con la sonda fluorescente de calcio
Fura-2 en su forma acetoximetiléster (AM) (2uM) (Molecular Probes, Holanda).
Durante la incubacién, esta sonda, en su forma lipofilica 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 llevé a cabo en el mismo microscopio
descrito en el apartado 3.5, pero se usaron filtros de banda de excitacién de 360 y
380nm. La fluorescencia emitida tras la excitacion a estas dos longitudes de onda fue
recogida usando un filtro de 510 nm. Las imagenes fueron tomadas a intervalos de 3

segundos. Los registros de fluorescencia se expresaron como la razén 360/380.
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Los cambios en la sefializacién intracellular de Ca** se analizaron de la siguiente
forma. Como medida de la cantidad total de calcio se calculd el &rea bajo la curva
(AUC, area under the curve) en los ultimos 5 minutos de cada estimulo. Para cambios
transitorios en la [Ca®*]; se extrajo la fluorescencia basal de la fluorescencia maxima y

se expresd como el incremento de fluorescencia (AF(F-Fo)).

Para el anlisis de la sincronia de las células B se monitorizo la sefial de Ca** en
ceélulas individuales de islotes intactos, con la sonda fluorescente Fluo-4, en un
microscopio confocal de fluorescencia (Zeiss LSM510 laser). Mediante el microscopio
confocal se seleccion6 una seccion Optica de 9um proxima al plano ecuatorial de cada
islote. Los islotes se cargaron con 2um Fluo-4 durante, al menos, 1 hora. La sonda se
estimuld mediante un laser de 488nm y la sefial de emision se recogio con un filtro de
banda de 505-530 nm.

3.8 Secrecion ex vivo y contenido de insulina

Tras el aislamiento, los islotes se recuperaron 2h en el incubador a 37°C y 5%
CO,. A continuacion se hicieron grupos homogéneos de 5 islotes y se transfirieron a
pocillos con 400uL. de medio de secrecion (en mM: 140 NaCl, 4.5 KCI, 2.5 CaCly,
1 MgCl,, 20 HEPES; pH = 7.4) con los diferentes estimulos de glucosa. Despues de 1h
de incubacion con los estimulos, se afiadieron a cada pocillo 100uL de la misma
solucion de secrecion suplementada con un 5% de BSA, se incubd la placa a
temperatura ambiente durante 3 min y después se detuvo la secrecion depositando las
placas durante 15min sobre hielo. Se recogié el medio de cada pocillo y se guardé a
-80°C hasta la determinacion de la concentracion de insulina liberada por los islotes
mediante un kit de radioinmunoensayo (Coat-A-Count, Siemens). Los islotes se
recogieron y transfirieron a una solucion de etanol/HCI para promover su lisis. El
sobrenadante resultante se usé para determinar el contenido de insulina en los islotes de
cada grupo. De esta manera, se pudo expresar la secrecion 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 secrecion, pero estos islotes no fueron estimulados con las diferentes concentraciones
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de glucosa, sino que permanecieron todo el tiempo de recuperacion a una concentracion
de 5.6mM glucosa. Los islotes fueron lisados con un tampoén HCl/etanol y se
mantuvieron overnight en agitacion a 4°C. Posteriormente, se centrifugaron a
12.000rpm durante 15 minutos y 4°C para lisar mecanicamente las estructuras celulares
que no habian sido lisadas con el tampdn. El sobrenadante resultante se utilizd para
cuantificar el contenido en insulina mediante radioinmunoensayo (RIA Coat-A-Count,
Siemens), utilizando una dilucion 1:1000. Los datos de contenido de insulina se
relativizaron por la proteina total de los islotes, determinada mediante un ensayo de
Bradford.

3.9 Expresion proteica: Western Blot

Se extrajo proteina de grupos de 200-300 islotes, de animales en condiciones de
alimentacion. Los islotes se lisaron con un tampdn de lisis comercial (Cell Lysis Buffer,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA) y las proteinas se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida 4-20% (Mini Protean Gel, BioRad).
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) mediante transferencia semi seca con el Trans Blot Turbo
(BioRad). La membrana se bloqued con leche al 5% y posteriormente se procedio a la
incubacion con los anticuerpos de las proteinas a detectar, producidos en conejo:
anticuerpo policlonal anti-conexina36 (1:1000; Invitrogen) y anticuerpo monoclonal
anti-p-Tubulina (1:1000; Cell Signaling). La B-Tubulina se utiliz6 como control de
referencia. La visualizacion de las bandas de proteina se realizé mediante la incubacion
con anticuerpos secundarios conjugados con  peroxidasa, adicion del sustrato
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher) y deteccion
de la quimioluminiscencia resultante en el sistema Chemi Doc MP System (BioRad). La
intensidad de las bandas se cuantifico con el programa Image Lab 4.1 TM Software
(BioRad). La expresion de la proteina de interés, Conexina36, se relativizo en cada caso

por la expresion de B-Tubulina.
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3.10 Expresidon génica: PCR cuantitativa a tiempo real

Se extrajo RNA total de grupos de 300-400 islotes, de animales en condiciones
de alimentacion, con el kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). La concentracion de RNA
se determind mediante espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) y se
sintetizd6 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 reaccion de PCR se realiz6 en un volumen total de 10uL,
utilizando 200nM de cada primer, 1pul. de cDNA y 1X de ™ SYBR®Green supermix

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

95°C 95°C 95°C
10min | 10s 720¢ | G I
60°C 15 O 65°C
7s T
0 Melting curve: 0.1°C/s
45 ciclos

Figura 8: Programa de temperaturas de PCR cuantitativa

Los valores de fluorescencia obtenidos fueron analizados con el software CFX
Manager, version 1.6 (Bio-Rad), y los niveles de expresion se calcularon mediante el
método 2", La expresion de los genes de interés se relativizd a los niveles de
expresion del gen de expresion constitutiva GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa). En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los cebadores utilizados.

Forward 5°-3° Reverse 5°-3°
GAPDH CCTGCACCACCAACTGCTTAG GCCCCACGGCCATCACGCCA
Insulin AGCAGGAAGGTTATTGTTTC ACATGGGTGTGTAGAAGAAG
Glucagon GGCTCCTTCTCTGACGAGATGAGCAC CTGGCACGAGATGTTGTGAAGATGG
GLUT?2 GGAAGAGGCATCGACTGAGCAG GCCTTCTCCACAAGCAGCACAG
Glucokinase GAAGCACACTCAGGTCTTGCTC AAAACAGCCAGGTCTGGGCAGC
Connexin36 ACCATCTTGGAGAGGCTGCTGGA ATCTTCTCGTTTGCTCCCTCCGC
TRPM5 CAAATCCCTCTGGATGAAATTGATG CCAGCCAGTTGGCATAGA

Tabla 1: Secuencia de los primers utilizados para qPCR.
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3.11 Analisis estadistico

Los datos se muestras como la media £ error estandar, a menos que se indique
otra cosa. Se considero que habia diferencias estadisticamente significativas cuando se
obtuvo un valor de p < 0.05 al realizar una prueba t de Student. Los valores de

significancia estadistica se indican de la siguiente forma: *, p < 0.05; **, p < 0.01;

w1 < 0,001,
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion fenotipica 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 alimentacion (fed) como tras 12 horas de ayuno (fasted) (Figura 9C).
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Figura 9. Caracterizacion fenotipica. A, Fotografias 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 plasmatica promedio en condiciones de alimentacion (fed; CTL, n=26; ob/ob, n=23)
y tras 12 horas ayuno (fasted; CTL, n=20; ob/ob, n=18). D, Insulina plasmatica promedio en
condiciones de alimentacion (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 determind la concentracion plasmatica de insulina, tanto en condiciones de
alimentacion como de ayunas. Asi, 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 plasmatica presente en los ratones obesos, estos

presentaron niveles plasmaticos de glucemia aumentados respecto a los controles.
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Figura 10. Homeostasis de la glucosa I: tolerancia a la glucosa. A, Evolucion de la glucosa
plasmatica en un test de tolerancia a glucosa. Las medidas fueron tomadas a tiempo 0, 15, 30,
60, 90, 120 y 180 minutos tras la aplicacion de una dosis de glucosa de 2g/kg (CTL, n=8; ob/ob,
n=7). B, Area bajo la curva del experimento en A. C, Valores promedio de las glucemias en
ayunas (t=0), inmediatamente antes de la inyeccion de glucosa, y después de 30 minutos (CTL,
n=8; ob/ob, n=7). D, Valores promedio de la concentracién de insulina plasméatica
inmediatamente antes y 30 minutos después de la inyeccion de glucosa (CTL, n=8; ob/ob, n=7).
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Tambien se realizaron pruebas de tolerancia a glucosa con el fin de determinar
de una forma més dindmica las alteraciones en la homeostasis de la glucosa. Por una
parte, se realizé un test de tolerancia a glucosa en el que, tras 12 horas de ayuno, se
administré a los ratones, via intraperitoneal, una carga de glucosa de 2g/kg y se
determind la concentracion de glucosa plasmatica a diferentes tiempos (t=0, 15, 30, 60,
90, 120 y 180 minutos) (Figura 10A). Se observo que los ratones obesos presentan una
marcada intolerancia a la glucosa puesto que, incluso después de 180 min tras la
inyeccion de glucosa, no son capaces de normalizar la glucemia a niveles basales y el
area bajo la curva es practicamente 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. Ademas, en los ratones control la glucemia ya
ha empezado a descender respecto al punto anterior, por mediacion de la accion 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
concentracion de insulina plasmatica en respuesta a la inyeccion 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 disminucion no se observa hasta
la medicién a 60min. Es decir, que, a pesar de que no parecen mostrar una deficiencia
en la secrecion de insulina estimulada por glucosa, no son capaces de regular

correctamente los niveles glucémicos.

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

sensibilidad a dicha hormona (Figura 11).

Dicho test mostré que los ratones obesos presentan una elevada resistencia a la
insulina. Como puede verse en la Figura 11A, tras la aplicacién de la dosis de insulina,
la glucemia plasmatica de los ratones control disminuyé considerablemente mientras
que en los ratones obesos el descenso de la glucemia fue mucho menor. EI menor
descenso de la glucemia en los ratones obesos, en combinacion con una mayor glucemia
a t=0 (Figura 11C), implica niveles mayores de glucosa plasmatica total a lo largo de
todo el experimento, reflejado por el area bajo la curva (Figura 11B).

65



>
w
(@)

15000- _ 300-
~ *kK f§ %
RS e))

o S 10000- £ 200
© = L
E < a
2 100- X 50001 = E 100
® E
oL CTL_-= oblt ol 5 ol
0 20 40 60 CTL oblob CTL oblob

Tiempo (min)

Figura 11. Homeostasis de la glucosa Il: sensibilidad a la insulina. A, Evolucién de la
glucosa plasmatica. Las medidas fueron tomadas a tiempo 0, 15, 30, 45 y 60 minutos tras la
aplicacion de una dosis de insulina de 11U/kg (n=8 en ambos grupos experimentales). B, Area
bajo la curva del experimento en (A). C, Valores promedio de las glucemias a t=0, antes de la
inyeccion de insulina, en estado de alimentacidn.

Adicionalmente, como medida de la resistencia a insulina se calculé el indice
HOMA-IR. Como puede observarse en la Figura 12, los ratones obesos presentan una

marcada resistencia a la insulina.

50- * Kk
40
301
20+
10+

HOMA IR

CTL obl/ob

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

El metabolismo de la glucosa en la célula genera NAD(P)H como subproducto
tanto de la glucdlisis, en el citoplasma, como del ciclo de Krebs, en la mitocondria. En
la célula B, la mayor parte de la produccion de NAD(P)H tiene lugar en las
mitocondrias, por lo que se monitorizd la produccién de NAD(P)H en respuesta a

glucosa como medida indirecta de la actividad mitocondrial.
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150 0.5! 3 | 8 .511§ 16!.22?,0.5= 150-
S N T R B o
) ~ CTL 2= o]
<1004 : — oblob 8 <100
T 2T *ok
S : ' ’ o
2 50 £2 50-
2 22 — CTL
*%
» < —=— ob/ob
0_ . ';.----0.._..» 2 3 : % 0 - ; ; ; . ;
0 20 40 60 80 100 0 5 10 15 20 25
Tiempo (min) Glucosa (mM)

100-
L
& A
2 &
2 T 60 a=6.77mMG
s Ty v b=8.77mMG
S0 40- ";
52
Z 20 b = OTL

8 E —=— ob/ob

0 5 10 15 20 25
Glucosa (mM)

Figura 13. Metabolismo mitocondrial I: produccion de NAD(P)H en islotes intactos. A,
Dindmica de la variacion 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 concentracién 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 concentracion de glucosa, la fluorescencia aumenta siguiendo una
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funcién sigmoidea hasta alcanzar un plateau, punto en el que el mecanismo celular
encargado de metabolizar la glucosa se satura para determinada concentracion de
glucosa. El analisis de la produccion de NAD(P)H en islotes de ratones CTL y ob/ob
mostré 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 evolucion de la fluorescencia en
cada grupo, en funcidn del tiempo y en respuesta a glucosa, y se observa que, desde las
concentraciones mas bajas, los islotes de los ratones obesos responden a cada
concentracion del estimulo 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
funcion de la concentracion de glucosa, donde se tom6 como referencia el valor de
fluorescencia alcanzado en el plateau de cada estimulo. Para cada concentracion 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 maxima (100%) en cada grupo experimental. Los islotes de ob/ob
mostraron una mayor sensibilidad a glucosa, puesto que a una concentracion de
6.77mM alcanzaron la mitad de la fluorescencia méxima, valor que los islotes de CTL

no alcanzaron hasta una concentracion promedio de glucosa de 8.77mM.
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Figura 14. Metabolismo mitocondrial Il: produccion 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 concentracion de glucosa.
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Posteriormente se evaludé 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 sélo al mayor tamafio y mayor numero de células B de los mismos, es
decir, a la adaptacion estructural de los islotes, o si también ocurre una adaptacion 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 produccion de
NAD(P)H dependiente de glucosa.
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Figura 15. Metabolismo mitocondrial I11: 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 concentracion 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 electronico de

la membrana mitocondrial, lo que genera cambios en el potencial de dicha membrana.
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Asi, al aumentar la concentracion de glucosa, se observa una hiperpolarizacion de la
membrana mitocondrial. Aprovechando la capacidad de la sonda fluorimétrica Rhod123
de intercalarse en las membranas mitocondriales de forma dependiente de potencial, se
realizd un experimento para evaluar, de forma dinamica, los cambios en el potencial de
membrana mitocondrial en respuesta a glucosa en islotes. En la Figura 15A se muestra
cémo al aumentar la concentracion de glucosa la fluorescencia de Rhod123 va
disminuyendo de forma escalonada y cdmo dicha fluorescencia es recuperada al volver
a exponer los islotes a bajas concentraciones de glucosa. Cuando se comparé la
dindmica de ambos grupos de islotes se observé que los islotes de los ratones obesos
muestran una mayor disminucion de la fluorescencia de Rhod123, lo que es indicativo
de una mayor hiperpolarizacion 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 concentracion de glucosa a la

que se da el 50% de la variacion en el yr, (Figura 15C).
4.3 Las células B 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 B de islotes intactos, para asi mantener unas
condiciones lo mas similares posible al contexto fisiolégico (Gopel et al., 1999; Gdpel
et al., 2000; Gopel 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 linea discontinua superior indica 0OmV; la inferior, -80mV.
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En comparacién con las oscilaciones caracteristicas del potencial de membrana
en respuesta a glucosa 11mM en células de control (Figura 16A), las células  de ob/ob
presentaron un perfil diferente (Figura 16B). En las células B de los ratones obesos la
frecuencia de disparo durante una rafaga (burst) es mayor que en las de los ratones
control (Figura 17A). Al mismo tiempo, también se observé una mayor duracion de la

rafaga (Figura 17B) y de la fase silente entre rafagas (Figura 17C).
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Figura 17. Andlisis de los pardmetros del potencial de membrana I. Frecuencia de disparo
(A), duracion del burst (B) y duracion del interburst (C) de los experimentos representados en
la Figura 8.

Un andlisis mas pormenorizado de los registros mostrados en la Figura 18
permitié comparar otras caracteristicas del potencial de membrana. En las células B 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 accién comienzan a
potenciales més despolarizados (CTL, -47,5 £ 2,2 mV; ob/ob, -39,8 + 1,8 mV) (Figura
19B) vy los picos alcanzan potenciales menos negativos (CTL, -24,1 + 2,9 mV; ob/ab,
-12,1 £ 2,2 mV) (Figura 19C). Como se discutird mas adelante, estas diferencias en la
actividad eléctrica, especialmente la mayor frecuencia de disparo y la mayor duracion
del burst, deberian tener un impacto en la sefializacién de Ca®*, puesto que los
potenciales de accion en las células B de raton son mediados principalmente por canales
de Ca?* (Gopel et al., 1999; Rorsman y Braun, 2013).
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Figura 18. Detalle del potencial de membrana. Ampliacién de un fragmento representativo de

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

A
0 CJL oblob

>
E
*@'-20-

-
m

o -404
_c;g sk
T 60 —
£ =

-80-

G]L

ob/ob

C
0. CIL _objob
+
S0 = .
E
< -40-
O
k.
-60-
-80-

Figura 19. Anélisis de los parametros del potencial de membrana Il. A, Linea base del burst
de los registros de la Figura 10. CTL, n=6; ob/ob, n=3. B, Linea base del potencial de acci6n de
los registros de la Figura 10. CTL, n=5; ob/ob, n=6. C, Voltaje del pico del potencial de accion
de los registros de la Figura 10. CTL, n=5; ob/ob, n=6.
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4.4 Lasefalizacion de [Ca®']; esta aumentada en islotes de ob/ob

La sefializacion intracelular de calcio en la célula B desempefia una funcion
esencial en el acoplamiento entre el metabolismo de la glucosa y la secrecion de
insulina. La exposicion de los islotes a concentraciones estimulantes de glucosa produce

un perfil caracteristico de fluorescencia dependiente del calcio intracelular.
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Figura 20. Sefalizacion 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 exposicion de los islotes de
ratones CTL a una concentracion estimulante de 8mM glucosa produjo un perfil de
fluorescencia caracteristico en el que se aprecia un primer incremento transitorio de la
fluorescencia (correspondiente a la primera fase de la secrecion de insulina), seguido
por un patron constante de oscilaciones rapidas y de menor amplitud (correspondiente a
la segunda fase de la secrecion de insulina). En la Figura 20B puede observarse también
que al aumentar la concentracion de glucosa (16mM) se produce un cambio en el patrén

oscilatorio, siendo las oscilaciones de mayor amplitud y menor frecuencia.
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Figura 21. Sefalizacion de calcio intracelular dependiente de glucosa Il: analisis de los
registros. A, Area bajo la curva (AUC) promedio de los registros de calcio intracelular
representados en la Figura 12. B, Incremento de fluorescencia (F-Fo) del transitorio en cada
concentracion 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 comparacién, el perfil de los registros de [Ca*']; en islotes de ob/ob resultd
ser diferente en varios aspectos. En la Figura 20A se observa que los islotes de los
ratones obesos presentan oscilaciones a 5.6mM glucosa, concentracion a la cual los
islotes de ratones CTL no son estimulados. En esta figura se observa también que los
ratones obesos no presentan el patron de oscilaciones rapidas caracteristico 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 analisis mas preciso, se calculé el area bajo la curva (AUC: area under
the curve) como medida de la cantidad total de calcio intracelular (Figura 21A). Con
este andlisis se determind que la [Ca?']; en islotes de ob/ob a 5.6mM glucosa es de la
misma magnitud que la [Ca**]; que son capaces de movilizar los islotes de ratones CTL
a mayor concentracion de glucosa (8mM). La misma equivalencia se observo 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 determind el incremento de fluorescencia del primer transitorio a cada concentracién
de glucosa, observandose diferencias solo a 5.6mM glucosa (Figura 21B),
concentracion a la cual el 100% de los islotes de ob/ob presentd un patron oscilatorio,
mientras que solo el 22% de los islotes de CTL presentd una respuesta a esta
concentracion (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 analiz6 la sefializacion de calcio intracelular en respuesta a
estimulos independientes del metabolismo de la glucosa. Por un lado, los islotes fueron
perfundidos con una solucion de KCI 75mM, que produce una despolarizacion de la
membrana celular activando canales de Ca®* (Figura 22A). En este caso, no se observo

ninguna diferencia entre los dos grupos (Figura 22B).
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Figura 22. Sefalizacion 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 despolarizacion con alta concentracién de potasio (75mM KCI). B,
Incremento de fluorescencia (F-Fo) del pico de despolarizacion por potasio.
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Figura 23. Sefalizacion de calcio intracelular independiente de metabolismo de glucosa Il:
a-ketoisocaproato (KIC). A, Registros representativos de la entrada de calcio en islotes de
CTL y ob/ob (n=6) en respuesta a despolarizacion con 5mM KIC. B, Area bajo la curva del
experimento en (A), correspondiente a los Gltimos 5 min de estimulacion con KIC.

Por otro lado, los islotes fueron perfundidos con una solucién con
a-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 exposicion de los islotes a KIC permite evaluar la capacidad mitocondrial

estimulada por un metabolito no glucidico. Como puede verse en la Figura 23A, la sefial
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de Ca®* inducida por KIC 5mM es mayor en los islotes de ob/ob. En la Figura 23B se

observa que la cantidad total de Ca®* es casi el doble en los islotes de los ratones obesos.

4.5 Los islotes de los ratones obesos secretan més insulina y tienen aumentada la
exocitosis

La sefializacién de Ca*" est4 estrechamente relacionada con la secrecion de
insulina. Dada la mayor sefial de Ca®* observada en los islotes de los ratones obesos, el

siguiente paso fue evaluar tanto la sintesis de insulina como la exocitosis de las células
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Figura 24. Sintesis de insulina y exocitosis. A, Expresion génica de insulina en ratones
alimentados CTL y ob/ob (n=5). B, Contenido de insulina, relativizado por proteina total, en
islotes de CTL (n=16) y ob/ob (n=15) en estado de alimentacion. C, Respuesta exocitética
representativa de células p de CTL y ob/ob a 10 pulsos de despolarizacién de 500 milisegundos
(de -70 a 0 mV). D, Capacitancia de la membrana de células B de ratones CTL y ob/ob,
normalizada por el tamafio celular.
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Figura 25. Secrecion de insulina ex vivo. Secrecién de insulin (A), contenido de insulina (B) y
secrecion de insulina normalizada por contenido (C) en islotes de ratones CTL y ob/ob (n=8).

La Figura 24A muestra que la expresion del gen de insulina estd 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 cémo, mediante despolarizacion inducida por pulsos eléctricos, las
células de los ratones obesos presentan una mayor respuesta exocitotica. La mayor
respuesta exocitotica seria debida, fundamentalmente, a una mayor cantidad de
vesiculas en el RRP (readily releasable pool), tal y como indica las respuesta a los dos
primeros pulsos. Esta mayor respuesta exocitética se mantiene incluso después de ser
relativizada por el tamafio celular (Figura 24D). Estos resultados coinciden con la

mayor capacidad de liberacion 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 sincronia entre células B disminuye en los islotes de los

ratones obesos

El acoplamiento eléctrico entre las células B es esencial para garantizar una
respuesta secretora rapida y eficaz frente a pequefias variaciones de la glucemia. De
hecho, en el raton las células B de un islote funcionan como un sincitio. Para evaluar la
sincronia a nivel de célula individual se realizaron experimentos de sefializacién de Ca**
mediante microscopia confocal, puesto que dicha sefializacion esta estrechamente ligada
a la actividad eléctrica de las células. En la Figura 26A puede verse cémo las células f3
de ratones CTL inician la respuesta de forma simultanea, mientras que en la Figura 26B

se observa gue las células de los ratones ob/ob responden a diferentes tiempos.
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Figura 26. Sefializacion de calcio en célula p individual. A, Registros representativos de
sefializacion de Ca”" en células individuales de un islote de raton CTL. B, Registros
representativos de sefializacion de Ca®* en células individuales de un islote de ratén obeso.

La Figura 27 muestra el desfase entre la respuesta de las diferentes células del
islote. Para cada islote se tom6 como referencia la primera célula que respondi6 y
posteriormente se calculd el desfase del resto de células del islote. Asi, en los islotes de
ratones CTL se observo 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 p. A, Desfase en la respuesta de las células B. B,
tiempo de respuesta de las células B a alta glucosa.

También se observd que las células B de los ratones obesos responden mas
rapido al estimulo de glucosa (Figura 27B). Se tomé como tiempo cero el tiempo
promedio de respuesta de las células de CTL y se calculd la anticipacion 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.
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Figura 28. Expresion de Conexina-36 en islotes de CTL y ob/ob. A, Niveles de proteina 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 -Tubulina.
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El acoplamiento entre células B se produce gracias a las uniones de tipo gap-
junction, formadas por poros proteicos de Conexina36. Por ello, se decidid evaluar la
expresion de dicha proteina. En la Figura 28 se muestra que la expresion de la proteina

Cx36 se encuentra drasticamente reducida en los islotes de ob/ob.

4.7 Expresion génica

En vista de los resultados anteriormente descritos se decidi6 evaluar la expresion

génica de ciertas proteinas clave en los procesos que presentaron alguna alteracion.

Dada la mayor actividad mitocondrial que presentan los islotes de los ratones
obesos, se decidid evaluar la expresion génica del transportador de glucosa GLUT2 y de
la enzima glucoquinasa (GcK). El andlisis de la expresion génica de  GLUT2 mostrd
que dicho transportador se encuentra reducido en los islotes de los ratones obesos
(Figura 29A), mientras que el analisis de la expresion de GcK no mostré ninguna

diferencia entre los grupos (Figura 29B).

También se analizé la expresion génica de Conexina36, puesto que la expresion
proteica esta alterada, pero no se observo ninguna diferencia entre los grupos (Figura
29C). Por ultimo, también se cuantificd la expresion génica del canal i6nico TRPM5,
cuya alteracion parece estar implicada en cambios en la sefializacion intracelular de
Ca®*, como se comentara posteriormente. La expresion de este canal resultd estar muy

reducida en los islotes de ob/ob (Figura 29D).
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V. DISCUSION

La resistencia a insulina asociada a estados obesos es generalmente compensada
gracias a la gran plasticidad del pancreas 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 atencion a la adaptacion funcional
(Kahn et al., 2006; Kargar y Ktorza, 2008; Seino et al., 2011). No obstante, nuestro
grupo ya demostro recientemente, en un modelo de obesidad inducida por diera rica en
grasa (HFD, high fat diet), que la célula p experimenta alteraciones funcionales en
varias etapas de la secrecion 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, asi como resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. No
obstante, la glucemia en condiciones de alimentacion se mantuvo en un rango normal.
Se ha propuesto que, en individuos obesos, en la progresion desde este estado
normoglicémico hasta el estado diabético, las adaptaciones del pancreas dejan de ser
suficientes para compensar la resistencia a la insulina, llevando asi 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

informacidn 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 B 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, ademéas de una marcada obesidad, presenta

estas caracteristicas metabolicas que definen el estado prediabético.
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5.1 Modelo de obesidad y prediabetes

El sindrome ob/ob depende del fondo genético de la cepa del raton utilizado
(Mayer y Silides, 1953; Coleman y Hummel, 1973). Con el fondo 6J, como es el caso
de nuestros ratones, el sindrome cursa con menor severidad que en otras cepas. Aunque
si presentan una marcada resistencia a la insulina, no llegan a desarrollar diabetes severa
sino una hiperglucemia transitoria. Decidimos emplear hembras puesto que éstas estan
mas 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 caracteristicas apropiadas para el estudio, al mantener durante un periodo mayor

las etapas previas al desarrollo de diabetes.

La caracterizacion inicial del modelo nos permitido confirmar que nuestros
animales obesos eran hiperglucémicos a pesar de las grandes cantidades de insulina
plasmética (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 plasmaticas (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
aplicacion de una carga de insulina, la glucemia de los ratones obesos apenas sufre un
ligero descenso. Adicionalmente, el indice HOMA-IR aporta informacion 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 clasicamente a
adaptaciones morfoldgicas (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 B en estas condiciones patologicas.
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5.2 Adaptaciones funcionales de la célula B en el estado prediabético asociado a la
obesidad

5.2.1 Alteracion del metabolismo mitocondrial

El metabolismo de la glucosa estd estrechamente relacionado con el
metabolismo mitocondrial; el producto final de la glucdlisis es transportado a la
mitocondria, donde es incorporado como metabolito al ciclo de Krebs o ciclo de los
acidos tricarboxilicos. Tanto durante la glucdlisis, en el citoplasma, como en el ciclo de
Krebs, en las mitocondrias, el metabolismo de la glucosa lleva a la formacion de
NAD(P)H a partir de NAD(P)". En el caso de la célula B se ha descrito que la mayoria
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 dinamica de produccion de
NAD(P)H mediante técnicas de fluorescencia nos permitié 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 produccion de
NAD(P)H en células individuales de ob/ob (Figura 14), con lo que podemos afirmar que
la mayor produccion de NAD(P)H que observabamos en islotes intactos no se debe, al
menos no exclusivamente, al mayor ntimero de células 3, sino que seria 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 hiperpolarizacion del v, (Figuras
15 A y B). Sin embargo, en este experimento no observamos diferencias en la
concentracion de glucosa a la que se produce el 50% de la variacion del yn, (Figura 15
C). Una posible explicacion seria 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 B de los animales tratados también muestran mayor
produccion de NAD(P)H e hiperpolarizacion del y, (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
parecia indicar un trabajo anterior donde se observd una produccion de ATP aumentada
en islotes de ob/ob a bajas glucosas y sintesis equivalente a altas glucosas (Saleh et al.,
2006).

La entrada de glucosa a través de su transportador GLUT2 y su posterior
fosforilacion, por mediacion 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
expresion génica de GLUT2 y GcK. Tal y como ya se describié a nivel de proteina
(Jetton et al., 2001), encontramos que la expresion de GLUT2 en islotes de ob/ob esta
drasticamente reducida (Figura 29 A). En cambio, la expresion de GeK no esta alterada
(Figura 29 B). A pesar de la drastica reduccion en la expresion de GLUT2, el
metabolismo de la glucosa no tendria por qué verse alterado puesto que la enzima
limitante en la via glucolitica es la GcK, cuya expresién no esta alterada (Chen et al.,
2004).

5.2.2 Alteracién de las propiedades eléctricas

El NAD(P)H sintetizado durante el metabolismo de la glucosa y la
hiperpolarizacion del vy, estdn estrechamente acoplados con la sintesis de ATP
(Quesada et al., 2006), molécula que participa activamente de la regulacion de la
actividad eléctrica de la célula . Asi, la mayor actividad mitocondrial descrita en el
apartado anterior podria ser responsable, o al menos participar, de las diferencias

encontradas en el patrén de actividad eléctrica de los islotes de los ratones obesos.

Anteriormente ya se describieron algunas diferencias en la actividad eléctrica de
las células B de ob/ob (Rosario et al., 1985). Una de las principales diferencias
encontradas es la menor polarizacion de la membrana de las células  de ob/ob (Figuras
16, 18 y 19 A). Ademas de por la mayor actividad mitocondrial, esto podria deberse a
una permeabilidad alterada a K* (Rosario, 1985; Fournier et al., 1990). En concreto,
podria ser debido a la menor densidad de canales Kartp en la membrana de las células 3

de ob/ob (Park et al., 2013). Park y colaboradores describieron la implicacion de la

88



leptina en la translocacion de Karp a la membrana en condiciones de ayunas o baja
glucosa. En condiciones normales, el ayuno o un descenso en la concentracion
circulante de glucosa inducirian la translocacion de canales Katp a la membrana,
facilitando asi la hiperpolarizacion de la membrana celular y el cese de la secrecion de
insulina. No obstante, en las células B 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 podria explicar tanto el estado mas 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 parametros de actividad eléctrica, la menor densidad de Karp Y, en consecuencia,
mayor excitabilidad, podria explicar por qué a una concentracion de 11mM glucosa las
células B de ob/ob muestran un patrén de actividad eléctrica con una duracién del burst
mucho mayor a la de una célula CTL a la misma concentracion de glucosa (Figura 17).
De hecho, este perfil encontrado en los ratones obesos tiene mucha similitud al que se
encontraria en células CTL a concentraciones de glucosa mucho mayores (20-30 mM),
cuando la actividad eléctrica es practicamente continua. La mayor duracion del burst asi
como la mayor frecuencia de disparo pueden asociarse con la sefial de calcio aumentada
en los islotes de ob/ob, como se comentara en el préximo apartado. Ademas, las lineas
basales del burst y el potencial de accion aparecieron estar ligeramente despolarizadas
en comparacion con los controles (Figuras 19 A y B), lo que podria sugerir una
actividad alterada de los canales K¢, (Rosario, 1985; Rosario et al., 1985; Black et al.,
1988). Otra diferencia que muestran nuestros experimentos es que los potenciales de
accion de los ob/ob alcanzan voltajes mas despolarizados (Figura 19 C). Ya se ha
descrito anteriormente que potenciales de accién mayores podrian estar asociados a
mayores corrientes de entrada de Ca®" debido a las caracteristicas voltaje dependientes
de los canales de Ca** (Houamed et al., 2010; Jacobson et al., 2010; Gonzalez et al.,
2013). Asi, en el caso de los ob/ob, los potenciales de accion mas elevados podrian

contribuir a la sefial de Ca®* aumentada, que discutiremos a continuacion.
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5.2.3 Alteracion de la sefializacion de Ca®*

En las células B de raton la entrada de Ca®* desde el espacio extracelular al
interior celular esta ligada a la actividad de los canales de Ca®** y a los potenciales de
accion generados por la activacion de dichos canales (MacDonald, 2011). De modo
similar a las diferencias encontradas en la actividad eléctrica, la sefializacion de Ca?* en
islotes de ob/ob resultd estar alterada. Por un lado, observamos que la sefializacion de
Ca®* inducida por glucosa est4 aumentada, tanto en lo que se refiere a la cantidad total
de Ca*" 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 sélo el 22% de los islotes de CTL respondieron a esta
concentracion 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 vy actividad eléctrica, y podrian deberse tanto al aumento de la actividad
mitocondrial como a la mayor excitabilidad de la membrana. También es mayor la
cantidad total de Ca?* 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 mas elevadas (16mM), quizas porque la actividad eléctrica de las
células de los ratones obesos a esta concentracién de glucosa sea méaxima. Estas
diferencias en la cantidad total de Ca®* que entra en los islotes podria deberse al patrén
de actividad eléctrica, que como ya comentamos anteriormente, presenta bursts de
mayor duracion (Figura 17 B). Esto coincidiria también con la observacion de la
alteracién del patron oscilatorio de Ca®* (Figuras 20 y 21 C). A 8mM glucosa, los
islotes CTL responden con un incremento transitorio de Ca®* seguido de un patrén
constante de oscilaciones rapidas. En cambio, los islotes de ob/ob responden a esta
concentracién de glucosa con cambios en la [Ca?*]; mucho mas lentos. Es decir, las
oscilaciones son de menor frecuencia (Figura 21 C). Colsoul y colaboradores asociaron
recientemente la pérdida de oscilaciones rapidas en islotes de ob/ob con la pérdida o
reduccion de la expresion del canal ibnico TRPM5 (Colsoul et al., 2010; Colsoul et al.,
2014). Este canal permea cationes monovalentes de forma no selectiva, es activado por
Ca®*, aunque impermeable a él, y se piensa que puede desempefiar un papel en la
despolarizacion del potencial de membrana durante las fases silentes y, por tanto,
participar del comienzo de un nuevo potencial de accion (Colsoul et al., 2010).

Mediante analisis de la expresion génica observamos que, efectivamente, la expresion
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de dicho canal se encuentra drésticamente reducida en los islotes de los ratones obesos
(Figura 28D), y por tanto que podria estar participando en la dinamica de la sefial de

Ca?" en los isltoes de ob/ob.

Por otro lado, la sefializacién de Ca** independiente de glucosa no resulté estar
alterada al despolarizar con K* (Figura 22) pero si se observaron diferencias en la
sefializacién de Ca*" inducida por KIC (Figura 23). La sefializacién de Ca®" inducida
por KIC fue mayor en los islotes de ob/ob, como representa el dato de mayor area bajo
la curva (Figura 23 B). EI KIC es un metabolito independiente de la glucosa pero que si
es metabolizado en la mitocondria (Martin et al., 1995), por lo que apoyaria nuestros
resultados anteriores al respecto de la mayor actividad mitocondrial en los islotes de
ob/ob.
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Figura 30. Alteraciones funcionales de la célula B. La imagen muestra experimentos
representativos de cada uno de los procesos funcionales alterados descritos en este trabajo.
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5.2.4 Alteracion de la biosintesis y secrecion de insulina

Los altos niveles plasméticos de insulina observados en los ratones obesos
pueden tener diferentes origenes: una mayor biosintesis de insulina y/o secrecién de la
misma en respuesta a la resistencia a la insulina 0 que existan alteraciones en su
degradacion plasmatica. Ya comentamos que los animales obesos son resistentes a la
insulina (Figura 11). Por otro lado, la biosintesis de insulina esta también aumentada,
como reflejan la mayor expresion 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 biosintesis esta
acompariada ademas de una mayor exocitosis de los granulos de insulina (Figuras 24 C
y D). Este experimento se realizé estimulando la exocitosis mediante pulsos eléctricos,
de forma independiente del metabolismo celular, lo que demuestra que el proceso de
exocitosis per se estd aumentado. Ademas, la exocitosis en condiciones fisioldgicas
también puede verse aumentada por la mayor sefializacién de Ca** y a la mayor
produccion de NAD(P)H (lvarsson et al., 2005; Reinbothe et al., 2009), como

observamos en las células 3 de ob/ob.

Los islotes de ob/ob también secretan mas insulina en respuesta al estimulo con
glucosa (Figura 25) (Black et al., 1986; Fournier et al., 1990). Aunque a glucosa basal
(3mM) no observamos alteracion de la sefial de Ca®* en los islotes de los ratones obesos,
la secrecion de insulina si estd aumentada en estas condiciones, lo que corrobora
resultados anteriores (Saleh et al., 2006). Esto podria deberse, al menos en parte, a que
el proceso de exocitosis per se esta aumentado, como comentdbamos anteriormente.
Aungue no se han explorado en este trabajo, también podrian estar alterados otros
mecanismos celulares que participan del proceso de secrecién de los granulos de
insulina, como el trafico vesicular a la membrana. EI mismo razonamiento podria
aplicarse a la mayor secreciéon observada a glucosa 16mM. A esta concentracion del
estimulo la sefial de Ca®* tampoco era mayor en los islotes de ob/ob, aunque si lo es la
secrecion de insulina. Asi, a concentraciones de glucosa no estimulantes y elevadas, la
secrecién de insulina podria estar aumentada por la alteracion de mecanismos
independientes de Ca?*, mientras que a concentraciones intermedias (5.6-8mM) la
secrecion se veria aumentada tanto por mecanismos dependientes como independientes
de Ca?*. Uno de estos mecanismos independientes podria ser el NAD(P)H, que ya
hemos comentado que puede afectar directamente a la exocitosis (lvarsson et al., 2005;
Reinbothe et al., 2009) y cuya produccién estd aumentada en los islotes de los ratones
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obesos. Nuestros resultados aportan indicios de que tanto la via triggering como la
amplificadora (Henquin, 2011) estan aumentadas en las células  de ob/ob, dadas la
sefializacion de Ca®* y funcién mitocondrial aumentadas. No obstante, serfa necesario
abordar otras estrategias, no contempladas en este trabajo, para explorar qué otros

mecanismos celulares podrian estar contribuyendo a la mayor secrecion de insulina.

5.2.5 Alteracidn del acoplamiento celular

El acoplamiento celular entre células B permite la sincronia de la actividad
eléctrica y de la sefializacion de Ca®* 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 secrecion de insulina adecuada. Alteraciones en este acoplamiento
resultan en detrimento de la funcidn secretora del islote (Vozzi et al., 1995; Charollais et
al., 2000). En el presente trabajo observamos una disminucion del acoplamiento de las
sefiales de Ca?* entre células B de islotes de ob/ob (Figuras 26 y 27), que podria ser
debida a la menor expresion de la Conexina36 en estos islotes (Figura 28). Observamos
que las células f 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 Gltima 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
B al estimulo de glucosa. En la Figura 28 B se muestra que las células B de ob/ob
responden antes que las de los CLT, 1 minuto y 20 segundos como promedio,

reforzando la hipétesis de una mayor sensibilidad a la glucosa.

Otro factor que podria estar reduciendo el acoplamiento celular es el mayor
tamario 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 transmision de la sefial eléctrica y de
Ca®* (Andreu et al., 1997; Quesada et al., 2003).

De entre los mecanismos abordados en este trabajo, el acoplamiento celular
parece ser el Unico que presenta una disminucién. Nuestro grupo observo 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

93



disfuncion podria ser uno de los primeros eventos que podrian 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
valido de estado prediabético asociado a la obesidad ya que presentan un perfil
metabolico  tipicamente prediabético, caracterizado por hiperinsulinemia

hiperglucemia e intolerancia a la glucosa.

2. Las células B de los ratones obesos presentan una funcién mitocondrial aumentada
respecto a la de los controles, como indican la mayor produccion de NAD(P)H y la

mayor hiperpolarizacion del potencial de membrana mitocondrial.

3. La actividad eléctrica de la célula B de los ratones ob/ob presenta diversas
alteraciones que le otorgan una mayor excitabilidad en respuesta a la glucosa.

4. La mayor funcion mitocondrial y actividad eléctrica alterada observadas en los

ratones obesos contribuyen a la mayor sensibilidad a la glucosa de las células p.

5. Los islotes de los ratones obesos presentan una sefializacion de Ca®* aumentada a
concentraciones de glucosa intermedias (5.6 y 8mM), mientras que ésta no esta

alterada a concentraciones basales (3mM) y elevadas (16mM) del estimulo.

6. La biosintesis de insulina esta aumentada en los islotes de ob/ob, tanto a nivel de

expresion genica como proteica.

7. La liberacion de insulina es mayor en las células  de los ratones obesos, debido a
una mayor secrecion, tanto a concentraciones de glucosa basales como estimulantes,

y a un aumento de la exocitosis per se.
8. El acoplamiento celular que garantiza la sincronia de la células  se encuentra

disminuido en los islotes de ratones ob/ob debido a una menor expresion de la

proteina Conexina36.
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9. Los resultados de este trabajo muestran que gran parte de los eventos
implicados en la secrecion de insulina estimulada por glucosa estan 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 B para adaptarse a

condiciones no fisioldgicas y patologicas.
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